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De tempos em tempos a humanidade se depara com novos desafios,
diante do esgotamento do potencial cientifico e tecnoldgico, no limiar de
um novo patamar de desenvolvimento. Na agricultura o novo desafio é
produzir mais em areas cada vez menores, com 0 minimo de impacto
ambiental e social. A necessidade de substituir os produtos quimicos
utilizados na agricultura, seja pela ineficiéncia cada vez maior no controle
de pragas, seja pela busca por novas moléculas que atendam as
necessidade atuais, impde a ciéncia imensos esforcos na construgédo de
um novo paradigma ecolégico. Visando prospectar espécies vegetais
promissoras, como fontes de metabdlitos secundarios, testou-se, na
Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS) diversos extratos
de espécies nativas e exoticas da Regido Sul do Brasil, em ensaios de
alelopatia, em laboratério (fotofase 14, 25 + 0,5°C) com sementes e
plantulas de Lactuca sativa (alface), Bidens pilosa (picdo-preto) e Triticum
aestivum (trigo-comum), e bioensaios com lagartas (fotofase natural, 25 +
1°C, UR 65 + 10%) de Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho-do-
milho) e Ascia monuste orseis (lagarta-da-couve). Objetivando também
desenvolver metodologia eficiente, o trabalho foi elaborado em diversas
etapas. Os bioensaios basicos de alelopatia ou preliminares, onde
participaram 56 espécies em seis experimentos, constaram na aplicacéo
de extratos em dose Unica (1/3, p/v) em sementes e plantulas de L. sativa,
visando selecionar extratos aparentemente mais promissores, ou seja, 0S
de mais alto grau alelopético, seja inibindo, seja estimulando o
crescimento e desenvolvimento. Dentre os extratos que causaram efeitos
negativos mais drésticos, o da espécie Cymbopogum citratus (capim-
cidré) proporcionou, através de seu extrato aquoso, nove ensaios de
dose-resposta, utilizando-se, como material reagente, sementes e
plantulas de L. sativa, B. pilosa e T. aestivum. Por outro lado, dentre as
espécies, cujos extratos apresentaram efeitos alelopaticos positivos, a
espécie Achyrocline satureioides (marcela) destacou-se das demais,
determinando a composicéo de dez bioensaios de dose resposta com L.
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sativa, B. pilosa e T. aestivum e um experimento com L. sativa, sob
hidroponia. Extratos vegetais supostamente mais promissores como
inseticidas compuseram os experimentos de laboratério com lagartas de
S. frugiperda, criadas artificialmente, e com lagartas de A. monustge
orseis, oriundas do campo. Os testes com S. frugiperda se constituiram
em experimentos basicos ou preliminares, totalizando 4 bioensaios, onde
foram avaliados extratos de 21 espécies, aplicados sobre o0s insetos e em
mistura com a dieta artificial. Em fase mais avancgada, ensaios de dose-
resposta de extratos de Rollinia silvatica (ariticum) foram conduzidos
contra S. frugiperda e A. monuste orseis. Extratos (6leo essencial e
extrato aquoso) de R. silvatica foram avaliados em S. frugiperda, através
de quatro bioensaios e em A. monuste orseis por trés experimentos de
laboratério e testes preliminares de campo. O efeito de extratos de Melia
azedarach (cinamomo),incorporados as dietas de S. frugiperda, foi
avaliado em trés experimentos. Os biotestes foram conduzidos em blocos
ao acaso e os resultados permitiram concluir que a metodologia utilizada
foi altamente eficiente na prospeccdo de espécies vegetais promissoras
como fontes de agentes bioativos e os experimentos mais avangados
permitiram avaliar a bioatividade, através de curvas de dose-resposta,
resultando na obtencdo de informacdes decisivas para seguir nos
processos de identificagdo de moléculas biocidas e bioestimulantes. C.
citratus mostrou ser um poderoso biocida, com caracteristicas herbicidas,
inclusive mostrando efeitos horméticos com doses sub letais. R. silvatica,
através de seus extratos, demonstrou conter compostos inseticidas
potentes, inclusive agentes com ag&@o neurotdxica. M. azedarach, pelos
extratos aquosos de suas folhas, mostrou ser um potente inseticida de
acdo por ingestdo. Por outro lado, A. satureioides, através dos
experimentos conduzidos, apresentou caracteristicas que permitem
concluir que seu extrato contém um ou mais produtos com agéo inibidora,
estimulante e protetora do crescimento e desenvolvimento. Enfim, os
resultados obtidos com um namero relativamente pequeno de espécies
vegetais sugerem a existéncia de um potencial praticamente inesgotavel
nas espécies vegetais, na identificacdo e sintese de novas moléculas,
tendo como meta uma agricultura mais sustentavel.
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ABSTRACT

Periodically humanity is challenged to discovering new ways to
progress, since conventional technologies fatally lose their function at the
frontier of a new age. In agriculture the new challenger is get more
productivity in less area, with less environment and social impact. The
necessity of discovering new efficient and socially acceptable biocide
molecules is the main goal in the modern and sustainable agriculture.
Aiming to screen plant species as source of secondary metabolic with
allelopathic effects and potentially useful, bioassays of allelopathy were
performed, during the period from November 2002 to April 2004, at
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brazil. Extracts from 56 species
were tested at laboratory (fotofasel4, 25 + 0,5°C) on seeds and seedlings
of Lactuca sativa, Bidens pilosa and Triticum aestivum.and from 21 were
applied on Spodoptera frugiperda and Ascia monuste orseis (natural
fotofase, 25 + 1°C, UR 65 * 10%). Also aiming to develop efficient
methodology, this work was organized by phases. In the six basic
bioassays (screening) extracts of 56 species (dose 1/3, p/v) were tested
on seeds and seedlings of L. sativa. The more promising extracts, with
more drastic allelopathic effects (negative and positive) passed to new
phase, where doses of extracts were applied on seeds and seedlings of L.
sativa, B. pilosa and T. aestivum. On this way, extract of Cymbopogum
citratus, that shows drastic inhibitory effects, resulted in nine bioassays of
doses. Similarly, doses of extract of Achyrocline satureioides, that shows
positives effects, were tested in 11 experiments. In Four basic bioassays,
extracts of 21 species were tested for S. frugiperda. The more promising
extracts composed specific experiments with S. frugiperda and A. monuste
orseis. The extracts were applied on larvae of S. frugiperda and included
on artificial diets. On A. monuste orseis the extracts were applied on
larvae and leaves of Brassica oleracea. Therefore, three set of bioassays
were carried out: Rollinia silvatica was tried in four and three assays to
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S.frugiperda and A. monuste orseis, respectively. Melia azedarach, other
promising source of insecticide, was tested on S. frugiperda in three
experiments. The experimental design adopted was the randomized
complete block, and the methodology used shows to be efficient to select
promising species as source of bioactive agents. The advanced
experiments permitted to study bioactivity by curves (equations) dose-
responses and resulted on valuable information to go forward on
procedures to identify molecules of biocide and stimulatory agents. C.
citrates showed to be a powerful biocide, with herbicidal characteristics,
including demonstrating occurrence of hormetic effects. R. silvatica,
through their extracts, demonstrated to be source of powerfull insecticides,
including agents with neurotoxic action. M. azedarach, by extracts of
leaves, showed to be an efficient insecticide by ingestion. On the other
side, extract of A. satureioides, presented inhibitory, stimulatory and
protective action on growing and development of reagent material. Finally,
the results obtained with a relatively small number of vegetal species allow
to conclude there is a practically inexhaustible potential in plants on
research of new molecules for the central goal: a more sustainable
agriculture.
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1. INTRODUCAO

H& mais de 10 mil anos atrds, o homem descobriu que ndo precisava
mais andar de um lado para outro, deslocando-se em busca de alimento.
A criagcdo de animais talvez tenha sido a primeira atividade organizada de
nossos ancestrais. Cuidando de seus animais e cultivando suas plantas,
os seres humanos descobriram também a diversificagdo dentro da mesma
espécie e comecgou entdo o melhoramento genético animal e vegetal.

Apesar das evidéncias relativamente as primeiras atividades
organizadas por nossos ancestrais, ndo é dificil de se imaginar que se
perde no tempo a utilizagdo das plantas arométicas e medicinais.
Observando a natureza e por experiéncia propria e direta, 0 homem veio
lentamente separando as plantas téxicas das Uteis, descobrindo e
aperfeicoando a utilizagdo de ambas. Esta sim, talvez tenha sido a
primeira atividade organizada do homem, apesar de restrita a
determinados individuos da comunidade. Entretanto, certamente o grande
avanco nesta area soO veio com o advento da agricultura, que permitiu ao
Homo sapiens, além de cultivar suas plantas, entendé-las melhor e
melhora-las geneticamente. Ao mesmo tempo, comecgava ai a constancia
ciclica da solugcdo de um problema, gerando outros problemas, obrigando
a humanidade a avangar mais e mais no conhecimento.

As cultivares foram melhoradas e as lavouras tornavam-se mais
sujeitas ao ataque de pragas, neste trabalho conceituadas, de acordo
com NORRIS et al. (2003), como todos os organismos que alteram (ou
potencialmente habeis para alterar) o processo fisiolégico normal de um
cultivo, causando danos e perdas no rendimento. Selecionavam-se

linhagens menos téxicas e mais palataveis e se retiravam das plantas



suas defesas naturais, colocando o homem diante de problemas cada vez
mais complexos.

Entretanto, até agora, apesar dos erros nas relacdes entre os homens
e com a prépria natureza, a humanidade tem sido relativamente vitoriosa:
a partir dos novos conhecimentos gerados por novas descobertas, tem
sido viavel solucionar gradativamente os novos problemas gerados, tanto
que foi possivel até agora aumentar a populacdo da Terra, de tal forma
gue se ainda ha muita fome, esta ndo se deve a altas densidades
demogréficas, mas sim a outros fatores politico-sécio-econémicos. Tanto,
gue € geralmente nos paises mais densamente povoados que as
condi¢des de vida das populagdes séo relativamente melhores.

A evolucédo da sociedade humana parece assemelhar-se ao movimento
de um ponto em espiral ascendente, cuja proje¢ao vai redesenhando uma
circunferéncia. H4 uma aparente repetitividade em funcéo dessa projec¢éo;
entretanto a roda da histéria anda somente para frente em movimento
recursivo gerando o novo, que ndo somente vai substituindo o velho, mas
gue também vai sendo gerado por ele.

Assim, os conhecimentos acumulados ao logo de nossa histéria devem
ser empacotados, como o DNA nos cromossomos, e preservados, ndo
somente para a pura e direta utilizagdo, mas como moldes a novos
projetos de avancos cientificos e tecnoldgicos.

As tentativas de nossos antepassados, muitas vezes pouco eficientes
na solugdo de problemas, podem ter hoje solu¢des viaveis, com a
reciclagem a luz dos novos conhecimentos, utilizando-se as ferramentas
(tecnologias) novas disponiveis. As tentativas no passado, nos ensina a
historia, tém sido solucdes eficientes no futuro, sob novas condigdes.

Tao logo surgiram as pragas, com a domesticagdo das espécies,
vieram as tentativas de controla-las. Evidentemente, que conhecendo a
toxidez de algumas espécies, 0 homem buscou nelas a prote¢cdo para

seus cultivos.



A utilizacdo de “plantas inseticidas” ja vem de séculos, pelo que se
pode averiguar. Utilizadas inicialmente na sua forma mais natural (p6 e
solugdo aquosa), com os avangos da quimica, foi possivel extrair seus
principios ativos e utiliza-los no controle de pragas, principalmente
insetos. Deixaram de ser utilizados, ndo tanto pela maior eficiéncia
momentanea dos organossintéticos, mas principalmente pela maior
economicidade destes, sob o prisma e condi¢fes da época.

Se possivel fosse avaliar os danos (apesar dos beneficios
incontestaveis) causados principalmente pelo advento dos inseticidas
sintéticos, provavelmente a tecnologia anterior ndo fosse praticamente
abandonada. Entretanto, s6 agora, a luz de novos conhecimentos, é
possivel reabsorvé-la e recicla-la, pois sua viabilidade maxima se dara em
novo patamar, o que ndo impede o sucesso relativo e limitado de sua
utilizagédo na forma tradicional junto aos pequenos produtores rurais, com
o auxilio de novas metodologias de preparo simples. Acrescente-se ainda
que o consumo de agrotéxicos, principalmente nos paises periféricos tem
aumentado significativamente. No Brasil, de 1992 a 1999, as vendas
apresentaram um crescimento significativo, passando respectivamente de
947 milhdes para 2,3 bilhdes de délares (TSUNECHIRO & FERREIRA,
2000), superando os 2,5 bilhdes de dodlares a partir do ano 2000. De
acordo com 0s mesmos autores, a participagao dos inseticidas passou de
20,5 % em 1992 para 25,6 % em 1999. O crescimento do consumo de
fungicidas € também bastante evidente, provavelmente devido a
dificuldades semelhantes ao que ocorre com o0 controle de insetos. No
caso brasileiro ha ainda uma particularidade muito importante: o
surgimento da “ferrugem asiatica” como praga limitante da cultura da soja
nos ultimos anos determinou, por si sO, o deslocamento dos inseticidas da
lideranca no consumo de agrotéxicos no Pais. Em relacdo ao consumo de
herbicidas a situacdo € semelhante, mas com algumas peculiaridades e

perspectivas mais animadoras em curto prazo.



Por outro lado, apesar do consumo crescente de agrotoxicos, 0s
prejuizos devidos as pragas tém aumentado mundialmente, de tal
maneira que para um aumento de dez vezes no uso de defensivos
agricolas nos ultimos 50 anos, correspondeu paradoxalmente a uma
duplicacdo nas perdas por ataque de pragas, com agravante de uma
maior intensidade de problemas de toxicidade, acumulo de residuos e
resisténcia a pragas (CARVALHO, 1999). N&o foi possivel identificar se o
autor levou em consideracdo a proporcionalidade relativa ao aumento da
area cultivada, o que provavelmente ndo o fez. De qualquer forma, é
evidente o crescente aumento das perdas por ataque de pragas,
acompanhado da diminuigdo da eficiéncia dos produtos quimicos. Isto se
deve a que a industria quimica ndo tem conseguido mais acompanhar a
velocidade com que as populagdes de pragas tém se adaptado, tornando-
se resistentes aos agroquimicos, através da selecdo de mutantes preé-
existentes nas populacdes, ou mesmo por processos de detoxificagao,
como pode ocorrer com artropodes fit6fagos. Além do esgotamento de
fontes de resisténcia também a patdégenos dentro da espécie, aumenta
cada vez mais a quantidade de moléstias limitantes do rendimento para
as principais culturas, obrigando os produtores a investirem mais em
fungicidas. Acrescente-se também a maior facilidade de surgimento de
resisténcia nas populacdes de microorganismos, tanto em relacdo a
adaptacao do patdégeno a planta, quanto ao préprio produto quimico.

Com o advento da engenharia genética, a resisténcia genética devera
substituir em muito o uso dos agrotdxicos convencionais, principalmente
inseticidas e fungicidas. Paralelamente ao uso de cultivares resistentes,
moléculas sintetizadas, derivadas de plantas e de outros organismos ou
mesmo produzidas em organismos geneticamente modificados,
conduzirdo o conceito de agrotéxico a um novo patamar. Ganham em
importancia entdo os herbicidas, quando se generaliza em todo o0 mundo
0 uso da resisténcia de plantas a herbicidas ndo seletivos. E o caso da

resisténcia ao glifosato e glufosinato de amdnio, ja utilizados em mais de



40 milhdes de hectares em todo o mundo. Uma das maiores vantagens
desta metodologia é a possibilidade de se utilizar cada vez mais produtos
mais adequados as novas exigéncias da sociedade. Por sua vez, ja se
abrem perspectivas de substituicdo desta tecnologia pela utilizacdo de
plantas transgénicas alelopéticas, que produzem o0s seus proprios
herbicidas.

Imaginando-se a necessidade de um aumento crescente na produgao e
produtividade dos cultivos agricolas, devido ao aumento da populagéo
mundial e somando-se a possibilidade da realizacdo de conquistas sociais
oriundas de uma melhor distribuicdo de renda, que acarretaria uma
demanda ainda maior por alimento, em quantidade e qualidade, tem-se
gue se nao forem tomadas providéncias imediatas, a tendéncia é o
estabelecimento do caos ambiental, inviabilizando a concretizacdo de
quaisquer aspiracdes da humanidade.

Segundo VENDRAMIN & CASTIGLIONI (2000) o ressurgimento do
interesse pelos inseticidas de origem vegetal originou-se da necessidade
de buscar novas substancias no controle de pragas, sem os problemas
ambientais, residuos em alimentos, efeitos nocivos sobre predadores e
outros organismos Uteis, retardando o aparecimento de resisténcia a
inseticidas, comuns na utlizacdo dos agrotoxicos convencionais.
Acrescentam ainda, os autores, que a diminuicdo na disponibilidade de
moléculas sintéticas, com caracteristicas inseticidas e questdes
econdmicas envolvidas, reforcam o interesse em alternativas, como as
representadas por ingredientes ativos toxicos dos vegetais.

O importante, entretanto, € ressaltar que uma alternativa efetiva
sempre € nova e a simples repeticdo de solugbes do passado ndo séo
viaveis, pois ndo sao sustentaveis. A retomada que a ciéncia pretende,
dar-se-4& em um novo patamar, a luz dos novos conhecimentos e de
novas necessidades. O avanc¢o da bioquimica, da biofisica, da genética
molecular, da biotecnologia, da informatica, enfim, das ciéncias,

favorecem ndo a solucdo de continuidade das tecnologias ditas



convencionais, mas no aprimoramento das mesmas e nas rela¢cdes mais
equilibradas do homem com a natureza. E isto s6 € possivel com o
avanco da ciéncia e da tecnologia. BRUNHEROTTO (2000) considera que
0s avangos da pesquisa cientifica em todas as areas e a revolucdo da
biotecnologia moderna fizeram com que o estudo de extratos de espécies
vegetais com potencial praguicida deixasse de ser uma estratégia
puramente empirica, como o foi até entdo.

O pais que ndo investir em pesquisa cientifica, especialmente na area
agricola (melhor seria dizer, area de producéo de alimentos), que € a mais
estratégica de todas, capaz inclusive de fortalecer as demais, pela
extrema interdisciplinaridade que seu desenvolvimento exige, estara
fadado a continuar, cada vez mais, dependente de que, pretensamente,
outros paises solucionem seus problemas. Tais solugbes “alienigenas”,
entretanto, jamais atenderdo as reais necessidades de uma nacgdo. Pelo
contrario, gerardo ainda mais dependéncia... MONGE (2001) considera
gue nos paises subdesenvolvidos existe uma tendéncia em se valorizar
mais o produto natural com atividade bioldgica, do que o produto da
sintese, esquecendo-se que os dois tém grande importancia, pois
atualmente a sociedade é muito mais dependente dos produtos bioativos
de sintese do que dos produtos naturais, que normalmente servem de
prototipos para a sintese de novos produtos.

O Brasil, pais de vocacdo agricola, possuidor do maior nimero de
espécies vegetais do catalogo da diversidade floristica mundial, tem sido
chamado internacionalmente a responder pelo descaso com que tem
tratado o ambiente, de maneira que temos sido classificados pela opinido
publica mundial como predadores ambientais. Isto tem levado a formacgéo
de conceitos e sugestfes perigosas a soberania nacional, como a
internacionalizacdo da Amazénia, idéia esta, que nada mais é do que a
materializagdo dos erros na conducdo da politica de conservagdo e
exploragdo de nossos recursos. Tais reservas ou recursos sdo tao

imensos e tdo importantes que o desequilibrio dos mesmos € capaz de



afetar regibes muito além de nossas fronteiras, o que justifica plenamente
as pressoOes internacionais que o Pais tem sofrido. Como tais cobrancas
ndo ficam apenas no plano retérico, mas atingem diretamente todos os
programas que dependem de financiamento ou apoio internacional, os
prejuizos gerados aos brasileiros pelo descaso para com a natureza sao
incomensuraveis.

O pouco incentivo a pesquisa com plantas aromaticas e medicinais no
pais mais rico nessas espécies, faz com que existam mais estrangeiros
aqui, trabalhando com as mesmas, com recursos dos seus paises de
origem, do que pesquisadores brasileiros, pela falta de apoio financeiro a
nossas instituicoes de pesquisa. HOMMA, (1999) considera que nossa
legislacdo € extremamente prejudicial aos interesses nacionais e cita
como exemplo a Lei de Propriedade Industrial como sendo um verdadeiro
convite a biopirataria de plantas medicinais e seus principios ativos,
pigmentos, esséncias diversas, inseticidas naturais e outros. Conclui
ainda, afirmando que cresce assustadoramente o nimero de produtos de
nossa flora, patenteados no exterior, de forma que se n&do houver uma
mudanca drastica na politica governamental, brevemente ndo poderemos
nem mais dispor de nossa propria vegetacdo sem que tenhamos que
pagar pela utilizagdo da mesma. Entretanto, parece que o problema
principal ndo decorre da legislacdo brasileira, que é semelhante a de
outros paises, inclusive do Primeiro Mundo, mas reside quase que
exclusivamente na falta de recursos destinados a pesquisa cientifica.

O Rio Grande do Sul € o estado onde, provavelmente, a devastagcéo
ambiental tenha sido a maior do Pais. A destruicdo de nossas florestas foi
praticamente até as Ultimas consequiéncias e com isto, uma quantidade
imensa de espécies vegetais praticamente desapareceu de nosso
cenario. Pouco resta hoje de nossa cobertura florestal nativa: dos
aproximadamente 40 % de cobertura natural, ficaram apenas de 1,8 a 3%
no maximo, os quais estdo sendo gradativamente substituidos por cultivos

homogéneos de espécies exdticas, cuja area reflorestada ja alcanca 1,7



% da area total do Estado (COSTA, 2000). Uma boa noticia foi a
finalizagdo, em 2002, do Inventario Florestal Continuo do Estado,
executado pela Universidade Federal de Santa Maria, que estimou em
17,53 % a cobertura vegetal nativa atual do Rio Grande do Sul, mesmo
que a maior parte dessas areas em recuperagcdo seja constituida de
arvores de cinco a oito metros de estatura, que comumente aparecem
apos o abandono dos campos (fase inicial de florestas secundarias).
Adicione-se ainda que nosso estado nas Ultimas décadas investiu
recursos enormes na monocultura e desestimulou a diversidade de
cultivo, dificultando ou até mesmo impedindo, por falta de financiamento,
o desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel. Se
acrescentarmos a isto tudo que nos ultimos 50 anos o Rio Grande do Sul
foi, proporcionalmente, o maior consumidor de agrotoxicos do Pais, a
situagdo torna-se dramatica para este estado, em termos de preservacao
ambiental. Todas estas assertivas obviamente se aplicam ao Brasil, que
de uma maneira geral tem se destacado mundialmente pelo descaso com
gue se trata aqui a saude da populacdo e 0 ambiente em que se vive.
Pesquisas sobre a utilizacdo de extratos de espécies vegetais no
controle de pragas, como op¢ao aos produtos convencionais, convergem
plenamente com os objetivos da agroecologia e como todos os trabalhos
cientificos que visem a preservagdo e recuperagcdo do meio, merece
atencdo governamental, pela estreita ligacdo com as questfes ambientais
e com a propria agroecologia como um todo. Existe certamente uma
ligagdo inexoravel da bioquimica e biotecnologia, ou mais
apropriadamente, engenharia genética, com trabalhos de base, na busca
de novas moléculas bioativas e na prospeccado de genes de resisténcia a
pragas. Assim, definitivamente, a primeira etapa desses estudos, e que se
propde a avaliar a bioatividade de extratos vegetais, coloca tal objetivo
como central, dentro de um programa geral de busca de sustentabilidade,
baseado nos avancos da ciéncia e da tecnologia, em todas as areas do

conhecimento humano.



O presente trabalho, desenvolvido no Campus da Universidade Federal
de Santa Maria, teve como objetivo geral avaliar a bioatividade de extratos
de espécies vegetais a partir de bioensaios de alelopatia e com insetos.

Teve a pretensdo também de fornecer informagfes necesséarias para
gue, principalmente pequenos produtores possam, em curto prazo, utilizar
extratos vegetais diretamente no controle de certas pragas, a partir de
posterior realizacdo de experimentos a campo.

Em médio prazo, o objetivo do trabalho foi o de fornecer informacdes
preliminares visando a interagdo com a area de quimica, no sentido de
avancar no aprofundamento das avaliacdes da bioatividade de extratos
vegetais, testando suas fracbes e identificando as moléculas bioativas.
Em termos de indlstria, se pode pensar no isolamento e identificagdo
dessas substancias, visando a sintese de novas moléculas mais
aceitaveis socialmente.

A médio e longo prazo, importantes informagbes sobre espécies
vegetais promissoras poderdo ser Uteis para a area de biologia molecular,
no sentido de se estar prospectando genes implicados na resisténcia de
plantas a pragas, ou seja, responsaveis pela producdo de substancias
inibidoras do crescimento e desenvolvimento das mesmas. Este tipo de
resisténcia pode proporcionar maior seguranca, seja em termos de maior
dificuldade no surgimento de resisténcia, seja nas questdes alimentares e
ambientais.

Como a avaliagdo da bioatividade de extratos vegetais pode implicar
também na descoberta de alelopatia positiva, o presente trabalho visou
também a prospeccdo de agentes bioestimulantes, contidos nos extratos
de espécies vegetais.

Objetivou-se também, através desta pesquisa, desenvolver uma
metodologia simples e eficiente, para facilitar a realizagcdo de biotestes in
loco.

Para a consecuc¢do desses objetivos, montou-se uma estratégia que se

revelou adequada.



Primeiramente, os extratos vegetais foram testados em ensaios
bésicos de alelopatia, na dose de 1/3 (p/v) , ha espécie Lactuca sativa. Os
resultados conduziram a selecdo de extratos de espécies mais
promissoras para a realizacdo de bioensaios de dose-resposta em L.
sativa, Bidens pilosa e Triticum aestivum, além de experimentos com
insetos (Spodoptera frugiperda e Ascia monuste orseis, de forma anéloga.
De maneira inversa, extratos de espécies vegetais, ja tidos como biocidas,
foram também avaliados nos ensaios de base, na tentativa de
confrmacdo da bioatividade dos mesmos, através da metodologia
utilizada.

Assim, para facilitar a compreensdo do trabalho, as diversas fases
foram divididas em capitulos. Os experimentos basicos de alelopatia e 0s
basicos de inseticida formaram capitulos diferentes. Da mesma forma,
cada extrato vegetal selecionado para compor bioensaios de dose-
resposta contra sementes e plantulas, bem como com insetos reagentes,
constituiram capitulos especificos.

A integracdo iniciada, com este trabalho, com outros departamentos da
Universidade Federal de Santa Maria, pretendeu incrementar a evolugéo
do processo de cooperagdo e interconexdo com outras areas, como a
bioquimica e a biologia molecular, visando a elaboracdo de um projeto

mais amplo, a nivel institucional, ou mesmo interinstitucional.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As pragas agricolas e seu controle: histérico e antecedentes

A histéria da botanica é, em grande parte, a luta do homem para
adaptar-se a natureza, utilizando as plantas na medicina, industria e
agricultura. As defesas fitoquimicas contra pragas sao conhecidas pela
humanidade desde a antigiidade (GALLUN & KHUSH, 1984), apesar da
aplicacdo dos conhecimentos estar ainda na sua infancia cientifica
(NORRIS & KOGAN, 1984).

A defesa contra pragas fitéfagas tem sido inegavelmente o maior
problema que a humanidade tem enfrentado na producdo de alimentos
(FRANKEL, 1977) e os insetos sempre foram os principais vilbes,
causando desde pequenas e grandes perdas localizadas, até enormes
prejuizos em vastas extensdes de terra (ALLARD, 1960; DAHMS, 1967,
ELLIOT, 1967; BREWBACKER, 1969).

Os ancestrais selvagens das espécies cultivadas estavam em equilibrio
com o ambiente e as espécies fitofagas (e, certamente, com o0s
microorganismos também), quando entdo a domesticagdo (melhoramento
genético) levou a uma dispersdo geografica e diferenciacdo genética do
hospedeiro e, presumivelmente, das espécies consumidoras (FRANKEL,
1977). A heterogeneidade genética deve ter sido a principal causa da
estabilidade dos cultivares primitivos durante dez mil anos.

Por outro lado, a emigragdo de nossas plantas cultivadas de seus
centros de origem foi influenciada principalmente pelas glaciagoes,

inundacdes, alteracdes climatoldgicas e pelas atividades humanas (Wulff,
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1950), estas Ultimas, com tendéncia de serem sempre muito limitadas
pelas exigéncias de habitat de cada espécie (ELLIOT, 1967).

O estudo da resisténcia de plantas a insetos data dos primeiros dias da
entomologia aplicada e a literatura mais antiga contém varios exemplos
significativos das diferentes respostas dos cultivares, diante do ataque
dos insetos (ORTMAN & PETERS, 1984).

Mesmo antes de se conhecer as bases genéticas da resisténcia, a
metodologia empirica trouxe muitos beneficios a humanidade, como por
exemplo, no caso da filoxera da videira (Daktulosphaira vitifoliae), cujo
problema foi resolvido no século XIX com a enxertia das variedades
européias suscetiveis sobre cavalos americanos resistentes a esse
pulgdo (GALLO et al., 1988). O processo s6 nao foi expandido para outras
situagbes e outras culturas porque faltavam os conhecimentos bésicos
sobre genética mendeliana, mutacdes e outros.

E bastante conhecido o estudo genético classico feito com Phytophaga
destructor, a mosca hessiana do trigo. A resisténcia poligénica
inicialmente encontrada em Triticum durum L. (tetraploide) foi transferida
para diversas variedades de trigo comum (T. aestivum L.) desde 1942
(AUSEMUS et al. 1967; BREWBAKER, 1969). Extratos aquosos de
plantas resistentes sdo capazes de inibir o crescimento de larvas da
mosca de Hesse. Entretanto, a variedade Dawson de trigo, primeira a ser
estudada (Califérnia, EUA), mostrou-se suscetivel & praga na india,
devido a diferenciagdo genética dos insetos nas duas localidades,
demonstrando a capacidade de adaptacdo via selecdo de mutantes
existentes na populacdo (ALLARD, 1960).

O moderno conceito das relacdes hospedeiro-consumidor tem sua
origem nos estudos de Benedict Prevost, em 1807, que descobriu que a
carie do trigo (Tilletia caries e T. foetida) era provocada por um fungo
(ALLARD, 1960).

Apesar da similaridade dos mecanismos de resisténcia a

microorganismos patogénicos e insetos-pragas, houve um avango muito
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mais significativo no melhoramento genético em relagdo aos primeiros.
As dificuldades em se estabelecer metodologias (bioensaios) adequadas
para o estudo da resisténcia a insetos (SMITH et al., 1994) deve ter sido a
causa desse relativo descompasso. Assim, apenas em 1936 surgiu um
dos mais importantes trabalhos sobre resisténcia a fit6fagos, sob controle
genético, publicado por Cartwright e Wiebe; e somente apds a Segunda
Guerra Mundial € que houve realmente interesse no assunto por parte
dos geneticistas (AUSEMUS et. al., 1967).

Mesmo que sejam relativamente poucos e recentes os trabalhos de
transferéncia de resisténcia intervarietal a espécies herbivoras, é
intrigante que tao rapidamente tenha se esgotado a variabilidade genética
para resisténcia a insetos, como se referiu DAHMS (1967); o que é
sugerido por ELLIOT (1967), como sendo facilitado pela atuagdo da
selecdo natural. Entretanto, ndo se pode excluir que a avaliagdo da
variabilidade, realizada até aqui, contenha equivocos, e que a luz de
novos conhecimentos, se possa dispor ainda de muita variabilidade
extremamente util.

Grande parte dessa situacdo se deve as dificuldades em se conhecer
as bases quimicas da resisténcia, o que somente na Ultima década é que
comecgou a ser incrementada, em fungédo do avanco da bioquimica e da
biotecnologia. O proprio uso de produtos de origem vegetal a partir de
plantas defensivas teve sua utilizacdo freada por falta de conhecimentos
nessas areas, resultando na sua inviabilizacdo econdémica.

Provavelmente, as dificuldades em se estabelecer técnicas de
avaliacdo da resisténcia a insetos, somou-se a eficiéncia inicial dos
inseticidas no controle de pragas. Entretanto, o0 que se viu nos anos
seguintes foi a incrivel adaptacdo dos insetos aos inseticidas sintéticos,
de tal forma que o desenvolvimento da resisténcia a estes desbancou
famosas formulas como a do DDT. Para ilustrar, concentragdes de DDT,
abaixo de 100 ppm serviam no inicio para matar moscas domésticas;
entretanto, BREWBAKER (1969) j4 se referia ha décadas atrds que
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muitas linhagens ndo eram mais afetadas pelo inseticida, até mesmo na
forma pura.

Até o advento de moléculas biocidas sintéticas (agrotoxicos), o uso de
substancias inseticidas extraidas de plantas, como o sulfato de nicotina,
alcaldides da sabadilha, a rotenona e a piretrina era muito comum,
principalmente nos paises de clima tropical (LAGUNES & RODRIGUES,
1989). Mesmo atualmente, apesar do sucesso do controle biolégico e do
melhoramento genético para resisténcia a pragas, inclusive através da
engenharia genética, ainda € relativamente rara a superacao dos métodos
convencionais de controle, através de agrotoxicos (OLSON et al. 1996;
SACHS et al 1996).

Entretanto, se € bem verdade que a utilizacdo de inseticidas tem até
aumentado muito significativamente (TSUNECHIRO & FERREIRA, 2000),
também ndo pode ser ignorado que as perdas na producdo devidas ao
ataque de pragas tém subido assustadoramente (CARVALHO, 1999),
impondo a pesquisa alternativas com a maxima urgéncia.

As vantagens da homogeneidade genética chegaram com seus perigos
e a vulnerabilidade genética, mais que uma possibilidade, passou a ser
um sério problema desde a década de 1970 (FRANKEL, 1977). Os
insetos, os fungos fitopatogénicos e as pragas em geral tém desenvolvido
resisténcia aos produtos sintéticos bem mais rapido do que as industrias
descobrem novas moléculas para controla-los.

A ciéncia se obriga entdo a responder sob diversas formas (FRANKEL,
1977), que vao desde a aplicagdo dos métodos convencionais a luz dos
novos conhecimentos, até a utilizagdo de novas ferramentas, como as

modernas quimica e biotecnologia.
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2.2. Alternativas no controle de pragas

Desde o advento da agricultura os seres humanos vém entendendo,
cada vez com mais profundidade, o que representam e o que significam
as pragas (ervas daninhas, insetos, acaros, nematéides, fungos,
bactérias, virus e outras), principalmente os insetos. Isto ocorre ndo sé em
relacdo aos prejuizos as culturas, ameacando as populagdes com a fome,
mas, especialmente nos dias de hoje, de forma indireta, em termos de
ameaca a saude e ao ambiente, pelo potencial que representam o0s
produtos quimicos utilizados para o controle das pragas.

Entretanto, esta preocupagédo crescente com o efeito na satde humana
e no ambiente, apesar de relativamente recente, tem sido acompanhada,
felizmente, pelo surgimento de estratégias cada vez mais adequadas,
com advento de novas tecnologias e novos avangos na compreensao dos
eventos ecologicos envolvidos nas relagBes planta-fator de estresse
(hospedeiro-consumidor, no caso de insetos) e na biologia de ambos os
participes da relacao.

Por outro lado, é necesséario, mais que entender que isto ndo foi
sempre assim, compreender o significado desta mudanga no
comportamento humano. A tendéncia em se buscar produtos mais
adequados socialmente e ambientalmente (CASIDA & QUISTAD, 1998),
parece coincidir com toda uma tendéncia de mudanca no contexto da
civilizagdo humana e na busca por um novo paradigma ecolégico e que,
como ndo poderia deixar de ser, envolve o uso dos biocidas.

Na busca de novas moléculas no controle de pragas, a preocupacao
principal nos dias de hoje é com o0s aspectos socio-ambientais como
consequéncia do uso das mesmas. Nos primordios do uso de biocidas, no
caso, defensivos agricolas, um produto aceitavel era medido pela sua
maior eficiéncia no controle das pragas, combinado com o0 aspecto
econdmico. Posteriormente, a eficiéncia técnica e econémica do produto

passaram a ter como contraponto os aspectos relacionados a saude e ao
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ambiente. Numa terceira etapa, a atual, ha uma evidente inverséo, de tal
forma, que antes de se referir a um composto com propriedades
citotoxicas e com potencial inseticida, fungicida, herbicida e outros, é
necessario analisar as propriedades da molécula quanto a seus
mecanismos de acgdo, especificidade, degradacdo no ambiente e,
conseqlentemente, quanto ao grau de seguranca a salde e ao ambiente
(SALAZAR, 1997).

2.2.1. Controle alternativo no Manejo Ecoldégico de pragas em

conexao com o estudo de extratos vegetais

2.2.1.1. Inseticidas biol6gicos e viruliferos na interacdo com os

extratos vegetais

O uso de inseticidas convencionais leva fatalmente a desequilibrios
biolégicos, pela morte de insetos Uteis, como o0s polinizadores e 0s
controladores naturais de pragas; e com isto a situagdo em relagéo aos
insetos-praga da agricultura em geral € agravada em anos subsequentes
ao uso desse produtos (AZEVEDO, 1998), além das implicacbes
resultantes da toxicidade dos mesmos aos peixes, aves e mamiferos em
geral, inclusive ao homem.

Os inseticidas e fungicidas bioldgicos (principalmente bactérias, fungos
e virus) geralmente ndo afetam o ambiente e a saude do homem e
animais, nem mesmo de outras espécies, que ndo seja o inseto-alvo
(SALAZAR, 1997). Infelizmente as alternativas ainda sdo poucas, mas as
perspectivas sdo extremamente otimistas, principalmente com os avangos
da biologia molecular. E praticamente impossivel enumerar as aplicacdes
da engenharia genética na agricultura, tamanha a amplitude da tecnologia
do DNA recombinante (SERAFINI et al., 2001). O controle biolégico de

pragas (insetos, nematdides, fungos e bactérias, principalmente) € uma
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das &reas mais promissoras, com o advento da biotecnologia na
agricultura. Sem a atuagdo da engenharia genética, melhorando
(modificando geneticamente) esses agentes de controle, as perspectivas
para o controle biolégico estariam limitadissimas.

O exemplo atual mais importante sobre a interacdo da engenharia
genética com o controle biolégico é, inegavelmente, a tecnologia do gene
Bt. As proteinas inseticidas codificadas por este gene de Bacillus
thuringienses (Bt), que tem sido transferido para diversas espécies
cultivadas, tém sido eficientes no controle de um nimero muito grande de
insetos-praga, com pouquissimo ou nenhum efeito deletério para a
maioria dos organismos, inclusive humano, vida selvagem e mesmo
outros insetos (TABASHINIK, 1994; SACHS et al., 1996; TABASHINIK,
1997; EPA, 2000). Apesar do otimismo em relacdo as perspectivas do uso
desta tecnologia, com a selecdo de subespécies mais eficientes de B.
thuringienses (CASIDA & QUISTAD, 1998; COSTA, 2001), o sistema Bt
ndo estd imune ao desenvolvimento de resisténcia por parte dos insetos-
praga (SACHS et al., 1996; TABASHNIK, 1997; GOULD, 1998).

Diante do potencial da engenharia genética e das necessidades atuais
na agricultura, pode-se dizer que todas estas tecnologias ainda estéo na
sua infancia, pois ha muito que fazer, ja que a agricultura depende ainda
quase que exclusivamente dos agrotéxicos tradicionais. Estes, além de
nocivos a salde e altamente agressivos ao ambiente, podem dificultar ou
mesmo inviabilizar as proprias praticas de controle bioldgico.

As espécies vegetais se constituem, provavelmente, numa fonte
praticamente inesgotavel para se pesquisar moléculas toxicas que
possam ser utilizadas no Manejo Ecoldgico de Pragas e que néo
interfiram antagonicamente em relacdo aos outros fatores, como o
controle bioldgico, altamente sensivel na presengca dos agrotdxicos
convencionais.

O Brasil representa a maior biodiversidade de genes, de espécies e de

ecossistemas (COSTA, 2001), o que coloca o brasileiro no topo do
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mundo, em termos de potencial para o desenvolvimento de técnicas de
controle bioldgico e na prospeccdo de moléculas e genes de defesa das
plantas, com o advento da biotecnologia. Cabe, no entanto, investir em
pesquisa, para que mais uma vez ndo se perca a oportunidade de
caminhar rumo ao desenvolvimento e independéncia tecnol6gica e

econdbmica.

2.2.1.2. Inseticidas fisiolégicos ou reguladores de crescimento

podem estar contidos nos extratos vegetais

De acordo com a definicho de Beckage (2000) os verdadeiros
reguladores de crescimento sdo inseticidas que simulam a acdo de
hormo6nios no crescimento e desenvolvimento dos insetos, ndo cobrindo
necessariamente, por exemplo, os antigos inseticidas sintéticos que
atuam na sintese de quitina (NAUEN & BRETSCHNEIDER, 2002).

Os reguladores de crescimento de insetos foram considerados, no seu
tempo, como a terceira geracdo de inseticidas, ap0s inorgéanicos e
sintéticos, com grande potencial na agricultura (CASIDA & QUISTAD,
1998). Muitos sédo conhecidos particularmente por intervir na ecdise larval
(processo de rompimento da cuticula, quando a larva muda de um instar
para outro), subsequente deposi¢ao de quitina e metamorfose (NAUEN &
BRETSCHNEIDER, 2002). Sdo principalmente os hormonios conhecidos
como ecdisteroides, que incluem principalmente a hidroxiecdisona (20E),
e a ecdisona (E), que é o precursor de 20E, mas que tem, por si so,
fungcBes na morfogénese (GILBERT et al., 2002).

Os vegetais sao fontes de reguladores de crescimento ou inseticidas
fisiologicos. A azadiractina € o mais importante conhecido limondide do
nim (Azadirachta indica), com propriedades deterrentes e de bloqueio da
muda (FOSTER & HARRIS et al., 1997; CASIDA & QUISTAD, 1998).
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O reino vegetal, pela natureza de adaptacéo planta-fator bidtico, deve
se constituir numa fonte importante na busca e desenvolvimento de
moléculas com mecanismo de agdo que interfiram na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento de insetos e outras pragas. Se grupos de
pragas sao relativamente especificos a respectivos hospedeiros, € porque
estes respondem as demais, através de metabdlitos secundarios de

defesa, inclusive aqueles com efeitos na fisiologia, impedindo o ataque.

2.2.1.3. Feroménios de origem vegetal

O controle do comportamento das pragas, visando proteger as culturas,
apesar de ja ser utilizado hd mais de sete séculos, somente nos ultimos
30 anos € que a pesquisa realmente mostrou interesse em investigar o
assunto, a partir das novas exigéncias da sociedade, em relagcdo a
seguranca alimentar e ambiental (FOSTER & HARRIS, 1997).

Os ferombnios e outros atraentes tém um decisivo papel no
monitoramento das populagbes de pragas e no controle do
comportamento dos insetos a niveis extremamente baixos, sem deixar
residuos toxicos, sendo importantes componentes nos programas de
controle de pragas, que usualmente também requerem o uso de
inseticidas quimicos (CASIDA & QUISTAD, 1998). Os repelentes também
aumentam em importancia neste contexto, que busca o controle de
insetos com 0 minimo de impacto ambiental.

Karlson e Luscher, em 1959, foram quem, pela primeira vez,
propuseram o termo “feromonas” para conceituar um grupo de
substancias ativas “excretadas para o exterior por um individuo e
recebidas por outro da mesma espécie, no qual provocam uma reacao
especifica, um dado comportamento ou processo de desenvolvimento”
(PAIVA & PEDROSA-MACEDO, 1985). Sabe-se hoje, entretanto, que
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esta especificidade néo é rigida, ja que vérias espécies proximas ou nao,
podem utilizar a mesma substancia com o mesmo fim.

A maioria dos metabdlitos secundarios freqluentemente sé&o
deterrentes, mas podem ser, a0 mesmo tempo, fagoestimulantes, se
servem como sinais de estimulo por parte do hospedeiro, ou mesmo se
sdo sequestrados para a defesa ou para serem usados como precursores
de feromdnios de consumidores herbivoros (HARTMANN et al., 1997;
CHAPMAN, 2003). Esta integracdo entre plantas e fitéfagos inclui os
feromdnios sexuais, como estratégia dos insetos para otimizar o
acasalamento e a reproducédo (LANDOLT, 1997). Nos extratos vegetais
devem existir compostos modelos para novas moléculas sintéticas
(feromonios) importantes; ou, de forma mais abrangente, substancias
atrativas, repelentes, estimulantes, deterrentes e outras (FOSTER &
HARRIS, 1997), com potencial para compor, com outros métodos de
controle de pragas, um sistema mais ecolégico de manejo destas. Um
exemplo é a combinagdo de iscas atrativas com horménios sexuais, que,
conjuntamente, sdo bem mais eficientes do que utilizados de forma
separada.

Ndo €é necessario afirmar que tais produtos poderiam satisfazer
plenamente as atuais exigéncias da sociedade por alimentos mais
saudaveis e pela preservagdo ambiental.

Entretanto, também ndo pode ser esquecido que esses métodos
podem ter efeitos também sobre os inimigos naturais (FOSTER &
HARRIS, 1997).

2.2.2. Alternativas através da agricultura orgénica e agroecologia
Produtos muito utilizados nessas agriculturas chamadas de alternativas

sdo os sais de metais pesados como inseticidas e fungicidas e como

fertilizantes, considerados “naturais”. O sulfato de cobre tem sido por
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exceléncia o produto carro-chefe e misturas deste com outros sais tém
sido utilizados em todo o mundo. No Brasil, o chamado “Supermagro”,
considerado como “defensivo natural” e “biofertilizante” (BURG & MAYER,
1998) contém, dentre outros materiais, diversos sais de metais pesados,
(sais de zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto, boro, molibdénio e outros)
“fermentados” em um meio organico (esterco de gado, figado, soro, leite,
sangue, melado de cana e restos de peixe), na tentativa de “quelatiza-los”
para aplicacédo foliar nas plantas.

Quando utilizados como inseticidas, tais produtos devem atuar de
forma semelhante aos inseticidas inorganicos, causando disfungcédo da
membrana e interferindo no sistema nervoso dos insetos. S&o
estomacais, atuando, portanto, por ingestdo. Pelo seu mecanismo de
acdo e por conterem metais pesados, passiveis de bioacumulacdo e
biomagnificagdo (CANELLAS et al.,1999; CALEFFI, 2000; FERREIRA et
al., 2000; MASUTTI et al., 2000), ndao sdo nada recomendaveis tais
produtos, sob o ponto de vista da saude e do ambiente.

Tais técnicas ndo se constituem, portanto, como alternativa viavel em
termos de sustentabilidade e de preservacdo ambiental e da saude
humana.

Por outro lado o uso direto de extratos vegetais, preconizado pela
concepcgao organica e agroecolégica, é extremamente limitado pelo alto
custo em energia e grande consumo das partes vegetais para a
preparacdo dos mesmos, ndo tendo portanto caracteristicas de
sustentabilidade. Em adicdo, como todas as espécies tém suas pragas, 0
cultivo de plantas visando obtencdo de extratos, levaria a busca de
extratos de outras espécies para controlar as pragas das primeiras.

2.3. A retomada dos inseticidas de origem vegetal a luz dos novos

conhecimentos

Os problemas de toxicidade dos inseticidas, contaminagdo ambiental e

resisténcia dos insetos fizeram com que na década de 60 renascesse 0
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interesse pela nicotina, rotenona e piretrina e seus derivados. Piretrina
age no eixo nervoso, nicotina na sinapse do sistema nervoso central, e
rotenona na cadeia respiratoria dos tecidos, incluindo nervos e musculos.
Os diferentes mecanismos de agéo e sitios onde atuam esses inseticidas
de origem vegetal estimulam estudos visando desenvolvimento de
compostos a partir dessas moléculas naturais (YAMAMOTO).

A rotenona (Cy3H220g), ingrediente ativo de diversas plantas, atua
como eficientissimo inseticida de contato e por ingestao (BLAS, 1951). O
descobrimento teve origem no conhecimento que se tinha desde 1665 de
que os povos da Africa, América e india empregavam extratos de varias
leguminosas, como veneno para matar peixes e que na China, em 1848
se empregava a raiz de Derris spp., tanto para envenenar as aguas,
guanto como inseticida.

A rotenona e os rotendides derivados, tém acgéo fortemente letal sobre
insetos e peixes. Causa diminuigdo da respiragcdo nos insetos, inibindo a
respiragdo em substratos ligados a NADH da mitocondria (YAMAMOTO,
1970). A paralisia ocorre nos estagios iniciais de intoxicagdo, por agir
sobre o sistema nervoso imediatamente (SALAZAR, 1998) e estes
sintomas diferem bastante daqueles causados por piretrinas, nicotinas,
DDT, organofosforados e outros (YAMAMOTO, 1970).

A nicotina (C10H14N>), alcaléide do tabaco, que foi sintetizado em 1904
por Pictet e Rotschy (BLAS, 1951), € um inseticida fortemente de contato,
veneno respiratério e toxico por ingestdo, sendo empregado
preferencialmente em horticultura e jardinicultura. E tdxico para varios
insetos, mas é mais eficiente contra afideos e cochonilhas.

Os compostos neuroativos dominaram por mais de 50 anos e parece
gue a tendéncia ndo é modificar este rumo (CASIDA & QUISTAD, 1998),
j& que cada vez mais novas substancias, incluindo os neo-nicotinéides e
outras novas moléculas oriundas de estudos de metabdlitos secundarios
de plantas, fungos, bactérias e vida marinha em geral (McCURDY et al.,

2000; SAYED et al., 2000), que podem vir a ser precursores de
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inseticidas, tém, em grande parte, a caracteristica de atuarem sobre o
sistema nervoso.

A transmissao do sistema nervoso central nos insetos € colinérgica, a
qual é o alvo da nicotina e anticolinesterase, mas € protegida contra a
penetracdo de ions, o que faz com que a nicotina, uma substancia
ionizavel, seja ineficiente contra a maioria das espécies de insetos, com
excecao dos afideos (YAMAMOTO). Os nicotindides mais recentes atuam
no mesmo sitio da nicotina, mas com mais efetividade e mais seguranca
(CASIDA & QUISTAD, 1998). Todos os neo-nicotindides sdo agonistas do
receptor nicotinico da acetilcolinesterase (nAChR) do sistema nervoso
central (NAUEN & BRETSCHNEIDER, 2002;TOMIZAWA & CASIDA,
2003).

Os nicotindides, que atuam principalmente no canal de cloro mediado
pelo gama-aminobutirato (GABA) tém tido uma importancia especial, com
o langamento de novos produtos comerciais (CASIDA & QUISTAD, 1998).
O GABA, derivado do glutamato por descarboxilagdo, € um importante
neurotransmissor (LEHNINGER et al., 1995). Os produtos que atuam sob
este mecanismo, agem no receptor de GABA, que é uma proteina que
contém um canal integral de cloro, modulado por varios compostos,
incluindo benzodiazepinas, barbituratos, esterdides e inseticidas (LUMMIS
et al., 1990).

Neonicotindides e nicotindides diferem apenas pela ionizacdo em
determinado pH e na especificidade do sitio alvo entre insetos e
mamiferos, isto €, 0os neonicotindides ndo sdo ionizados e seletivos para
NAChR em insetos e 0s nicotindides sdo ionizados e seletivos para
NAChR dos mamiferos (TOMIZAWA & CASIDA, 2003).

A primeira geracdo de inseticidas neuroativos, que atuam também no
canal de cloro, apresentou rapidamente problemas com o
desenvolvimento de resisténcia (CASIDA & QUISTAD, 1998), o que
obrigou os pesquisadores a procurarem por novos produtos neurotoxicos

que atuassem em sitios diferentes. O primeiro sucesso foi obtido com o
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inseticida abamectina e analogos, que atuam como agonistas do receptor
de GABA num sitio novo da proteina integral de membrana (canal de
cloro) e o segundo foi o cloronicotinil, ou nicotindides sintéticos, que
atuam sobre o receptor nicotinico da acetilcolinesterase (NAChR). A
acetilcolina € o maior neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso
central (SNC) de insetos e em contraste com os vertebrados, insetos tém
um numero muito maior de receptores nicotinicos do que receptores
muscarinicos no SNC (LUMMIS et al., 1990;).

Outra classe de ligantes do receptor de GABA descoberto sdo as
avermectinas e derivados, como a emamectina benzoato, mais eficiente
contra lepidopteros do que a abamectina (NAUEN & BRETSCHNEIDER,
2002). As avermectinas, além de agonistas do receptor de GABA, atuam
nos canais de cloro regulados por glutamato no sistema nervoso dos
insetos, sendo eficientes como inseticida, acaricida, possuindo ainda
propriedades anti-herminticas. O glutamato € também um
neurotransmissor em insetos, sendo conhecidos pelo menos trés subtipos
de receptores de glutamato diferenciados por sua seletividade para os
respectivos agonistas (LUMMIS et al.,, 1990). Receptores para outros
aminoacidos e horménios tém sido estudados em insetos e prometem
aumentar ainda mais rol de produtos com novos mecanismos de acao.

Outros compostos tém sido descobertos, a partir de plantas, fungos,
bactérias, vida marinha em geral, o que tem tornado esta area de
pesquisa simplesmente fascinante, pelas possibilidades praticamente
inesgotaveis (SAYED et al., 2000) na natureza. O sistémico pimetrozina e
a flonicamida, que parecem agir por um novo mecanismo de acao sobre o
sistema nervoso, ainda desconhecido; as espinosinas (algumas ja
comercializadas) formam um grupo de inseticidas produzidos pelo
acinomiceto Saccharopolyspora spinosa, que induz persistente ativacao
alostérica da nAChR e prolongada resposta da acetilcolina; e as

pirazolinas e seus analogos dihidrooxadiazina, antagbnicos da ativagao
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do canal de sddio (CASIDA & QUISTAD, 1998; WEDGE & CAMPER,
2000; NAUEN & BRETSCHNEIDER, 2002).

Diversos géneros da familia das anonaceas s&o conhecidos, inclusive
no Brasil, por apresentarem espécies popularmente usadas como plantas
medicinais e pelos frutos comestiveis, muito apreciados principalmente
pelas populagdes rurais (LORENZI, 1998; JOHNSON et al., 2000;
PIMENTA et al, 2003). Até hoje ja foram isolados perto de 400 compostos
dessa familia, considerados entre os mais potentes conhecidos inibidores
do Complexo | (NADH: ubiquinona oxiredutase), nos sistemas de
transporte de elétrons da mitocdondria e da NADH:oxidase da membrana
plasmatica, que induzem apoptose (morte programada da célula), talvez
como consequéncia da privacdo de ATP, tendo, portanto, um oOtimo
potencial na aplicacdo como praguicida ou antitumoral (JOHNSON et al.,
2000). Os referidos autores citam a asimicina o bulatacim e o trilobacim
(dentre mais de 40) como acetogeninas altamente bioativas e os géneros
Uvéria, Asimina, Annona, Goniothallamus, Rollinia e Xylopia como os
mais promissores para a pesquisa. Entretanto, apesar dos esforgos
dedicados a sintese de inibidores do Complexo I, problemas toxicol6gicos
devido ao mecanismo de acdo, com respeito a mamiferos e peixes, ainda
ndo puderam ser superados, impedindo até agora que tais inseticidas
pudessem ser introduzidos no mercado (NAUEN & BRETSCHNEIDER,
2002).

Inibidores do Complexo 1l (citocromo e redutase) da cadeia de
transporte de elétrons da mitocdndria, foram desenvolvidos
comercialmente primeiro como fungicidas (estrobilurina) e depois como
acaricidas (fluacripirim), mas até o momento 0s potentes compostos
inseticidas descobertos, com este mecanismo de agao, ndo puderam ser
desenvolvidos comercialmente, pelo alto grau de toxicidade aos
mamiferos, semelhantemente aos inibidores do Complexo | (NAUEN &
BRETSCHNEIDER, 2002).
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Outros compostos que estdo ganhando importancia relativa sdo os
desacopladores, &cidos hidrofébicos fracos, que agem transportando
prétons através da membrana mitocondrial, dissipando o gradiente de
prétons e desacoplando a transferéncia de elétrons da fosforilagdo
oxidativa, criando um curto-circuito elétrico através da membrana
mitocondrial (LEHNINGER et al., 1995). Como este mecanismo de agéo
€ praticamente inespecifico, a seletividade desses produtos até agora tem
sido muito baixa, representados pelos antigos dinitrofendis (NAUEN &
BRETSCHNEIDER, 2002); mas novos sintéticos, baseados em produtos
naturais, como a dioxapirrolomicina, levaram ao interessante grupo
inseticida dos 2-aril-pirréis, representado pelo clorfenapir, introduzido no
mercado em 1995.

Como se pode observar, os novos produtos sintéticos que estdo
surgindo sdo principalmente derivados de produtos naturais de plantas,
animais, microorganismos e outros, de vida terrestre e marinha,
resultados da biodiversidade existente no Planeta. Isto torna o potencial
gue se apresenta ao homem, como inesgotavel, se souber utilizar

adequadamente tais recursos da natureza.

2.3.1. Os inseticidas de origem vegetal (extratos vegetais) e a busca

por novos mecanismos de agdo ou novos sitios-alvo

N&o ha nenhuma forma previsivel para encontrar um novo mecanismo
de acdo; e informagBes sobre o0 uso popular de extratos vegetais
usualmente sdo mais importantes que os dados advindos da utilizagdo
racional dos mesmos (CASIDA & QUISTAD, 1998). O sucesso da busca
por produtos de origem natural, com novos mecanismos de agdo, vai
depender da disponibilidade das espécies (biodiversidade) e de todo
conjunto de um programa que envolva a detec¢cédo dos produtos bioativos,

a sintese quimica dos ingredientes ativos, a otimizacéo da atividade pela
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sintese de anélogos mais eficientes e finalmente a elucidacdo do sitio-
alvo da molécula inseticida.

Até hoje j& foram identificadas mais de 2.000 espécies vegetais de
interesse fitossanitario (SALAZAR, 1997), além de mais de 800 espécies
de pragas controladas por produtos de origem botanica (GRAINGE &
AHMED, 1988), dentre estes, varios, inclusive com agdo sobre moléstias
e parasitas de animais. Entretanto, os antigos agrotéxicos de origem
vegetal, como o piretro, a rotenona, a nicotina, a sabadilha e alcaldides
extraidos de Schoenocaulon officinale (Liliaceae) ainda sdo os mais
utilizados e com relativa frequiéncia (LANUNES & RODRIGUES, 1989).

De uma maneira geral, os metabdlitos secundéarios de defesa da planta
podem atuar sobre os insetos de diversas formas, podendo penetrar no
organismo por ingestdo, através do aparelho digestivo, por contato,
atravessando o tegumento e atraves das vias respiratérias (GALLO et al.,
1988). Evidentemente que uma molécula inseticida que chegue a um
organismo via ingestdo, ndo apresenta efeitos imediatos, pois fica
dependente dos processos digestivos para incorporacdo e acdo nos
sistemas vitais da praga. Por outro lado, é na acdo por contato e na
absorcédo pelas vias respiratérias que um produto tem acdo mais rapida e
por onde geralmente atuam os inseticidas neurotoxicos.

As razbes pelas quais, mesmo que sejam aos milhares as espécies
vegetais com potencial inseticida, fungicida e bactericida, ndo tenha
havido utilizacdo direta dos extratos vegetais desses materiais, prende-se
a que a sua utilizagdo dar-se-4 num novo patamar, a luz dos novos
conhecimentos. A utilizacdo direta dos extratos vegetais ndo é
sustentavel, na maioria das vezes, sob o0 ponto de vista econémico e
ambiental, pois além de extremamente caro, 0 processo exigiria o plantio
de espécies vegetais para terem seus extratos retirados. Estas, por sua
vez, ocupando grandes areas, em plantios intensivos, inexoravelmente
estariam expostas as suas proprias pragas e moléstias, que deveriam ser

controladas também.
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Assim, os avang¢os no conhecimento das potencialidades das espécies
vegetais e seus metabdlitos de defesa, levam a ciéncia a tentar
desvendar as estruturas quimicas de tais moléculas, visando sintetiza-las,
para produzir novos analogos mais eficientes e mais especificos. Através
da engenharia genética é possivel ndo s6 melhorar a produgcdo e
metabdlitos pelas “plantas defensivas” , como também produzir proteinas
e peptideos praguicidas, transferindo genes para microorganismos
produtores ou mesmo para sistemas bacterianos, baculovirais e plantas
(CASIDA & QUISTAD, 1998).

2.4. Metabdlitos secundérios das plantas como precursores de novas

moléculas praguicidas

No habitat natural as plantas estdo sempre cercadas por um ndmero
enorme de inimigos e competidores, que fazem parte do ecossistema,
como bactérias, virus, fungos, nematéides, insetos, mamiferos, outros
herbivoros e inclusive outras plantas. Como os vegetais ndo podem evitar
seus inimigos movendo-se de um lugar para outro, as plantas
desenvolveram outros meios de protecdo diferentes dos animais. Além
das alteracdes morfolégicas criando barreiras fisicas e quimicas, as
plantas montaram uma maquinaria genética para produzir substancias de
defesa, conhecidas como metabdlitos secundarios, contra uma grande
variedade de herbivoros, microorganismos patogénicos e virus.

Por muitos anos a significancia adaptativa da maioria dos metabdlitos
secundarios ficou desconhecida, tendo-se principalmente como
substancia sem fungéo, resultado de sobras do metabolismo da planta.
Foi o interesse pela busca de novas substancias que chamou a atengao

dos cientistas, sugerindo que tais compostos pudessem ter fungédo de
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defesa das plantas contra estresses biéticos, inclusive na competicdo com
outras plantas e mesmo na atracdo de agentes responsaveis pela
polinizagdo, disperséo de sementes e outras importantes fungdes
ecologicas.

Muitos produtos de defesa das plantas, que aumentavam a adaptacéo
reprodutiva, podiam ser também indesejaveis aos humanos como
alimento. A selecao artificial feita pelo homem, se por um lado resultou em
plantas mais palataveis e menos téxicas, por outro, diminuindo
relativamente a producdo desses compostos, provavelmente tornou-as
mais suscetiveis as pragas.

A defesa das plantas pode ter surgido a partir da selegdo de mutacdes
herdaveis. Mutagcfes ao acaso em rotas basicas do metabolismo levaram
ao aparecimento de novos compostos que resultaram téxicos aos
herbivoros e microorganismos, e até mesmo a outras plantas
competidoras. Uma vez que tais produtos ndo fossem toxicos as proprias
plantas e ndo significassem um custo de produgdo muito alto, poderiam
determinar uma maior adaptacéo, proporcionando a que pudessem deixar
uma maior descendéncia, passando com mais eficiéncia tais caracteres
de defesa para as proximas geragbes. Em adicdo, o0s vegetais
desenvolveram a capacidade de armazenar produtos toxicos, inclusive as
suas proprias células, depositando-os nos vacuolos ou mesmo
conjugando-0os como compostos sem atividade, aptos a entrar em acao,
tdo logo se faga necessario.

A elucidacéo da estrutura quimica de tais compostos de defesa pode
significar a sintese de novos produtos socialmente mais aceitaveis e a
identificacdo, sequenciamento e clonagem de genes mais promissores
podem tornar viavel a transferéncia de resisténcia a cultivos agricolas,
dispensando o uso de agrotéxicos. Entretanto, ha necessidade de
basicamente identificar o fenbmeno alelopatico ou bioativo, através de

biotestes com extratos vegetais, que poderdo indicar espécies de plantas
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mais promissoras na prospecc¢ao de genes de defesa contra estresses

bidticos.

2.4.1. Principais classes de metabdlitos secundarios

Os microorganismos e as plantas sintetizam uma imensa variedade de
metabolitos que sédo geralmente classificados em dois maiores grupos,
baseado em suas fungdes (BODE & MULLER, 2003). Os metabdlitos
primarios sdo essenciais ao crescimento e desenvolvimento e utilizados
universalmente, enquanto que o0s metabodlitos secundarios sao
extremamente diversos e variaveis, desempenhando o papel de garantir a
sobrevivéncia do organismo no habitat natural. De acordo com o
dicionario de Chapman & Hall, de produtos naturais, sao
aproximadamente 170 mil metabdlitos secundarios conhecidos

atualmente (http://www.chemnetbase.com.scripts/dnpweb.exe). Estes

metabolitos podem ser sintetizados constitutivamente em 0Orgaos
especificos ou em especificos estddios de desenvolvimento, ou sua
producdo pode ser induzida por ataque de herbivoros ou de patdégenos
(GERSHENZON et al., 2000).

Os terpenos, compostos fendlicos e os compostos nitrogenados
formam as trés principais classes de metabdlitos secundarios das plantas,
utiizados na defesa contra estresses bidticos e abidticos (TAIZ &
ZEIGER, 1998).

2.4.1.1. Terpenos
Os terpenos ou terpendides, ou ainda isoprendides, se constituem na

maior classe de produtos secundérios, caracterizados principalmente

como compostos de defesa contra herbivoros e patdégenos em muitas
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plantas (RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT, 2002; TAIZ &
ZEIGER, 1998) e na atragéo de polinizadores, na dispersdo de sementes
por animais e como aleloquimicos, que influenciam a competicdo entre
espécies de plantas (RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT, 2002).
Séo lipidios sintetizados a partir de acetilCoA ou de intermediarios da
glicdlise, que se pode separar em cinco subclasses mais importantes:
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e politerpenos. As
enzimas terpeno-sintases (TPSs) catalisam a formacado de esqueletos de
carbono do terpeno basico de intermediarios aciclicos fosforilados,
convertendo geranil difosfato (10 C), farnesil difosfato (15 C) e
geranilgeranil difosfato (20 C), respectivamente, em monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos (LU et al., 2002; MARTIN, et al., 2003).

Os monoterpenos (com 10 carbonos) sao sintetizados nos plastidios.
Os monoterpenos emitidos pelas plantas constituem na maior fonte de
compostos organicos volateis (VOC) na atmosfera, participando com
importante parcela da quimica atmosférica (NIINEMETS et al., 2002).
Entretanto o mais conhecido dos monoterpenos ndo compde o grupo dos
VOC. Sédo os piretroides, que ocorrem em folhas e flores de vérias
espécies de Chrysanthemum, com forte agéo inseticida (TAIZ & ZEIGER
1998). Nas coniferas sdo bem conhecidos os monoterpenos alfa —pineno,
limoneno e mirceno, téxicos a numerosos insetos. Muitas coniferas
respondem a infestagcbes produzindo quantidade adicional de
monoterpenos (MARTIN et al., 2003). Bastante conhecidos séo, por
exemplo, os terpenos pineno, limoneno e terpineno de Citrus limon, cujos
genes que codificam as trés enzimas respectivas monoterpeno sintetases
foram transferidos para o tabaco (cultivar Petit Havana) com sucesso
(LUCKER et al., 2004). Sob o ponto de vista econdmico, a espécie mais
importante na producdo de monoterpeno € a Mentha piperita, da familia
Lamiaceae, que produz altos teores de monoterpenos p-mentana.

Muitas plantas contém misturas volateis de monoterpenos e

sesquiterpenos, chamadas de Oleos essenciais. Geralmente tém acéo

31



repelente sobre herbivoros e podem servir como atraentes de inimigos
naturais de fitofagos (TAIZ & ZEIGER, 1998; RODRIGUEZ-
CONCEPCION & BORONAT, 2002). Em milho (Zea mays),
imediatamente ap0s o ataque de Spodoptera littoralis, h4 a emisséo de
mono e sesquiterpenos volateis, alguns ja identificados, que sao utilizados
por vespas parasitas para localizar as larvas do lepidoptero, que sé@o seus
hospedeiros naturais (SCHNEE et al., 2002).

Os sesquiterpenos (isoprendides de 15 carbonos derivados de trés
unidades de isopreno), que sdo encontrados nos 6leos essenciais, podem
atuar como fitoalexinas antimicrobianas e como anti-herbivoros
(RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT, 2002). O gossipol,
encontrado no algoddo, além de ser responsavel por significativa
resisténcia a insetos, tem acédo fungicida e bactericida, juntamente com
outros sesquiterpenos (TAIZ & ZEIGER, 1998). Observa-se, portanto,
gue alguns compostos podem ter multipla funcdo, um tipo de economia
biologica.

Os diterpenos (C20) incluem a cadeia lateral de clorofila, filoquinonas
e tocoferol, giberelinas, fitoalexinas e taxol (RODRIGUEZ—CONCEPCION
& BORONAT, 2002). Diterpenos como, por exemplo, as resinas, tém
demonstrado ser toxicos e deterrentes alimentar aos herbivoros (TAIZ &
ZEIGER, 1998).

Os triterpenos (C30) como os fitosterois, brassinosterdides e algumas
fitoalexinas, toxinas e graxas, resultam geralmente da unido de duas
cadeias de 15 carbonos (RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT,
2002). Os esterdides sdo os mais importantes desta subclasse (TAIZ &
ZEIGER, 1998). Por exemplo, as fitoecdisonas formam um grupo de
esterdides de plantas com a mesma estrutura basica dos horménios de
insetos e quando ingerido pelos mesmos, interfere nos processos de
desenvolvimento com consequéncias letais. Outro grupo de triterpeno
anti-herbivoro € o dos limondides. Talvez o mais poderoso deterrente de

insetos conhecido deste grupo € a azadiractina, com acdo em doses téo
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baixas como 50 ppb, além de outros efeitos toxicos. Cardenolides e
saponinas sdo toxicos a muitas espécies de animais, inclusive aos
mamiferos.

Dentre as mais promissoras moléculas deste grupo estdo as
acetogeninas, exclusiva da familia das anonaceas, acidos graxos
constituidos de 32 ou 34 carbonos, com mais de 400 compostos ja
identificados e com potencial inseticida (JOHNSON et al., 2000).

Os tetraterpenos, com 40 carbonos, que tem como principal
representante o grupo dos carotenoides, e os politerpenos que incluem
ubiquinona e plastiquinona (RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT,
2002), ndo parecem ter grande importancia como metabdlitos de defesa
das plantas.

E nas coniferas que os terpenos ou terpendides tém sido mais bem
estudados, tendo sido ja identificados diversos terpenos de produgdo
constitutiva e induziveis pelo sistema de defesa das plantas (McKAY et
al., 2003; MARTIN et al., 2003).

Os terpenos de expressdo constitutiva se compdem na estratégia de
defesa prévia das plantas contra estresses bidticos e abidticos e se, por
um lado, significam um gasto a mais de energia, por outro, devem ter um
significado evolutivo compensador, favorecendo a selecdo desses tipos
de mutantes. Entretanto, a defesa induzida, biologicamente, mais
econbmica, para que tenha valor adaptativo, deve ser extremamente
eficiente, desde a rapidez da resposta e quantidade de metabdlito
produzido, até a eficiéncia da molécula de defesa. Com isto, ganha em
importancia o estudo dos metabdlitos secundarios induzidos pelo sistema
de defesa.

Em Picea abies ferimentos induzem acumulo de terpenos. Entretanto
foi possivel dobrar a producdo de monoterpenos e sesquiterpenos nas
aciculas desta espécie, pela aplicacdo exégena de metil-jasmonato (sem
necessidade de dano mecénico) e quintuplicar a emissdo destes

metabolitos pelas partes aéreas (MARTIN et al., 2003). Dentre as
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moléculas induzidas por metil-jasmonato, linaool e (E)- - farnesene foram
0S mais caracteristicos e mais importantes produtos e que sdo quase que
completamente ausentes na resina das aciculas de P. abies.

McKAY et al. (2003) compararam, em Sitka spruce (Picea sitchensis),
0s niveis de transcritos de monoterpenos sob o ataque de Pissodes strobi
(Curculionidae) e em simulagéo do ataque do inseto por dano mecéanico.
Em ambos os casos houve aumento dos niveis de m-RNA, mas a
expressao génica foi induzida mais rapidamente pelo ataque dos insetos.
Foi identificada uma pineno-sintase relacionada a dois pinenos
conhecidos como constituintes da resina do tronco de S. spruce e que
aumentam muito com o ataque do herbivoro.

Muitos compostos comercialmente importantes, dentre 0s quais, 0S
agroquimicos, sdo originados de terpendides e embora a engenharia
genética parega ser uma poderosa ferramenta para dirigir a produgéo de
metabdlitos primarios e secundarios nas plantas, somente uma parcela
relativamente pequena de rotas envolvidas na biossintese de seus
precursores estava disponivel até muito recentemente (RODRIGUEZ-
CONCEPCION & BORONAT, 2002).

2.4.1.2. Compostos fendlicos

Sdo produtos secundarios muito importantes na defesa contra
herbivoros e patdgenos e que contém o grupo fenol, a maioria derivada
da fenilalanina, que por sua vez depende da rota do acido chiquimico,
intermediaria da sintese da maioria dos compostos fendlicos nas plantas
(LEHNINGER, 1995; TAIZ & ZEIGER, 1998).

A fenilalanina amonia liase (PAL), talvez a enzima mais estudada no
metabolismo secundario das plantas, cataliza a desaminagdo da
fenilalanina para formar o acido cinamico (BODE & MULLER, 2003).



Diversos estudos tém demonstrado que a atividade de PAL é
aumentada por varios fatores ambientais, como o baixo nivel de
nutrientes, luz e infecgbes fungicas. A invasdo de um patégeno, por
exemplo, determina (liga) a transcricdo do RNA mensageiro que codifica
PAL, aumentando a quantidade desta enzima na planta, estimulando a
sintese de compostos fendlicos (TAIZ & ZEIGER, 1998).

A regulacdo da atividade de PAL & muito complexa, pela existéncia de
multiplos genes que codificam esta enzima, alguns dos quais sao
expressados somente em tecidos especificos ou apenas sob certas
condi¢cdes ambientais (LOGEMANN et al. 1995).

O produto de PAL, o &cido trans-cinamico, € convertido em &cido para-
cumarico. Os produtos derivados destes acidos sdo compostos fendlicos
simples, chamados fenilpropandides, por conterem um anel benzénico
(TAIZ & ZEIGER, 1998). Plantas que contém altas concentragdes de
compostos de defesa na classe dos fenilpropenos (eugenol, chavicol e
seus derivados) ja sdo conhecidas desde a antiguidade como temperos
para consumo humano (GANG et al.,, 2001) de alto valor comercial
(Ocimum basilicum, por exemplo, com eugenol e metilchavicol). O
eugenol é encontrado em grande quantidade nas mirtaceas,
significativamente em canela-de-cheiro e em menor quantidade em
diversos temperos e pimentas conhecidos h& séculos.

Lignina € uma macromolécula fendlica altamente complexa, também
derivada da fenilalanina (BODE & MULLER, 2003). Além do suporte
mecanico, tem importante funcdo de protecdo as plantas, pois a
durabilidade quimica da lignina a torna relativamente indigerivel aos
herbivoros, diminuindo a digestibilidade da celulose e proteinas, ligando-
se a elas (TAIZ & ZEIGER, 1998). A lignificagdo bloqueia o crescimento
de patdgenos e é uma resposta freqliente a infecgdo ou ferimento.

Os flavondides, umas das maiores classes de metabdlitos secundarios
em plantas, envolvem um grupo de compostos polifendlicos complexos,

que apresenta uma estrutura comum caracterizada por dois anéis
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arométicos (A e B) e um anel heterociclo oxigenado (C), formando uma
familia de mais de 4.000 diferentes compostos ja descritos, incluindo os
subgrupos flavandis, flavanonas, antocianidinas, flavonas e flavonois
(WILHELM FILHO, 2001). Os polifendis sdo normalmente encontrados na
natureza na forma glicosidica. Os flavonoides realizam diferentes fungdes
nas plantas, incluindo pigmentacgéo e defesa (TAIZ & ZEIGER, 1998). As
antocianinas tém a funcdo de atrair animais para polinizagédo e dispersao
de sementes.

Os isoflavonoides (isoflavonas) sdo um grupo de flavonoides nos quais
a posicdo de um anel aromatico (anel B) é alterada. S&o encontrados
principalmente nas leguminosas e possuem muitas atividades biologicas
diferentes (TAIZ & ZEIGER, 1998). A eficiéncia do inibidor da tripsina
(gene CPTi), originado do feijao caupi (GRAHAM et al.,1995), cujo gene
tem sido transferido para diversas culturas, ¢ um exemplo muito
animador. Alguns, como os rotendides (ex., rotenona) tém acao
fortemente inseticida, e outros ainda podem funcionar como fitoalexinas,
compostos antimicrobianos sintetizados em resposta a infec¢des por
fungos e bactérias (TAIZ & ZEIGER, 1998).

Nas gramineas sao muito comuns compostos fendlicos que atuam
inibindo o crescimento de ervas daninhas e dentre estes, o mais
conhecido é o acido 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazim-3-1
(DIMBOA), um potente herbicida contra diversas ervas daninhas (WU et
al.,, 1999), mas que também tem acdo deterrente (dissuasivo alimentar)
contra insetos (VENDRAMIM & CASTIGLIONI, 2000).

Os taninos, compostos formados pela polimerizagdo de unidades de
flavonéides séo dissuasivos (deterrentes) de alimentag&o por herbivoros e
atuam também como antimicrobianos (TAIZ & ZEIGER, 1998). As
propriedades defensivas dos taninos sdo geralmente atribuidas a sua
habilidade em se ligar as proteinas, como outros fendlicos, dificultando a

digestdo nos insetos. A limitacdo da disponibilidade de proteinas também
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deve ser fator de inibicho do crescimento e desenvolvimento de
patégenos.

Os compostos fendlicos, portanto, formam uma das maiores classes de
metabdlitos secundérios encontrados em plantas e muita atencdo deve
ser dada a seu potencial como funcdo na ecologia vegetal e nos estudos
sobre alelopatia (DALTON, 1999).

2.4.1.3. Compostos nitrogenados

Nesta categoria estdo os bem conhecidos anti-herbivoros como os
alcalbides e os glicosideos cianogénicos, muito toxicos ao homem e com
propriedades medicinais, encontrados em mais de 20% das plantas
superiores (TAIZ & ZEIGER, 1998).

Também nesta classe de metabdlitos a enzima PAL tem participacdo
importante (BODE & MULLER, 2003) sendo a primeira enzima na
conversdo de fenilalanina em &cido benzéico, um importante elemento
estrutural de uma variedade de produtos, inclusive muitos compostos
nitrogenados (ex.: cocaina).

Acredita-se que a maioria dos alcaldides tem funcdo de defesa. Dentre
o arsenal utilizado pelas plantas, sdo bem conhecidos os glicosideos
cianogénicos (que produzem &cido cianidrico), os glicosinolatos, que
resultam em toxinas volateis e os aminoacidos ndo protéicos (TAIZ &
ZEIGER, 1998), estes Uultimos geralmente funcionando como defesa
contra herbivoros (ex.: canavanina).

Muitas proteinas de plantas inibem a digestdo de herbivoros. Algumas
leguminosas sintetizam inibidores de alfa-amilase e outras espécies
produzem lectinas, proteinas defensivas que se ligam a carboidratos ou
proteinas contendo carboidratos. As proteinas antidigestivas mais
conhecidas sé@o os inibidores de proteinase, encontradas em legumes,

tomates e outras plantas, e que bloqueiam a acdo de enzimas
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proteoliticas de herbivoros, como a tripsina e quimotripsina (GATEHOUSE
et al.,, 1991; XU et al.,, 1996; TAIZ & ZEIGER, 1998). Outras, como a
macieira silvestre (Malus brevipes), podem produzir uma proteina
inibidorada da acetilcolinesterase (STOEWSAND et al.,1994).

Inibidores de proteinase e outras substancias de defesa geralmente
nao estdo continuamente presentes nas plantas, mas séo sintetizadas
somente apds o ataque do herbivoro ou patdégeno. A producado sistémica
de inibidores de proteinase em plantas jovens de tomate é acionada por
uma complexa sequéncia de eventos. Inicialmente, folhas de tomate
produzem um polipeptideo de 18 aminoacidos chamado de sistemina, 0
primeiro (se ndo o Unico) polipeptideo hormonal descoberto em plantas
(PEARCE et al, 1991; SCHALLER & OECKING, 1999). A sistemina é
lancada de células danificadas para dentro do apoplasto e € transportada
para fora da folha danificada (ferida) via floema.

Nas células alvo, a sistemina parece se ligar a um sitio na membrana
plasmética e se inicia a sintese de acido jasmonico, a partir do acido
linolénico. O jasmonato eventualmente ativa a expressao de genes que
codificam inibidores de proteinases. Outros sinais como acido abscisico,
acido salicilico e fragmentos de pectina de paredes celulares danificadas
parecem também participar dessa cascata de sinais por ferimento (TAIZ &
ZEIGER, 1998).

Defesas induzidas somente apds o ataque inicial do herbivoro ou
patdgeno teoricamente requerem menor investimento do que aquelas
sempre presentes nas plantas, mas devem ser ativadas rapidamente para

gue sejam eficientes.
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2.5. O papel dos fito-hormoénios na resposta das plantas a estresses

biéticos

Os animais geralmente respondem a estresses bidticos e até mesmo
abiodticos, através da producé@o de anticorpos. Estes, sdo resultados das
respostas a receptores de sinais no organismo a antigenos especificos
dos fatores externos. Tais anticorpos sdo proteinas (enzimas inibidoras)
especificas que se ligam ao patégeno, anulando seu poder de agressao
ou viruléncia. As vacinas consistem em fazer com que o organismo entre
em contato com o patdégeno inativado (ndo virulento), resultando na
formacdo apenas de anticorpos, pela interagdo com o antigeno. Nas
vacinas produzidas pela engenharia genética a seqiéncia responsavel
pela codificacdo do antigeno, depois de sequienciada, é isolada, clonada e
transferida a um outro organismo (uma planta, por exemplo), de maneira
gue a vacina passa a ser quase que exclusivamente composta apenas
pelo antigeno.

Nas plantas ndo se tem nenhuma indicacdo de que ocorra este
processo. O que se tem chamado de “vacina” consiste em infectar a
planta com um organismo menos virulento, ou transferindo genes deste
para a planta, evitando, por competicdo alelopética, que o patdégeno alvo
se instale ou se desenvolva. Outra possibilidade surgida recentemente é a
transferéncia da sequéncia responsavel pela capa protéica de um virus-
alvo para o genoma da planta hospedeira, estimulando a planta a
responder através de sua maquinaria de defesa. De forma semelhante
aos mecanismos de produgdo de anticorpos, 0S organismos vegetais
reagem a fatores bidticos e abidticos, através de receptores especificos
ou ndao, resultando na formacdo de metabdlitos secundarios de defesa.
Tais substancias de defesa podem ser sintetizadas imediatamente apos a
ocorréncia do estresse, através do desencadeamento de uma cascata de

sinais, que levam & expressao génica, ou mesmo podem ser permanentes
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na planta, pela acdo constitutiva dos genes de defesa. Neste caso é
evidente a necessidade de um gasto muito maior em energia, s6
explicavel através de fatores relacionados a eventos evolutivos, que
significaram maiores vantagens adaptativas nesta forma de resisténcia,
em determinados casos. Exemplos disto sdo as plantas com altos teores
constitutivos de metabdlitos secundarios, que extraidos das mesmas, tém
efeito citotoxico proeminente. Desta forma, a reacdo da planta a um
patdgeno pode se dar de forma altamente especifica, como na resisténcia
genética (gene-a-gene); ou pode ser ndo especifica (mecanismo de
defesa), pela mediacéo de receptores a diversos sinais externos, levando
a sintese de um mesmo metabdlito secundario, como resposta a diversos
fatores externos. Na resisténcia genética, genes especificos codificam
receptores (proteinas) que reconhecem e se ligam a moléculas
especificas (elicitores) originadas dos patdgenos, alertando a planta para
a presenca do invasor. Ha ainda a possibilidade da resposta a infec¢éo
aumentar a resisténcia a futuros ataques do patdégeno, na chamada
resisténcia sistémica adquirida (SAR), de alta eficiéncia e de extremo
interesse para a pesquisa. Indutores volateis da SAR, como o &acido
salicilico, que transmitem o sinal para outras partes da planta e inclusive
para as plantas vizinhas, tém sido intensamente estudados.

Se pela resisténcia genética se obtém reacdo especifica a um
determinado fator biético, os mecanismos de defesa sdo bem mais
abrangentes, gerando metabdlitos capazes de proteger o organismo de
Varios agressores ao mesmo tempo, tanto pelo espectro de agdo de
certos metabdlitos, quanto pela biossintese de diversas substancias de
defesa.

A relativa pequena especificidade de diversos metabdlitos de defesa
tem uma importancia muito grande na constru¢cdo de estratégias de
protecdo de plantas, principalmente a luz dos novos conhecimentos da

bioquimica, genética e biologia molecular, desde o desenvolvimento de

40



técnicas de ativacdo da defesa das plantas, até mesmo a transferéncia de
genes envolvidos nesses mecanismos.

O estudo dos metabdlitos secundérios das plantas tem inestimavel
interesse préatico, na busca de novas moléculas inseticidas, fungicidas,
bactericidas, drogas medicinais em geral, ou mesmo para outros fins,
como na érea industrial, na fabricagdo de diversos produtos de usos mais
variados. Com os avancos da biologia molecular, genes que codificam
metabolitos de defesa podem ser transferidos para espécies cultivadas ou
mesmo superativados nelas, para aumentar os niveis dos compostos de
defesa. Uma possibilidade excitante e que comeca a ganhar espago nos
projetos de pesquisa em todo o mundo é o desenvolvimento de plantas
geneticamente modificadas, alelopéticas as ervas daninhas, dispensando
0 uso dos herbicidas sintéticos, como sdo substituidos os fungicidas e
inseticidas, quando se opta pela resisténcia genética.

E a partir do conhecimento de como funcionam os mecanismos de
defesa das plantas que sera possivel tracar objetivos mais audaciosos, e
para chegar até a esséncia dos mesmos, ou seja, para compreender as
causas, ha que primeiramente entender tais fenémenos.

Estudos relativamente recentes tém demonstrado que 0s mecanismos
de defesa envolvem a recepcdo de sinais e o0 conseqiente
desencadeamento de cascatas de sinais em que quinases fosforiladas em
varios niveis (cascatas MAPKSs) resultam na fosforilacdo e ativacdo de
fatores de transcricdo de genes que envolvem os mecanismos de defesa
das plantas. Fito-horménios, principalmente etileno (ET), &cido salicilico
(SA) e é&cido jasmobnico (JA), participam sob diversas formas: sao
produzidos nas reagbes a sinais; interagem entre si, sinérgica ou
antagonicamente; e ainda atuam como agentes indutores enddégenos.

Ganha cada vez mais em importancia o estudo da participacdo do
etleno nesses eventos. Entretanto, quanto mais se avanca nhas

investigacdes, mais fica evidente a interacdo entre ET, SA e JA, de
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maneira que é praticamente impossivel referir-se a um sem que haja

necessidade de explicar a participagéo de outro.

2.5.1. Resposta das plantas ao atague de pragas

A resposta a estresses ambientais, por partes dos seres vivos, parece
ter origem comum, dadas certas similaridades entre sequéncias
encontradas até hoje em diferentes espécies.

O que caracteriza os genes chamados de homeoticos € a condicao de
um ou pouco genes serem responsaveis por alteracdes drasticas no
desenvolvimento de um organismo e por serem conservados (genes
homeobox) milhdes de anos, de forma que peixes, mamiferos, insetos e
outros, possam compartilhar sequéncias de DNA similares (TAIZ &
ZEIGER, 1998). Certamente a selecdo natural tem atuado drasticamente
sobre as mutacfes nesses genes, ja que, como se tem demonstrado na
pratica, mutantes desses genes sdo geralmente letais ou deletérios. A
anantepedia € um exemplo do que pode acontecer, quando ocorre
mutagdo num simples gene, determinando o desenvolvimento de pernas
no lugar de antenas, em drosofila.

Em raz8o da natureza e fungdo dos genes que as especies
compartilham entre si, ndo deve ser surpresa que possa haver
similaridades também com relacdo a genes relacionados com respostas
ao ambiente. A conservacdo desses genes se deve, provavelmente e
basicamente, a que a resposta inicial a um estresse ambiental se da ao
nivel celular, desencadeando outras reacdes, que vao se diferenciando ao
longo da cadeia, para resultar em respostas especificas, ai sim, em nivel
de espécie, ou mesmo de individuo. Por exemplo, a maioria das relagfes
entre plantas e fungos é governada por interacdes complementares entre
os produtos dos genes do patégeno (avr-aviruléncia) e o0s

correspondentes alelos dos loci de resisténcia (R). Pois alguns desses
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genes R recentemente clonados tém significativa similaridade com os
genes envolvidos na cascata de sinais, durante o desenvolvimento em
Drosophila e humanos (DANGL & JONES, 2001). Em plantas, a defesa
por sinalizagdo foi tdo conservada que atravessou a barreira entre as
espécies, ao nivel de elementos (sequéncias) atuadores Cis, que muitos
promotores tém funcionado perfeitamente, independentemente da
espécie em que seja inserido (RUSHTON et al., 2002).

O crescimento depende basicamente de divisdo celular, que todos os
seres vivos “aprenderam” com as bactérias; e divisdo celular, uma
revolucao na evolugdo, é uma invengdo dos primeiros seres pluricelulares,
que até hoje ndo encontrou substituicdo, como “técnica” de diferenciacao
e desenvolvimento, durante a evolucdo. Os genes envolvidos nesses
processos devem ter sido relativamente conservados por bilhdes de anos,
j& que mutag0Oes drésticas neles foram e continuam sendo inviaveis.

A resposta a estresses bibticos e abidticos, ocorrendo em nivel celular,
nao deve ter seguido outro caminho, que nao seja ter sido preservada de
maneira similar, através da conservagao de sequéncias de DNA, similares
entre espécies tdo divergentes como insetos, mamiferos, fungos e
plantas. A existéncia de sequéncias sem fungdo nos animais, que
guardam similaridades com genes de plantas relacionados a algumas
dessas respostas, podem ser muito importantes no melhoramento animal,
no sentido de se obter gendtipos mais adaptados a estresses ambientais,
pela reativacdo de tais genes, recolocando sequéncias perdidas em
processos de mutacao.

A defesa das plantas pode ter surgido a partir da sele¢cdo de mutacdes
herdaveis. Muta¢gBes ao acaso em rotas basicas do metabolismo levaram
ao aparecimento de novos compostos que resultaram toxicos aos
herbivoros e microorganismos. Uma vez que tais produtos ndo fossem
toxicos as proprias plantas e ndo significassem um custo de producéo
muito alto, poderia determinar uma maior adaptacdo reprodutiva,

relativamente as plantas sem defesa, proporcionando a que pudessem
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deixar uma maior descendéncia, passando com mais eficiéncia tais
caracteres de defesa para as proximas geracdes. Em adicdo, as plantas
desenvolveram a capacidade de armazenar produtos toxicos, inclusive as
suas proprias células, depositando-se nos vacuolos ou mesmo
conjugando-0os como compostos sem atividade, aptos a entrar em acao,

tdo logo se faga necessario.

2.5.2. Consideragdes sobre expressao génica e transducgéo de sinal

Como as plantas ndo se movem, devem se adaptar as condicbes
adversas do ambiente, ajustando seu metabolismo. Portanto é importante
saber como as plantas respondem inicialmente aos estresses ambientais
e como estes estimulos sédo convertidos em sinais endégenos, que levam
eventualmente a adaptacao fisiologica.

As plantas utilizam uma grande amplitude de mecanismos para
resistirem ao ataque de outros organismos, desde um conjunto de
barreiras mecénicas e quimicas presentes na epiderme, até uma segunda
bateria de defesas mais internas, que envolvem nédo sé interacdes gene-
especificas, entre resisténcia e aviruléncia, mas também mudltiplos
processos de defesa relativamente inespecificos, ainda pouco conhecidos
(DANGL & JONES, 2001).

A ativacdo da defesa das plantas, como resultado do reconhecimento
do agente agressor envolve uma complexa maquinaria de sinais,
integrados entre si e com a participagdo, igualmente integrada em todos
os sentidos, de fito-horménios e outras moléculas, todos atuando de
forma a amplificar e repassar sinais, com a finalidade de ativar fatores de
transcricdo de genes de defesa (SUSUKI et al., 2003). O estudo dessas
complexidades, que envolve mutantes com perda-de-funcéo e ganho-de-

funcdo, atualmente estéd sendo facilitado com o uso da tecnologia do DNA



recombinante (TAIZ & ZEIGER, 1998), ou seja, com as chamadas plantas
transgénicas.

A integracdo dos sinais ambientais durante as varias fases do ciclo de
vida da planta se d& pela acdo coordenada e simultinea de vérios
hormdnios, uma vez que as mutacdes na via de sintese de um horménio
alteram, em muitos casos, a sintese de outro. A obtencdo de plantas
transgénicas alteradas nas vias de sintese de horménios é de grande
interesse econdmico e tem sido alvo de intensa pesquisa. Os sinais
ambientais (Figura 1) podem ser ferimentos, peptideos, produtos
derivados de microorganismos e patdgenos, além de outros agentes do
meio ambiente como luz, gravidade, temperatura, vento, agua, nutrientes
e minerais do solo (SOUZA & SILVA, 2001).

Nutrientes )
Temp@ura ﬂ Aﬁa
Micrébios Tenséo
Gravidade Toque \&

S ow g
1

Biossintese de Hormonios

BB IB\RY

Acido Jasmo6nico Acido Abscisico
Auxinas Etileno

FIGURA 1. Sintese de hormbnios em resposta a fatores ambientais
(SOUZA & SILVA, 2001).

Recentes estudos tém demonstrado que cascatas MAPKs
desempenham importantes fungfes na resposta das plantas a mdultiplos
estresses (ZHANG & KLESSIG, 2001; YOSHIOKA et al., 2003). Embora
membros de diversas subfamilias MAPKs tém sido relatados em plantas,

as exatas funcgdes ainda néo estédo esclarecidas. Evidéncias sugerem que
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h& um conjunto de respostas compartilhadas para estresses bidticos e
abioticos, como a geracdo da reacdo de estresse oxidativo (ROS) e
ativagdo precoce de genes de defesa. As MAPKs parecem ser um dos
pontos de convergéncia do complexo de sinalizagdo de defesa.

Cascatas de proteinas quinases ativadas mitogenicamente sdo 0s
maiores componentes situados downstream de receptores ou sensores
gue transduzem estimulos extracelulares em respostas intracelulares em
fungos e animais. O conjunto basico de uma cascata MAPK é um maddulo
de tripla-quinase conservada em todas os eucariotos. MAPK é a ultima
quinase ativada por dupla fosforilacdo nos residuos de tirosina e treonina
num peptideo motivo, localizado na alca de ativagdo entre o0s
subdominios VII e VII do dominio catalitico da quinase. A fosforilagéo é
mediada pela quinase MAPKKK, que ativa MAPKK, que finalmente ativa
MAPK (ZHANG & KLESSIG, 2001). Ver Figura 2 (SOUZA & SILVA,2001).

Espaco
Extracelular Patdgenos Estresses Abidticos

1]
Membrana O UReceptores Q
Fosfqlipase

Plasmatica
l Sensores

MAPKKK
Biossintese de JA f
Morte Celular
MAPKK
Citoplasma Resisténcia
Sistémica
Adquirida
N}APK
Membrana
Nuclear Fatores de <———
Transcrigéo \C>
Nucleo Genes de Defesa

FIGURA 2. Ativacdo da resposta de defesa através da cascata da MAP
quinase (MAPK)- SOUZA & SILVA, 2001.

46



De forma sucinta, a expressdo génica e a transducdo de sinais se da,
de uma maneira geral, nas diversas etapas a seguir como na Figura 3,
modificada, a partir de figuras de ZAHA (1996) e TAIZ & ZEIGER (1998).

1. Para que a transcricdo possa ocorrer, a RNAPol Il deve se
acoplar a regido TATA Box do promotor. Entretanto, ha necessidade de
que os fatores gerais de transcricdo (7 principais conhecidos) se juntem a
RNAPol Il, formando um complexo. A montagem e funcionamento do
complexo dependem ainda de outros fatores e regulagédo coordenada.

2. Fatores de transcricdo especificos, que se ligam a seqiéncias
atuadoras Cis, sdo chamados de fatores atuadores Trans, pois 0S genes
gue os codificam estdo em qualquer parte do genoma.

3. As sequéncias atuadores Cis (CAAT Box e GC Box) séo sitios
de ligacdo dos fatores de transcricdo. Sao sequéncias proximais (até -100
bp uspstream do inicio da transcri¢&o).

4. Outras sequéncias atuadoras Cis, upstream das sequéncias
proximais, podem exercer controle positivo ou negativo sobre o promotor.
Estas sequéncias atuadoras Cis (upstream) sdo chamadas de sequéncias
reguladoras distais, localizadas -1000 bp do sitio inicial de transcrigéo.
Podem ser ativadoras ou repressoras da transcri¢ao.

5. As sequéncias atuadoras Cis, envolvidas na regulacdo por
horménios ou outros sinais sdo chamadas de elementos de resposta.

6. Situados a dezenas de milhares de bp, uspstream ou
dowstream do promotor, 0os enhancers sdo elementos de controle, que
ativam genes.

7. Os fatores de transcricdo (especificos) , ou fatores atuadores
trans, séo proteinas regulatérias, que contém homeodominio, atuam
sobre as sequéncias reguladoras proximais e distais, sobre 0s enhancers
e inclusive na montagem do complexo RNAPol Il + Fatores Gerais de

Transcrigcao.
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8. Os fatores de transcricdo (compostos de diversas sub
unidades), inclusive os fatores gerais de transcricAo contém motivos
estruturais especificos (sub unidades), que sdo capazes de fazer a
ligacdo dos fatores de transcricdo com a dupla hélice do DNA. Séo
denominados hélice-volta-hélice, dedo-de-zinco, hélice-alca-hélice, ziper-
de-leucina e ziper-bésico.

9. Hé& ainda uma regido controladora de l6cus (LCR) (uspstream),
definida como a regido que controla a expressdo de um transgene,
independentemente do sitio de interacdo no genoma. O LCR tem papel
fundamental na competicao entre diferentes genes de um mesmo lécus.

10. Os hormonios e outros sinais podem ter, como resultado final, a
ativacdo de fatores de transcricAo que agem sobre as sequéncias
regulatérias distais, chamadas de elementos de resposta.

11. Os hormoénios esterdides interagem nesta regido (elementos de
resposta, de -100 a -1000 bp upstream) com fatores de transcrigéo,
chamados de receptores de hormdnios esteréides ou diretamente nos
enhancers, agindo neste caso como se fossem fatores de transcricao.

12. Os esterdides por serem lipofilicos agem no citoplasma ou
mesmo no ndcleo, ligando-se muitas vezes diretamente a fatores de
transcrigdo, dispensando intermediarios, como no caso dos hormdénios
hidrofilicos, que precisam de receptores de membrana e amplificacdo de
sinal.

13. Os horménios hidrofilicos ou outros sinais sdo reconhecidos por
receptores de membranas, a partir dos quais se estabelece uma cascata
de fosforilacbes até os fatores de transcricdo, a partir dos quais o0s sinais

sdo finalmente traduzidos em efeitos fisiolégicos.
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FIGURA 3. Esquema da expressdo génica.
Modificada a partir de ZAHA (1996)
e TAIZ & ZEIGER (1998).
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2.5.3. Sinalizagdo para resposta local e sistémica de plantas ao

ataque de patdgenos e a fitéfagos.

As plantas respondem a infec¢Bes por patdgenos e a ferimentos por
herbivoros, produzindo metabdlitos de defesa de baixo peso molecular,
como etileno, acido jasmdnico, acido salicilico, 6xido nitrico, poliaminas e
reacdo oxidativa (ROS), que induz a expressdo de uma série de genes
gue codificam compostos de defesa como as proteinas relacionadas a
patogénese (PR), que estdo envolvidas na resisténcia a moléstias e
cicatrizagdo de ferimentos (CUI et al., 2002; SEO et al., 2003; YOSHIOKA
et al, 2003). A ativacdo de diversos genes R (relacionados a
patogénese) pode ainda, sob condi¢cdes normais, além de melhorar a
resisténcia a patdogenos, promover tolerancia a estresse osmotico (PARK
et al., 2001).

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) é o fendbmeno pelo qual a
inoculacdo de uma folha de uma planta provoca a resisténcia de
hipersensibilidade local, seguida da geracdo de um sistema de sinais que
levam a transducéo da resposta de resisténcia a outras partes da planta,
prevenindo o organismo para futuras infeccdes (RYALS et al., 1996;
MALECKA et al., 2002 ; YOSHIOKA et al., 2003). A SAR ¢ induzida como
resposta da planta a infeccao por um patégeno necrogénico e pela propria
resposta de hipersensibilidade (LAWTON et al., 1995; MALECKA et al.,
2002). Na planta induzida, a SAR promove a protecdo ndo so contra o
patdgeno indutor, mas também contra muitos outros microorganismos nao
correlacionados (LAWTON et al., 1995) e até mesmo contra insetos (CUI
et al., 2002). A SAR compartilha muitos eventos com a resisténcia local,
inclusive o envolvimento do acido salicilico (SA), componente necessario
para a completa ativacdo da resposta de genes de defesa e da ruptura
oxidativa (do inglés oxidative burst; MUR et al., 1996). A producdo desse
estresse oxidativo ou ROS (do inglés reactive oxygen species) € uma das

respostas mais precoces em plantas, na resisténcia a infec¢des por
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patégenos. O ROS também implica na ativagdo de respostas adaptativas
sob estresses abidticos, incluindo lesé@o, exposicdo a o0zobnio, radiagédo
ultravioleta-B e choque osmotico. Todos estes estresses ativam MAPK em
acdo que precede ou é paralela a producéo de perdxido de hidrogénio
(ZHANG & KLESSIG, 2001; ; YOSHIOKA et al., 2003). A producdo de
peroxido, ou ainda, a lesdo provocada pelo mesmo, pode alimentar a rota
de MAPK, formando uma espécie de retroalimentacédo (feedback) positiva.

Estudos bioquimicos e genéticos demonstram que a SAR esti
associada com a acumulagdo de &cido salicilico e que a geracdo da
reacdo oxidativa intermedeia a chamada reacdo de hipersensibilidade
(HR). Em Arabidopsis a proteina NPR1 é essencial na regulacdo da
expressao de genes dependentes de acido salicilico, durante a resisténcia
sistémica adquirida (DESPRES et al., 2003). NPR1 interage de forma
variada com membros da classe TGA de fatores de transcricdo de
dominio bésico/ziper de leucina e regula a atividade de ligacdo destes
fatores com o DNA. Tratamento com &cido salicilico também induz a
interacdo entre estas proteinas em folhas de Arabidopsis, fortalecendo o
argumento de que SA é um modulador redox do residuo de cisteina da
proteina TGA1, exercendo seu efeito, pelo menos em parte, através dos
fatores TGA. As propriedades de TGA1l, entretanto, dependem da
interacdo com o cofator NPR1. Também em Arabidopsis, foi identificado o
gene HLM1, um componente dowstream na rota de sinalizacdo da HR
(BALAGUE et al., 2003). HLM1 codifica para CNGC4, um nucleotideo
ciclico mediador de canal de ions, permeavel a K+ e Na+, ativado por
cGMP e cAMP. Ainda em Arabidopsis, LU et al. (2003) clonaram e
caracterizaram o gene ACDG6, que codifica uma proteina transmembrana
responsavel pelo aumento da resposta a sinalizagdo por acido salicilico.
Os niveis de mRNA de ACD6 aumentaram em tecidos ndo infectados de
plantas infectadas por Pseudomonas syringae, assim como em plantas

tratadas com benzotiazol (agonista de SA).
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Em plantas de tabaco infectadas por patdégenos ou lesionadas, a
ativacdo de uma proteina quinase induzida por ferimentos (WIPK), ou
seja, uma proteina quinase mitogenicamente ativada em tabaco, tem sido
comumente implicada na resposta de defesa; entretanto, o sinal
enddgeno responsavel pela ativagcdo somente agora foi identificado (SEO
et al.,, 2003). A substéancia ativadora de WIPK foi isolada de folhas de
tabaco pelos referidos autores acima, identificada como (11E,13E)-labda-
11,13-diene-8B,15-diol e designada como WAF-1. Aplicada em
concentracdes nanomolares nas folhas, WAF-1 natural ou sintética ativou
WIPK e promoveu o acumulo de transcritos (mMRNA) de genes
relacionados a defesa e induziveis por patégenos ou ferimentos. Além do
mais, plantas tratadas com WAF-1 foram mais resistentes ao virus do
mosaico do tabaco (TMV), sugerindo que este composto é um sinal
endégeno na mediacdo de respostas de plantas de tabaco ao TMV e
ferimentos. Como WIPK é ativada durante a resposta de
hipersensibilidade ao TMV em cultivares de tabaco resistentes, que
contém o gene N (SEO et al., 2001), fica evidente a participacdo de WAF-
1 como sinal enddgeno central, responsavel pelo desencadeamento da
resposta de defesa.

Semelhante a peptideos transdutores de sinais em mamiferos, foi
identificado em tomateiro e tabaco um peptideo de 18 aminoécidos
(sistemina), produzido logo apdés um dano fisico (ferimento ou injuria) nas
folhas das plantas (PEARCE et al., 1991), resultando na ligagdo a um
receptor, que leva a transducao do sinal através de uma cascata analoga
a sinalizacdo nos animais (SCHALLER & OECKING, 1999), com os
acidos fitodienoico e jasménico de intermediarios (BERGEY et al., 1996).
O possivel mecanismo de agdo da sistemina envolve o fluxo de protons
através da membrana plasmatica e a modulagéo da atividade do canal H*-
ATPase (SCHALLER & OECKING, 1999).

Uma nova familia de metiltransferases foi identificada em Arabidopsis,

onde alguns membros foram caracterizados como catalizadores na
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formacdo de pequenas moléculas de metil ésteres precursores na
formacdo de SA e JA (ZUBIETA et al., 2003). Outros membros também
foram identificados como catalizadores de precursores de cafeina e acido
indolacético, que também podem estar envolvidos em respostas de
defesa.

WANG et al. (2003) evidenciaram que uma adenosina quinase
desempenha importante papel na defesa contra ataques virais. HAO et al.
(2003) encontraram uma quinase SNF1, com fungdo na regulagdo do
metabolismo dos carboidratos, também associada com a defesa contra
viroses.

TALER et al. (2004) descreveram outra forma de “resisténcia
enzimatica a moléstias” associada com a expressdo de glioxalato
aminotransferases sintetizadas nos peroxissomos, em Cucumis melo, que
confere resisténcia contra o mildio, causado por Pseudoperonospora
cubensis. Glicolato oxidase cataliza a oxidagdo do acido glicolico para
produzir glioxalato e H,0,, que teria um papel fundamental na resposta de
hipersensibilidade, que levaria a resposta de resisténcia ao mildio.

ECKARDT (2004), comentando a edigdo de Plant Cell, volume 15,
argumenta que, em fungcdo de diversos trabalhos nos ultimos anos,
aumentam as evidéncias de que, pelo menos em alguns casos, genes
expressados constitutivamente e que codificam enzimas do metabolismo
normal das plantas, também desempenham papel importante na indugéo
da defesa contra patdgenos.

Os avangos no conhecimento dos mecanismos da SAR permitem
prever o incremento no desenvolvimento de plantas que expressam a
resisténcia constitutivamente, pela expressdo ectépica da resposta de
defesa (SUSUKI et al.,, 2004). Plantas transgénicas de tabaco, por
exemplo, apresentaram genes de defesa PR expressados
constitutivamente, mostrando resisténcia a diversas infec¢fes virais e
fungicas. Dois genes bacterianos que convertem corismato em &acido

salicilico foram transferidos para os cloroplastos, promovendo um
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aumento no acumulo de &cido salicilico de 500 a 1000 vezes em
comparagao com o controle (VERBENE et al., 2000).

Experimentos com plantas transgénicas (LAWTON et al., 1995) de
Arabidopsis que expressam o gene nahG bacteriano, que codifica a
enzima salicilato hidroxilase, que metaboliza o &cido salicilico,
demonstram a fungéo crucial que o SA desempenha na SAR, pois a
expressdo deste gene foi capaz de impedir a acumulagdo de acido
salicilico induzida por patdgeno e até mesmo a ativacdo da SAR por
aplicacao de SA enddgeno.

2.5.4. Biossintese do etileno e expressédo de genes de resposta ao

etileno

Por regular muitos processos no desenvolvimento de plantas, o etileno
tem sido o hormodnio vegetal mais largamente utilizado na agricultura.
Auxina e ACC (acido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico) que podem
desencadear a sintese natural do etileno, sdo também recomendados em
vérias préticas agricolas (TAIZ & ZEIGER,1998). Por ser um gas o etileno
nao é aplicado diretamente: O etefom (&cido 2-cloroetilfosfénico) tem sido
0 composto mais largamente empregado na agricultura. Pulverizado sobre
as plantas em solucdo aquosa, € prontamente absorvido, transportado
dentro da planta e lentamente convertido em etileno (e anion cloro),
permitindo que o fito-hormdnio exerca seus efeitos.

Em geral, as regides meristeméticas e nodais sdo as mais ativas na
sintese de etileno. Além da producdo de etileno aumentar durante a
ocorréncia de diversos eventos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas (abscisdo, senescéncia, maturacdo e
outros), qualquer tipo de ferimento pode induzir a biossintese de etileno,

como também estresses fisiolégicos tais como calor, frio, seca,



inundacao, geadas e ataque de moléstias (TAIZ & ZEIGER, 1998; WINZ &
BALDWIN, 2001).

O etileno tem efeitos profundos em muitos eventos no desenvolvimento
e em respostas ambientais. A produgdo endogena deste horménio
aumenta durante certos estagios do crescimento e desenvolvimento,
como a germinacdo, maturacdo, senescéncia e abscisdo de flores e
folnas, e em resposta a seca, encharcamento, geada, ferimentos,
infecgBes por patégenos e substancias quimicas (TAIZ & ZEIGER, 1998;
LIU et al., 1999; WANG et al., 2002). TAIZ & ZEIGER (1998) acrescentam
ainda o proprio etileno (autocatalise), metais pesados, luz ultravioleta,
auxina e condi¢des fisicas do solo, como indutores da producdo de
etileno.

A sensibilidade ao etileno € mediada por um receptor, que ativa uma
cascata de sinais (RAZ & FLUHR, 1993). Os referidos autores estudaram
os efeitos da aplicagdo do etileno, observando a ocorréncia de
fosforilacdo de proteinas em folhas de tabaco. Na presenca de inibidores
de quinases a fosforilagéo foi bloqueada, ao mesmo tempo em que estes
inibidores bloquearam a resposta induzida por um elicitor dependente de
etileno. Reciprocamente, inibidores de fosfatases favoreceram a
fosforilacdo dessas proteinas quinases. Os resultados sugerem que a
responsividade ao etileno em folhas de tabaco é transduzida via
fosforilacdo, regulada por especificas quinases e fosfatases.

Em arabidopsis foram caracterizados dois dos genes que compdem as
vias de resposta ao etileno (KIEBER, 1997). Esses dois genes isolados
envolvem uma cascata de proteinas quinases, como resposta ao etileno:
um deles codifica para uma proteina similar aos genes da familia Raf de
proteinas quinases Ser/Thr; um segundo gene codifica um receptor de
etileno. Em tomateiro, foi demonstrado que cascatas de proteinas
guinases (MAP) ativadas mitogenicamente, sao prontamente ativadas
durante a resposta das plantas a patégenos avirulentos ou elicitores
derivados de patégenos (MAYROSE et al.,, 2004). A MAP quinase
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LeMPK3 de tomateiro é especificamente induzida em nivel de mRNA
durante a elicitacdo da resposta hipersensivel em plantas resistentes
infectadas por linhas avirulentas da bactéria fitopatogénica Xanthomonas
campestris pv.vesicatoria e Pseudomonas syringae pv.tomato, bem como
logo apés o tratamento com o elicitor de fungo xilanase, dependente de
inducéo por etileno. A autofosforilagdo de LeMPK3 mostrou dependéncia
de Mn™" e sugere que esta quinase representa um ponto de convergéncia
na rota de sinais que ativam resposta de defesa em tomateiro.

O etileno promove a transcricdo de muitos genes relacionados com a
maturacao, inclusive aqueles envolvidos com a degradacdo da parede
celular e biossintese de carotendides. As lipoxigenases (LOX) catalisam a
hidroperoxidagdo de &cidos graxos poli-insaturados, contendo uma
estrutura cis, cis-pentadieno, e parecem estar envolvidas em respostas a
estresses, ferimentos, ataque de patdgenos e producdo do aroma
(GRIFFITH et al, 1999). Os principais substratos das LOX em tomate sao
os &cidos linoleico e linolénico, resultando na producdo de aldeidos de 6
carbonos, produzindo o aroma tipico do tomate fresco. Existem diversas
isoformas de LOX individuais, que parecem ser reguladas diferentemente
e com distintas fun¢gdes no amadurecimento do tomate.

Sdo inumeros os trabalhos que relacionam diversos processos no
desenvolvimento e crescimento, em resposta a presenca de etileno e
regulacdo das respostas a partir da regulagdo da expressao génica. Um
outro aspecto da questdo que tem sido intensamente investigado, € a
regulagcdo da biossintese de etileno, que envolve outros complexos
processos regulatérios e bastante relacionados com o balango hormonal.
Apesar da diversidade de efeitos do etileno no desenvolvimento, as
etapas primarias de sua acdo sao similares em todos os casos: Todas
envolvem ligacdo a um receptor, seguida por ativagdo de uma ou mais
rotas de transducdo de sinais, levando a resposta celular. Recentemente

muito se tem aprendido sobre 0 mecanismo de acéo do etileno através da
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analise da resposta ao etileno de mutantes em Arabidopsis (TAIZ &
ZEIGER, 1998).

Nas plantas superiores o etileno € sintetizado a partir da metionina,
numa via bem definida, onde o acido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) sintase e ACC oxidase (enzimas citosolicas) catalisam as reacfes
de S-adenosilmetionina para ACC e ACC para etileno, respectivamente
(KENDE, 1993). Com os avancos nas técnicas de biologia molecular,
clones de genes e de cDNA para ambas enzimas tém sido isolados para
varias espécies de plantas, sugerindo serem codificadas por familias
multigénicas. Usando os clones de cDNA tem sido possivel caracterizar a
expressédo individual de diversos membros em diferentes tecidos e em
resposta a estimulos especificos conhecidos como indutores da sintese
de etileno (LIU et al., 1999).

As frutas sdo classificadas como climatéricas e ndo climatéricas, com
base em seus padrbes de respiragdo e producdo de etileno durante a
maturagdo. Em frutas climatéricas é aceito que o etileno tem um
importante papel na maturacdo e que a producéo em grande quantidade
deste hormbnio comega com a entrada no periodo climatérico respiratério,
sendo que a aplicacdo de etileno exdgeno induz a maturagdo e a
producdo endogena do gas (TAIZ & ZEIGER, 1998). Neste periodo, a
ACC sintase e ACC oxidase séo induzidas e contribuem na regulacdo da
biossintese do etileno. A expressdo dos genes da ACC sintase e ACC
oxidase tem sido investigada em muitas frutas (macd, tomate, meldo,
péra, banana, quivi e outras).

A banana, uma das frutas climatéricas mais caracteristicas e de
importancia comercial muito grande, é amadurecida através de etileno
exdgeno. Na maioria das frutas climatéricas a producdo de etileno
aumenta com a entrada no periodo climatérico, chega a um limite superior
e depois decresce, paralelamente a alteragbes na respiracéo climatérica
no decorrer de todo o estagio da maturagdo (LIU et at., 1999). Nas frutas

ndo climatéricas tais respostas ndo ocorrem, ja que a maturacdo ndo é
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afetada pela presenca de etileno. Entretanto se sabe que as plantas
podem responder a estresses bidticos e abidticos com a producédo de
etileno, que por sua vez, desencadeia reagbes que podem levar a
producdo de metabdlitos secundarios, inclusive de defesa. Se as plantas
(frutas) climatéricas respondem a aplicagdo de etileno, apressando a
maturagdo, pela sintese e degradacdo de diversos compostos, € de se
supor que o0s vegetais em geral poderiam responder a aplicagbes
exégenas de etileno, produzindo metabdtitos de defesa, prevenindo o
atague de moléstias, por exemplo. Assim, é necessario compreender o
que ocorre nos diversos niveis relacionados a producdo de etileno e
interagbes com outros fito-hormonios. Desta forma, trabalhos que
envolvem estudos da producdo de etileno no desenvolvimento das
plantas s@o imprescindiveis também para que se avance na compreensao
dos mecanismos que envolvem a producdo de etileno, seu envolvimento
na producao de substancias de defesa das plantas e interagdo com outros
fatores.

Em nivel molecular, diversos trabalhos demonstram que o padréo de
mudancas na taxa de producdo de etileno é correlacionado com os
padrées de mudangas nos niveis de transcricdo dos genes da ACC
sintase e ACC oxidase. Entretanto, diferentemente da maioria das frutas
estudadas, em banana ocorre uma grande elevagéo e depois uma queda
na taxa de producdo de etileno no comego da respiragdo climatérica.
Assim, € importante analisar aos niveis molecular e bioquimico, os
possiveis mecanismos envolvidos no pico de producdo de etileno no
estagio climatérico precoce em banana. LIU et al. (1999) isolaram trés
diferentes cDNAs para ACC sintase e um para ACC oxidase de banana,
analisando também a expressdo destes genes durante a maturagdo. Foi
demonstrado existir um possivel mecanismo regulador do abrupto pico na
producdo de etileno no periodo inicial do avanco no climatérico,
mostrando um possivel envolvimento de um nitido decréscimo na

atividade da ACC oxidase dependente da disponibilidade de seus co-
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fatores (ascorbato e ferro). Observe-se que se ascorbato e ferro sao
cofatores da ACC oxidase, a deficiéncia deles em qualquer planta poderia
restringir a producéo de etileno e, portanto, a propria resposta a estresses
bitticos e abidticos.

BARTH et al. (2004), trabalhando com mutantes deficientes na
producdo de ascorbato, avaliaram as respostas destas plantas a
estresses bidticos (patdogenos virulentos) e em relacdo a senescéncia. Os
gendtipos mutantes mostraram maior resisténcia a Pseudomonas
syringae e Peronospora parasitica do que o genoétipo selvagem, pela
inducdo da expressdo de genes que codificam proteinas relacionadas a
patogénese (PR), além de senescéncia prematura e aumento nos niveis
de acido salicilico. Assim, neste caso, se ascorbato é limitante de etileno,
ndo o é para acido salicilico, que seria estimulado pela deficiéncia do
mesmo. Entretanto a resposta a esses fatores vai depender do gendétipo
em questao, pois provavelmente uma linhagem com pouca sensibilidade
ao acido salicilico, com reduzida disponibilidade de ascorbato, ndo teriam
seus niveis de SA aumentados, nem tampouco de etileno, resultando
provavelmente em aumento da suscetibilidade a patégenos.

Por outro lado, trabalhando com as mesmas linhagens mutantes de
Arabidopsis, PASTORI et al. (2003) observaram que apesar da
superproducdo constitutiva das proteinas PR e de enzimas defensivas,
ndo houve alteracdo nos niveis de fenilalanina-amonia-liase (PAL),
requerida para a producédo de fitoalexinas e &cido salicilico, sugerindo que
a ativacdo da defesa neste caso € independente de SA. A super producao
de &cido abscisico (ABA) detectada foi entdo considerada como o
principal fator que determinou, nos mutantes vtcl, crescimento lento,
retardamento na maturacdo e aceleracdo da senescéncia, além de
intermediar a inducdo de proteinas PR. BARTH et al. (2004), apesar de
detectarem também aumento nos niveis de ABA, creditam aos

acréscimos nos niveis de SA detectados, a ativacdo dos genes PR e
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sugerem outras rotas, que ndo a dependente de PAL, na biossintese de
acido salicilico.

Os fito-hormdnios sé&o fundamentais no crescimento e desenvolvimento
das plantas e a resisténcia a pragas de uma maneira geral esta
relacionada com os estadios de desenvolvimento durante o ciclo da
espécie vegetal. A resisténcia relacionada a idade da planta (ARR) tem
sido observada em muitas espécies (KUS et al., 2002). Os mecanismos
guimicos e moleculares envolvidos neste tipo de resposta ainda sao
pouco conhecidos. Em Arabidopsis, as plantas tornam-se menos
sensiveis a Pseudomonas syringae, conforme avancam no ciclo,
mostrando aumento do acimulo de &cido salicilico. Entretanto etileno,
acido jasmoénico, acido abscisico e outros devem ter também papel
importante nesses eventos, agindo sinergisticamente ou antagonicamente
entre si.

Para se ter uma idéia de como séo importantes tais estudos, LIU et al.
(1999) incluiram nas suas andlises a resposta a estresses fisicos, no
caso, ferimentos. Foram sintetizados cDNAs a partir de RNAs isolados de
banana em maturagédo, com ferimento e tratadas com etileno, que
serviram como moldes para a transcriptase reversa, a partir de primers
para a ACC sintase, ACC oxidase e actina. O mRNA foi isolado de
bananas em maturacao, tratadas com etileno e com ferimento. Foram
identificadas duas sequéncias entre ACC sintases codificadas por uma
familia multigénica, relacionadas com a maturacdo e com ferimentos.
Estresses ambientais bidticos e abidticos determinam um aumento na
producédo de etileno e em todos 0s casos o etileno é sintetizado pela rota
usual; os resultados tém demonstrado, pelo menos em parte, que estes
incrementos tém sido devidos ao aumento da transcricdo de mRNA ACC
sintetase (TAIZ & ZEIGER, 1998),

O etileno, além de ser produto da regulacdo génica, tém o efeito
enddégeno de regular a expressdo génica em outros eventos. Um dos

7

efeitos priméarios do etileno é aumentar a expressdo de varios genes
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alvos, promovendo o incremento nos niveis de transcricdo de mRNA de
genes como aqueles que codificam celulase, quitinase, b -1,3-glucanase,
peroxidase, chalcone sintase (enzima chave na biossintese de
flavonoides), e proteinas relacionadas a patogénese (PR), bem como de
outros genes relacionados a maturagcdo e da propria biossintese do
etileno. Sequéncias regulatérias cis, chamadas de elementos de resposta
ao etileno (EREs), que conferem responsividade ao etileno para um
promotor minimo, tém sido identificadas em genes PR, regulados por
etileno e um motivo GCCGCC repetitivo ja foi também identificado,
usando genes reporteres, ambos necessarios e suficientes para a
regulagéo do gene (TAIZ & ZEIGER, 1998).

Quatro proteinas que se ligam a sequéncias ERE (elementos de
resposta ao etileno) foram identificadas em tabaco. Tais proteinas séo
chamadas de proteinas ligantes a ERE (EREBPs). Os genes que
codificam EREBPs parecem representar a resposta primaria ao etileno de
genes, cujos produtos podem regular a expressdo de genes de resposta
secundaria, como os genes PR. Os dominios de ligagdo dessas EREBPs
tém sido localizados para uma regido de 59 aminoacidos que mostra
similaridade com a proteina nuclear AP2, envolvida no desenvolvimento
das flores em Arabidopsis. Os niveis destas EREBPs aumentam
drasticamente apds a aplicacdo de etileno (TAIZ & ZEIGER, 1998). Em
tomateiro foram identificadas trés proteinas que interagem com uma
proteina serina-treonina quinase, produto do gene Pto de resisténcia (GU
et al.,, 2002), que pertencem a familia do fator de resposta ao etileno
(ERF) de fatores de transcrigdo Unica, que especificamente se ligam ao
elemento cis GCC-box , presente nos promotores de diversos genes de
proteinas relacionadas a patogénese. Fatores ERF, induzidos por linhas
virulentas e ndo virulentas de Pseudomonas syringae pv tomato também
foram identificados em Arabidopsis (ONATE-SANCHEZ, L & SINGH,
2002).
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Estudos em tomateiro tém demonstrado que a expressdo génica
relacionada ao etileno € regulada pelo menos por duas rotas
independentes: uma onde a transcricdo é regulada por etileno, inclusive
envolvendo ACC e outra etileno-independente, envolvendo ACC oxidase,
mas cuja tradugcdo parece ser regulada por etileno (TAIZ & ZEIGER,
1998).

A partir da identificagdo de mutantes para resposta ao etileno tem sido
possivel desvendar diversos componentes da rota de transducéo de sinal
do etileno; com isto, o receptor de etileno é presentemente o receptor de
fito-hormonio melhor caracterizado a ponto de ter sido modelo para outras
rotas de sinalizacdo em células vegetais (TAIZ & ZEIGER, 1998; WANG
et al., 2002). Foram identificados mutantes que ndo respondem a etileno
exdgeno (mutantes insensiveis ao etileno) e mutantes que
permanentemente apresentam a resposta tripla mesmo na auséncia de
etileno (mutantes constitutivos).

Ha grandes evidéncias de que ETR1 é o receptor do etileno (TAIZ &
ZEIGER, 1998; WANG et al., 2002). O gene ETR1, que codifica o fator
(proteina) ETR1, receptor do etileno, foi clonado e sequenciado,
mostrando haver similaridade ao receptor bacteriano de dois
componentes histidina quinases. A por¢do amino terminal de ETR1
contém trés dominios que mostram ser o sitio de ligagdo do etileno. ETR1
funciona com um dimero, consistindo de duas proteinas transmembranas
unidas por pontes de dissulfito, similares aos receptores quimio-sensores
bacterianos. Como ETR1 estd presente como uma pequena familia em
Arabidopsis, deve haver multiplos receptores para etileno em plantas.

O mutante etrl codifica uma proteina etrl incapaz de iniciar o processo
de sinalizagdo. O mutante ein (insensivel ao etileno) também bloqueia a
resposta ao etileno, mas bem mais adiante, codificando uma proteina
incapaz de agir como canal ou poro ou mesmo como fator de transcricao
(TAIZ & ZEIGER, 1998; WANG et al., 2002).
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Entre os mutantes constitutivos, ctrl (tripla resposta constitutiva 1 =
tripla resposta na auséncia de etileno) resulta na ativagéo constitutiva da
resposta ao etileno. Isto sugere que a proteina do tipo-selvagem age
como regulador negativo da rota de resposta (KIEBER ET AL 1993;
WANG et al., 2002). CTR1 mostra similaridade a familia Raf de proteinas
quinases serina/treonina. Raf é parte de uma cascata de proteinas
quinases envolvidas na transducao de varios sinais externos regulatorios
e desenvolvimento de rotas de sinais, desde leveduras a humanos.

A ordem de acdo dos genes ETR1, EIN2, EIN3 E CTR1 tem sido
demonstrada por analises das relagfes epistaticas entre as varias
mutacdes, ou seja, como as mutagdes interagem uma com as outras
(KIEBER et al., 1993). O etileno se liga ao receptor ETR1, que € uma
proteina de membrana integral, resultando na inativagdo do regulador
negativo CTR1. A inativacdo de CTR1 torna ativa a proteina
transmembrana EIN2, que pode agir como poro ou canal. A seguir, um
alvo downstream é EIN3, que age como fator de transcricdo na regulacao
de expressdo génica (AVERY & WASSERMAN, 1992; WANG et al.,
2002).

O modelo esta ainda incompleto, mas j& permite, pela primeira vez,
comecgar a desvendar a base molecular da percepcéo e transducgéo de
sinais de fito-hormoénios. Genes similares em Arabidopsis tém sido
encontrados em outras plantas, inclusive mostrando alta similaridade ao
ETR1. Estes e outros estudos tém mostrado que os componentes dessas
proteinas relacionadas podem representar a descoberta de mediadores
gerais na sinalizacé@o ao etileno em plantas (TAIZ & ZEIGER, 1998).
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2.5.5. Agéo do etileno na defesa das plantas contra pragas

Os sofisticados sistemas de detecgéo e defesa das plantas contra o
ataque de pragas tém o etileno como um importante participante em
diversas rotas de biossintese de metabdlitos secundarios. Entretanto,
dependendo do tipo de patdégeno e espécies de plantas, as fungbes do
etileno podem ser completamente diferentes. Plantas com deficiéncia na
sinalizacéo do etileno podem ter aumentada ou diminuida sua resisténcia
(WANG et al.,, 2002). Mutantes de soja com reduzida sensibilidade ao
etileno se mostram mais resistentes ao ataque de linhas virulentas de
Pseudomonas syringae pv glycinea e Phytophthora sojae, ao mesmo
tempo em que se apresentam bem mais suscetiveis a infec¢do por
Rhizoctonia solani (HOFFMAN et al., 1999).

O etileno também estd presente na regulacdo da morte celular
programada (apoptose) em Arabidopsis, podendo tanto inibir o
desenvolvimento dos sintomas necrotréficos causados pela infeccdo de
um patdégeno, quanto acelerar o processo, dependendo do agente invasor
(THOMMA et al.,, 2000). Este tipo de defesa, também chamada de
hipersensibilidade, € um dos mais importantes mecanismos das plantas
para se protegerem do ataque de patdgenos biotréficos (TAIZ & ZEIGER,
1998; ECKARDT et al.,, 2001; ZHANG & KLESSIG, 2001). O etileno
parece participar tanto na regulacdo da resposta oxidativa, produzindo
peréxido de hidrogénio, com papel central na morte celular, quanto
posteriormente, na percepcdo do sinal proporcionado pelo proprio
ferimento oriundo da reacdo de hipersensibilidade, contribuindo
fundamentalmente para o desenvolvimento da resisténcia sistémica
(WANG et al., 2002). Entretanto, LAWTON et al. (1995), a partir de
experimentos realizados em mutantes insensiveis ao etileno, sugeriram
que este hormdnio ndo é imprescindivel para a ativacdo da SAR, ja que
tais linhagens de mutantes desenvolveram a reagao sistémica adquirida,

pela ativagdo do acumulo de acido salicilico induzido por P. syringae. Por



outro lado, mesmo que haja consisténcia nesses dados, isto ndo significa
que o etileno ndo tenha participacdo na SAR. As plantas devem contar
com uma ampla e diversificada estratégia de defesa contra estresses
bitticos e abidticos.

Plantas resistentes sdo aquelas que respondem mais rapidamente e
mais vigorosamente ao ataque de pragas do que as suscetiveis.
Numerosos genes de resisténcia (R-genes) tém sido identificados, que
codificam receptores (proteinas) que reconhecem e se ligam a moléculas
especificas, originadas dos patogenos, alertando a planta para a
presenca do mesmo. A molécula do patdégeno reconhecida é chamada de
elicitor (TAIZ & ZEIGER, 1998). Enzimas hidroliticas, que pertencem a um
grupo de proteinas estdo relacionadas intimamente com a infec¢cdo do
patégeno, conhecidas como proteinas PR (relacionadas a patogénese),
produtos dos R-genes (WANG et al., 2002).

Assim, 0 sucesso da resisténcia requer o elicitor, um produto do gene
avr (aviruléncia) do patégeno, para ser rapidamente reconhecido por um
receptor do hospedeiro, o produto do gene R (TAIZ & ZEIGER, 1998). A
interacdo avr/R é chamada de resisténcia gene-a-gene, que inclui também
a resposta de hipersensibilidade (WANG et al., 2002), um mecanismo de
defesa extremamente eficiente, como tem sido demonstrado em tomate,
tabaco e outras plantas. Em tomateiro (GU et al., 2000), o fator de
transcrigdo Pti4 (do gene R) revelou grande similaridade com a sequéncia
de aminoé&cidos de proteinas ligantes de elementos de resposta ao etileno
(EREBPSs), sendo capaz de especificamente se ligar ao elemento cis
GCC-box, presente no promotor de muitos genes relacionados a
patogenos regulados por etileno (PR). A expressdo do gene Pti4 em
folhas de tomate é rapidamente induzida por etileno, e esta inducdo
precede a ativagdo das sequéncias GCC box dos genes PR. Tais
resultados demonstram que a resposta ao etileno esté ligada a resisténcia

gene-a-gene em tomateiro.
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Paralelamente a resisténcia sistémica adquirida, uma outra forma de
resisténcia, com interferéncia do etileno, € a resisténcia sistémica induzida
(PIETERSE et al.,, 1998). Como o etileno pode ativar a resisténcia
sisttmica induzida (ISR) em mutantes jarl, provavelmente o0s
componentes da resposta ao etileno atuam downstream do &cido
jasmonico (JA) na sinalizagdo de ISR. Resisténcia sistémica adquirida
(SAR) e ISR podem ainda ser ativadas ao mesmo tempo, resultando num
melhor nivel de protecdo ao patdgeno, como foi constatado para
Pseudomonas syringae (Van WEES et al., 2000). Em Arabidopsis,
mutantes insensiveis ao etileno foram mais suscetiveis a P. syringae
(TON et al., 2001). O locus isrl (ndo desenvolve ISR) co-segrega com o
mutante insensivel ao etileno, sugerindo que o locus ISR1 esta envolvido
na resposta ao etileno. Resultados inversos foram obtidos por LAWTON
et al. (1995), quando mutantes insensiveis ao etileno desenvolveram a
SAR, pelo acumulo de SA, quando infectados por P. syringae. Os autores
concluiram que o etileno ndo é requerido para o desenvolvimento da
SAR. Entretanto, isto ndo deve significar que o etileno ndo tenha
participagcéo no evento.

O estabelecimento da resisténcia adquirida a patégenos pode ser
induzido por alteracdes fisiologicas ou proprias do desenvolvimento
durante o ciclo das plantas (KUS et al., 2002; HUGOT et al.,, 2004). A
ocorréncia de transicdo da suscetibilidade para a resisténcia a patdgenos,
durante o desenvolvimento, € um fendmeno que tem sido relatado em
diversos estudos em monocotiledéneas e dicotiledéneas. Este fendbmeno
€ conhecido como resisténcia relacionada a idade (ARR) e parece ser
coordenado pela expressao de genes que codificam proteinas envolvidas
na defesa e nas modificagbes da parede celular durante o
desenvolvimento, sem estimulo patogénico. Tais estudos em
fisiopatologia revelam que as proteinas de defesa podem estar envolvidas
ndo somente na acdo antimicrobiana, como também na fisiologia e no

desenvolvimento das plantas.
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O etileno, com papel central na fisiologia e no desenvolvimento vegetal,
poderia ser também referéncia principal na resisténcia relacionada a idade
(ARR).

Quando uma planta resistente (gene R) € infectada por um patégeno
tem inicio uma série de mecanismos bioquimicos e estruturais de defesa,
incluindo a producdo de fitoalexinas e proteinas relacionadas a
patogénese (PR), maior rigidez da parede celular, apoptose
(hipersensibilidade) e resisténcia sistémica adquirida (DANGL & JONES,
2000). Da mesma forma que nas plantas resistentes, as suscetiveis,
mesmo ndo possuindo o0 gene R, também apresentam aumentos nos
niveis de acido salicilico, acido jasmonico, auxina e etileno (O'DONNELL
et al. 2001; O'DONNELL et al. 2003). Plantas de Arabidopsis suscetiveis a
Pseudomonas syringae, Xanthomonas campestri e Peronospora
parasitica apresentaram evidéncias de que tém seu desenvolvimento
reprodutivo acelerado e sua arquitetura alterada, em resposta ao ataque
de patégenos (KORVES & BERGELSON, 2003). Entretanto, ha
evidéncias de que tais modificagBes se constituem numa resposta geral
das plantas ao ataque de patdégenos, podendo ocorrer também em
plantas tolerantes e resistentes, cujo grau pode ser maior ou menor,
dependendo da intensidade da infeccdo. As plantas, em geral, reduzem o
ciclo em resposta a estresses ambientais como sombreamento, alta
densidade, deficiéncia de nutrientes, seca, excesso de calor e outros
(LEVY & DEAN, 1998). Devido a similaridade entre respostas a infec¢des
por patdgenos e estresses ambientais, € bem possivel que as plantas
acelerem a reproducdo em resposta a estresses bioticos, embora o
assunto ndo tenha sido ainda explorado (KORVES & BERGELSON,
2003).

Mais uma vez aparece indicios da participa¢do do etileno como papel
central no desenvolvimento das plantas, tanto pela sua sintese em funcéo
de estresses ambientais, quanto pela produgcéo em resposta ao ataque de

patégenos. Se os autores acima consideram que o assunto ainda precisa
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ser explorado, ndo resta duvida que plantas atacadas por patdgenos e
pragas em geral encurtam o ciclo, antecipando a reproducdo, como
comumente € observado em lavouras e experimentos, mesmo que nao
tenham sido executados para este fim.

A aplicagdo exdgena de etileno também tem sido estudada, visando
demonstrar a participagédo deste fito-hormonio na sinalizagcdo da resposta
das plantas as infecgbes por patdgenos. Plantas de tomateiro, preé-
tratadas com etileno, foram mais resistentes a Botrytis cinerea, enquanto
plantas que receberam pré-tratamento com 1-metilciclopropano (MCP),
um inibidor da percepcéo a etileno, se mostraram significativamente mais
suscetiveis (DIAZ et al., 2002). O tratamento com etileno induziu a
expressdo de diversos genes que codificam proteinas relacionadas a
patogénese (PR), antes da infeccdo de B. cinerea, confirmando a
importancia da resposta ao etileno na resisténcia do tomateiro ao
patégeno. A aplicacdo exdgena de etileno tém sido estudada por
diversos autores, mostrando que pode haver tanto inducéo de resisténcia,
como de suscetibilidade, bem como ndo haver efeitos, em funcdo da
interacdo planta-patdgeno avaliada.

A expressdo de LeMPK3, em tomateiro, uma quinase central nas
diferentes rotas de transducdo de sinais induzidos pela resposta a
estresses bidticos, ndo foi afetada pela aplicacdo exdgena de etileno e
acido jasmonico (MAYROSE et al.,, 2004). Os dados sugerem que 0
etileno age downstream de LeMPKS3, durante a resposta de resisténcia a
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, ja que, de uma maneira geral, a
acumulagcdo deste fito-horménio durante a ativacdo de cascata de
guinases, tem sido relatada em diversos trabalhos.

Por outro lado, a aplicacdo exdgena de WAF-1 natural e sintético,
recentemente identificado como sinal enddgeno responsavel pela
ativacdo de WIPK em tabaco (SEO et al., 2003), promoveu acumulagéo

do &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidase (ACCO), envolvido na
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sintese do etileno, induzido na resposta de hipersensibilidade ao TMV e

por ferimento.

2.5.6. InteracBes de respostas de fito-horménios

Além da acéo independente do etileno, provavelmente, na maioria das
vezes, outros fito-horménios interagem, principalmente o acido salicilico e
0 &cido jasmobnico, aumentando a complexidade do processo, de forma
coordenada, ligando e desligando genes, na luta das plantas por um
estado mais otimizado nas relagdes com o ambiente.

A ativagdo da resposta oxidativa, com formagdo de peroxido de
hidrogénio e aceleragdo da apoptose de células em torno da area da
infeccdo, com consequente inativacdo do patdgeno biotrofico, resulta em
algo similar a um ferimento, que por sua vez pode ativar outro processo
de resposta, envolvendo, em ambos o0s casos o etileno e outros fito-
hormbnios. Assim, a ativacdo da hipersensibilidade pode gerar, como
consequéncia, a resposta conhecida como Resisténcia Sistémica
Adquirida (SAR), protegendo as plantas contra futuras infecgbes (WANG
et al.,, 2002). Em muitos casos, a SAR é caracterizada por um aumento
enddgeno dos niveis de acido salicilico e a expressdo dos genes PR
(TAIZ & ZEIGER, 1998). Entretanto, alguns patégenos podem ativar rotas
de transducgéo de sinal para o etileno e acido jasménico, o que tem sido
evidenciado em Arabidopsis, em experimentos com mutantes defectivos
para a percepgdo destes fito-hormonios, que resultam mais suscetiveis a
certos patdégenos (PENNINCKX et al., 1998). Em alguns casos a inducao
requer ambos fito-horménios e noutros casos a indugéo da resposta se da
de forma especifica para etileno ou acido jasménico. Isto demonstra que
as rotas do etileno e do acido jasmonico podem ter diferentes fungdes na
resisténcia a moléstias (BRADER et al., 2001).
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Rotas dependentes de acido jasmdnico/etileno e dependentes de &cido
salicilico induzem a expressao de diferentes grupos de genes PR em
Arabidopsis, resultando na resisténcia a diversos patdgenos e sugerindo a
existéncia de interagbes entre essas duas rotas na resisténcia sistémica
adquirida (WANG et al.,, 2001), bem como o funcionamento de uma
magquinaria de regulagéo e coordenacao da defesa das plantas em fungéo
desses fito-horménios. Estudos também indicam que o &cido salicilico tem
efeito inibidor na sintese ou sinalizagdo do acido jasménico e etileno. Ao
mesmo tempo, a rota de &cido jasmonico/etilieno pode reprimir a
expressdo de genes ativados por acido salicilico, inibindo a acumulacéo
do SA (PETERSEN et al.,, 2000). Deficiéncia de ascorbato, cofator da
ACC oxidase restringe a producdo de etileno (LIU et al., 1999), mas
estimula a producdo de acido salicilico (BARTH et al., 2004), ou é&cido
abscisico (PASTORI et al., 2003), ativando genes de defesa induzidos por
estes fito-hormonios, demonstrando que tais antagonismos fazem parte
da estratégia das plantas na protecdo contra estresses.

Rotas de etileno e &cido jasménico interagem, mediando a producédo de
uma fitoalexina, a b-tujaplicim, em cultura de células de Cupressus
lusitanica (ZHAO et al., 2004). Uma levedura comercial elicitora (YE) foi
utilizada no experimento e metil jasmonato e etileno induziram a producéo
de b-tujaplicim. O elicitor foi ainda capaz de induzir a acumulacdo de JA e
ET, antes mesmo da inducdo do acumulo da fitoalexina, demonstrando
que estes fito-hormonios séo partes integrais na transdugéo de sinal do
elicitor, na inducédo de metabdlito de defesa b-tujaplicim. Tratamento com
metil jasmonato induz a producdo de etileno, enquanto que este nao
interfere na biossintese daquele. A acumulagédo de fitoalexina por metil
jasmonato pode ser parcialmente blogueada por inibidores da biossintese
de etileno e sinalizacdo, enquanto que blogueadores da sintese de metil-
jasmonato inibem quase todo o processo de acumulagdo de b-tujaplicim
induzido por etileno. Tais resultados indicam que as rotas de ET e JA

interagem mediando a producdo de fitoalexina, com a rota do &cido
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jasmonico sendo o principal controle e a rota do etileno funcionando como
um modulador fino do composto de defesa.

As rotas de Etileno e jasmonato convergem na ativacao da transcricao
do fatorl de resposta ao etileno (ERF1) em Arabidopsis, que codifica a
proteina fator de transcricdo, que regula a expressdo de genes de
resposta a patégenos, que previnem a progressao da moléstia (ELLIS &
TURNER, 2001; ONATE-SANCHES & SINGH, 2002; LORENZO et al.,
2003). A expressédo de ERF1 pode ser ativada rapidamente tanto por ET,
guanto por JA, ou de forma sinérgica por ambos. Provavelmente ERF1
age downstream da interseccdo entre as rotas de etileno e &cido
jasménico, sugerindo que este fator de transcricdo € um elemento chave
na integracdo dos dois sinais na regulacao de genes de resposta a ataque
de patégenos e herbivoros. O acido salicilico mostrou antagonismo para
alguns desses genes, relativamente as ET e JA, pela acdo de alguns
genes ERF uspstream da acumulacdo e SA (ONATE-SANCHES &
SINGH, 2002). Em tomateiro acido salicilico e etileno podem atuar
sinergicamente na expressao de genes de defesa, mas antagonicamente
na resisténcia (DIAZ et al., 2002).

Um outro fator de transcricdo foi recentemente identificado em
Arabidopsis (WRKY70) como um componente comum em rotas de sinais
mediadas por SA e JA (LI et al., 2004). A expressdo de WRKY70 é
ativada por SA e reprimida por JA. Analises de epistasia sugerem que
este fator de transcricdo esta downstream do gene NPR1 numa rota de
sinal dependente de SA. A superexpressdo constitutiva de WRKY70
aumentou a resisténcia a patdégenos e resultou na expressdo constitutiva
de genes relacionados a patogénese induzidos por SA. Contrariamente, a
supressdo de WRKY70, por ativacdo da sequiéncia anti-senso, ativa 0s
genes dependentes do fator COI1, responsivo a jasmonato, sugerindo
gue o fator WRKY70 age como um ativador de genes induzidos por SA e
como um repressor de genes responsivos a JA. Um &cido graxo de

plastidio, identificado em Arabiddpsis (S-ACP-DES), requerido para certas
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respostas mediadas por JA, como na resisténcia ao patégeno necrotrofico
Botrytis cinerea, atua na repressdo a rota de sinalizagdo do SA e é mais
um exemplo de antagonismo entre SA e JA, e provavelmente etileno
(KACHROO et al., 2003; NANDIA et al., 2003). Botrytis cinerea induz a
expressao do gene BOS1, que por sua vez provavelmente interage com o
gene COIl1 da rota de sinal do jasmonato. BOS1 codifica o fator de
transcricdo R2R3MYB, possivelmente mediando sinais de agentes de
estresses bioticos e abidticos (MENGISTE et al., 2003).

Indmeros exemplos estdo disponiveis na literatura sobre o
antagonismo entre rotas dependentes do etileno/jasmonato e do acido
salicilico. Entretanto, existe um numero significativo de estudos que tém
mostrado que as rotas desses hormoénios podem agir cooperativamente
em algumas respostas de defesa das plantas. Em tomateiro, uma
linhagem transgénica com baixa producdo de etileno e um mutante
insensivel ao etileno apresentam igualmente baixa acumulacdo de acido
salicilico (O'DONNELL et al., 2001). Em Arabidopsis as rotas de
transducao de sinais do etileno e do acido salicilico interagem na resposta
contra Plectosphaerella cucumerina (BERROCAL-LOBO et al., 2002). Em
tomateiro, trés proteinas (Pti4, Pti5 e Pti6) identificadas e pertencentes a
familia ERF (fator de resposta ao etileno), de transcricdo Unica, atuam in
vivo como ativadoras da transcrigdo que regula a expresséo de genes PR,
junto a GCC-box. A expressao dessas proteinas em Arabiddpsis ativou a
expressdo dos genes PR1 e PR2, regulados pelo &cido salicilico. A
expressdo dos genes PR regulados por etileno e &cido jasménico
(PDF1.2, Thi2.1, PR3 e PR4) foram afetadas diferentemente por cada um
desses trés ERFs, com plantas Pti4 apresentando altos niveis de
transcritos de PDF1.2. Aplicacdes exdgenas de acido salicilico em plantas
Pti4 diminuiram a expressdo de PDF1.2, mas estimularam a expresséo de
PR1, mostrando o quanto sdo complexas essas interacgdes.

Visando avaliar possiveis efeitos de WAF-1 exdgeno (um diterpeno

ativador endégeno de WIPK em tabaco) na presenca de transcritos de
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genes PR (genes PR-1, PR-2 e PI-ll), SEO et al., (2003) demonstraram a
ocorréncia de acumulo de ACCO e consequente acumulacdo de etileno,
mostrando o envolvimento deste fito-horménio na expresséo dos referidos
genes. Entretanto, as quantidades de acido jasmdnico em folhas tratadas
ou ndo com WAF-1 ndo diferiram significativamente. Mesmo para o acido
salicilico, conhecido como ativador na inducao de resisténcia em tabaco,
ndo houve alteragcdo nos niveis basais em folhas tratadas com WAF-1.

De uma maneira geral, com base nos resultados obtidos por diversos
autores, pode-se inferir que etileno, acido jasmonico e &cido salicilico
podem interagir negativamente ou positivamente, dependendo do tipo de
patégeno ou da resposta especifica de defesa (WANG et al., 2002). Ou
mesmo independentemente (SEO et al. 2003), em funcdo dos genes R
ativados. O desafio serd a caracterizacdo de como é determinada a
interagdo positiva ou negativa sob diferentes condigbes para o etileno e
outras rotas de sinalizacdo, especialmente do &cido jasménico e é&cido
salicilico, em infec¢Bes patogénicas e estresses ambientais (WANG et al.,
2002).

Entretanto, outros fito-hormoénios, apesar de pouco estudados ainda,
em relacdo as respostas das plantas a ferimentos e ao ataque de
patdogenos, devem interagir com o etileno, JA e SA, interferindo
diferencialmente na inducdo da sinalizagdo e no acumulo de metabdlitos
secundarios de defesa.

A auxina tem a habilidade de promover a sintese de etileno,
aumentando a conversdao de AdoMet (SAM) a ACC. Assim, certas
respostas antes atribuidas a auxina podem ser devidas ao etileno, em
resposta a auxina. Inibidores da sintese de proteinas bloqueiam a sintese
de ACC e a sintese de etileno induzida por auxina, demonstrando a
importéncia da auxina na sintese de etileno. A aplicagdo de AIA exdgeno
aumenta os niveis de mRNA que codifica para ACC sintase (TAIZ &
ZEIGER, 1998). Em tomateiro hd ao menos 9 genes para ACC sintase

induzidos por auxina ou ferimento.
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Plantas de Galium aparine, tratadas com acido indolacético, mostraram
aumentos nos niveis de etileno, ACC e &cido abscisico (HANSEN &
GROSSMANN, 2000). Inibidores da sintese de etileno determinaram
decréscimo na acumulagdo de acido abscisico (ABA) e a aplicacdo de
etileno exdgeno promoveu a sintese de ABA. Apesar deste estudo néo
envolver respostas a estresses, tais interagcfes devem ser importantes
durante a indugdo da resisténcia.

Futuros estudos para caracterizar melhor e mais detalhadamente as
interacdes entre etileno e outras rotas de resposta na defesa das plantas,
podem ser muito Uteis para a compreensdo da complexidade das
interacdes das plantas com o ambiente (WANG et al., 2002). O desafio
imediato serd a caracterizacdo do que faz uma interac@o ser positiva ou
negativa sob diferentes condigbes para o etileno e outras rotas de sinais,
especialmente JA e SA, em resposta ao ataque de pragas e sob estresse

ambiental.

2.6. Genes de resisténcia e de mecanismos de defesa das plantas:

perspectivas com o advento da engenharia genética

Ja h& varios anos existe um consenso entre os melhoristas de que a
variabilidade genética dentro da espécie ndo é mais suficiente para
proporcionar ganhos genéticos significativos, relativamente aos caracteres
mais importantes. BRASILEIRO & CARNEIRO (1998) preferem definir
esta condicdo como reducdo do pool génico para grande parte das
espécies vegetais domesticadas.

Dentre os caracteres mais importantes, a resisténcia genética a pragas
(ervas daninhas, insetos, acaros, nematoides, fungos, bactérias e virus,
principalmente) tém uma importancia fundamental, j& que os agrotéxicos

tém sido considerados como grandes vildes da contaminagédo ambiental,
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apesar do surgimento nos ultimos anos de moléculas menos téxicas e
menos agressivas ao ambiente.

O problema crucial resulta de que a velocidade de elaboragéo de
moléculas eficientes tem sido menor do que a velocidade com que as
pragas tém se adaptado, através do desenvolvimento da resisténcia
genética aos produtos quimicos (VENDRAMIM & CASTIGLIONI, 2000).
Paralelamente, o esgotamento das fontes de resisténcia tem agravado o
problema. A resisténcia genética, em maior ou menor grau, € fator de
complementacdo no manejo integrado de pragas (SACHS et al., 1996) e
sem ela as dificuldades em diminuir a quantidade de agrotoxico nas
culturas séo maiores.

O maior obstaculo que o melhoramento genético tem enfrentado tem
sido relativamente ao carater resisténcia a insetos, pela falta de fontes
dentro da espécie. Para agravar ainda mais a situacdo, além do
esgotamento do potencial do melhoramento genético convencional (via
reproducdo sexual), esta havendo um decréscimo na concretizagdo de
objetivos, de tal forma que as dificuldades em selecionar plantas
resistentes a insetos-praga sdo somadas a resisténcia cada vez maior
destas aos agrotoxicos (TABASHNIK, 1997).

N&o resta divida de que o grande desafio atual do melhoramento
genético e da engenharia genética estd no desenvolvimento de plantas
resistentes a fitéfagos (insetos, acaros, nematoides) e moléstias (fungos,
bactérias, virus), principalmente em relacdo as primeiras, ja que
principalmente os insetos tém causado os maiores prejuizos (ALLARD,
1960; DAHMS, 1967; ELLIOT, 1967; BREWBACKER, 1969) e os
inseticidas sdo normalmente os mais toxicos aos seres vivos e mais
agressivos ao ambiente, dentre os defensivos agricolas.

Por outro lado, praticamente inexistem fontes de resisténcia a bactérias
e virus dentro da espécie (e muitas vezes nem fora da espécie), cada vez
mais ganhando em importancia como fatores limitantes do rendimento em

diversas culturas. Nesses casos a solugdo via engenharia genética é o
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Unico caminho, jA que nem mesmo existem produtos quimicos eficientes,
principalmente para o controle de virus. Na maioria das vezes a estratégia
vai bem além da simples transferéncia de genes. Se nesses casos a
construcao da resisténcia é bem mais dificil, a inexisténcia de solugbes
via aplicacdo de defensivos agricolas significa também que o ambiente
ndo esti sendo ameacado pelos agrotoxicos. Assim, estes aspectos nao
serdo tratados aqui, dando-se preferéncia a situagdes onde haja potencial
de substituicdo ou diminuicdo do uso de agrotdxicos, principalmente
inseticidas, fungicidas e até mesmo herbicidas. Entretanto, ndo se pode
perder de vista que o avanco das moléstias bacterianas e das viroses,
ameacando inclusive diversos cultivos, tornando-os inviaveis
economicamente, pode significar o aumento da &rea cultivada com
lavouras altamente poluidoras, se restar como opg¢do principal o
desenvolvimento de produtos quimicos (agrotéxicos) para seu controle.

A biotecnologia, em especial a engenharia genética, constitui-se entéao
em ferramenta béasica, na transferéncia de genes de resisténcia genética
de uma espécie vegetal para outra, ou mesmo de um microorganismo ou
animal (BRASILEIRO & DUSI, 1999). Além dos ja conhecidos genes de
resisténcia a insetos utilizados atualmente, ganham importancia estudos
de plantas com caracteristicas inseticidas ou insetistaticas (VENDRAMIN
& CASTIGLIONI, 2000), repelentes e mesmo atraentes, que podem
significar novos genes a serem utilizados no melhoramento genético para
resisténcia. Uma vez transferido para uma espécie, um gene pode ser
trabalhado como fonte de resisténcia comum, podendo, muitas vezes, ser
transferido a outras cultivares, via reproducdo sexual, em programas

convencionais de melhoramento genético.

2.6.1. O melhoramento genético aluz dos novos conhecimentos

Apesar do melhoramento genético para resisténcia a insetos, via

reproducgéo sexual, ser relativamente recente, chega a ser surpreendente
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gue na literatura j& se comente ha algum tempo sobre o esgotamento da
variabilidade genética. Provavelmente isto se explique pela assertiva de
ELLIOT (1967), que credita pouca importancia a influéncia do homem na
distribuicho das plantas e pela propria selecdo natural que,
independentemente do homem, tem utilizado a variabilidade genética nas
interagdes entre hospedeiro e consumidor, restando pouco a fazer pelos
geneticistas, em termos de transferéncia de resisténcia dentro da espécie.
Certamente que o0 mesmo se poderia afirmar em se tratando da
resisténcia a fungos, bactérias e virus.

O esgotamento da variabilidade genética ou até mesmo as dificuldades
de encontrar fontes de resisténcia a insetos ja vem de longe (DAHMS,
1967), o que, somado a que os insetos tém provocado as maiores perdas
nas culturas, ndo surpreende o grande avanco na industria de produtos
guimicos destinado ao controle dos mesmos. A ciéncia tem respondido
entdo com uma série de alternativas, que vao desde a busca de fontes de
resisténcia, seja oligogénica, poligénica ou mesmo pela criagdo de
variabilidade genética através dos mais variados métodos (FRANKEL,
1977), inclusive por indugdo de mutagBes. Atualmente a resposta por
parte da ciéncia vem, particularmente, através da engenharia genética.

A resisténcia transferida de uma espécie para outra, via engenharia
genética, dificulta mais a adaptagéo da praga a planta, mas ndo por muito
tempo (TABASHNIK, 1997). Portanto, a busca constante por fontes de
resisténcia continuard sendo uma necessidade do melhoramento
genético, mas pelo menos toda a diversidade genética do planeta estara a
disposicéo dos melhoristas.

Em todas as situagles, seja visando a transferéncia de genes entre
espécies (engenharia genética), ou vislumbrando a sintese de novas
moléculas biocidas, tendo como objetivo basico o estudo de plantas
alelopéaticas, ha a fundamental necessidade de se aprofundar o

conhecimento das bases bioquimicas da resisténcia.
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NORRIS & KOGAN (1984) ja inferiam que as evidéncias experimentais
sugerem a existéncia de algo como “mensageiros quimicos”, que atuam,
pelo menos como “agentes duplos”, isto é, atraem certas espécies e
repelem outras. A hipétese da existéncia de um coédigo submolecular
sugere que na interacdo entre planta e praga, entre si e 0 proprio
ambiente, trds como resultante uma relacdo de aceitacdo (cairoménica)
ou de repulsdo (aloménica). Assim, a transferéncia interespecifica de
genes tende a resolver com maior eficiéncia os problemas de resisténcia
a insetos, pela maior estabilidade da defesa quimica proveniente da
engenharia genética.

As plantas “sabem” diferenciar um ferimento mecéanico de um ferimento
causado por um inseto. Mais ainda, conseguem identificar o proprio inseto
consumidor e outros, respondendo diferentemente em funcdo das
secregbes orais e dos componentes da regurgitacdo, altamente
especificos (MAFFEI et al., 2004).

Quando uma planta resistente (gene R) € infectada por um patégeno
tem inicio uma série de mecanismos de defesa bioquimicos e estruturais,
incluindo a producdo de fitoalexinas e proteinas relacionadas a
patogénese (PR), maior rigidez da parede celular, apoptose
(hipersensibilidade) e resisténcia sistémica adquirida (DANGL & JONES,
2001). Da mesma forma que nas plantas resistentes, as suscetiveis,
mesmo ndo possuindo 0 gene R, também apresentam aumentos nos
niveis de acido salicilico, &cido jasménico, auxina e etileno (O’'DONNELL
et al. 2001; O'DONNELL et al. 2003), porém ndo suficientemente para
caracterizar a resisténcia.

Em resposta ao ataque de patdégenos e a ferimentos causados por
herbivoros, as plantas respondem através da producdo de metabdlitos,
que induzem a expresséo de diversos genes que codificam compostos de
defesa como as proteinas relacionadas a patogénese (PR), envolvidas na
resisténcia a moléstias e cicatrizacdo de ferimentos (CUI et al., 2002; SEO
et al., 2003; ; YOSHIOKA et al., 2003). Assim, como reacao a estresses
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bidticos e abidticos, as plantas respondem produzindo metabdlitos
secundéarios com potencial inseticida, nematicida, fungicida, bactericida e
outros, inclusive relacionados a fisiologia da prépria planta, como fito-
hormonios que interferem no seu crescimento e desenvolvimento (KUS et
al., 2002). A amplitude dessas respostas ao ataque de pragas em geral é
muito grande, envolvendo interagdes relativamente conhecidas como as
gene-especificas e outros processos multiplos relativamente menos
especificos (DANGL & JONES, 2001).

O desenvolvimento de plantas que expressam a resisténcia sistémica
adquirida (SAR) constitutivamente jA € plenamente viavel, com os
avangos no conhecimento de seus mecanismos (SUSUKI et al., 2004).
Por exemplo, dois genes bacterianos que convertem corismato em acido
salicilico foram transferidos para os cloroplastos de tabaco, promovendo
um aumento no acumulo de &cido salicilico de 500 a 1000 vezes em
comparagdo com o controle (VERBENE et al.,, 2000), conferindo
resisténcia a diversas infecgfes virais e fungicas.

Observa-se, portanto, que tanto os compostos derivados das plantas,
produzidos constitutivamente, quanto os ativados pela expressdo de
genes induzidos por estresses bidticos e abidticos, séo importantes para a
identificacdo de novas moléculas citotdxicas e genes a elas relacionados.
Tanto é possivel objetivar a insercdo de um gene de expressdo
constitutiva numa espécie vegetal de interesse econémico, quanto de
expressdo ativada, bem como ainda transferir genes de acgéo indireta
(constitutiva ou ndo) que venham a interferir na regulacdo de outros
genes de defesa. Desta forma, além da imensa relagcdo de plantas
promissoras, como fontes de genes de resisténcia a pragas (ervas
daninhas, insetos, acaros, nematoides, fungos, bactérias, virus e outras),
h& ainda aquelas espécies (onde se incluem as plantas domesticadas)
gue soO produzem metabdlitos de defesa imediatamente apds a ocorréncia
do estresse. Em biotestes com extratos vegetais, portanto, deve-se levar

em conta estas condigbes, procurando trabalhar em separado com
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plantas intactas, plantas atacadas e com simulacdo de ataque, mesmo
que, via de regra, as plantas tenham a capacidade de diferenciar
ferimentos mecénicos de lesdes causadas por organismos vivos (MAFFEI
et al., 2004).

Entretanto, é preciso levar em consideracdo que os resultados finais
vao depender das complexas interagbes entre fito-hormonios,
principalmente etileno, &cido jasmonico e acido salicilico, especialmente
no caso da resisténcia ativada somente apés o ataque do patégeno ou do
inseto, por exemplo. Dependendo da praga, bem como do genétipo da
planta e das relagbes epistaticas entre o0s genes envolvidos na
resisténcia, pode haver sinergismo ou antagonismo nas respostas aos

agentes bidticos invasores.

2.6.2. Genes relacionados aos mecanismos de defesa das plantas

Toda planta verde possui certa resisténcia contra alguns herbivoros e
esta resisténcia, em seu sentido amplo, vai desde os mecanismos de
escape temporal, resultantes de assincronismos fenoldgicos, até a
biossintese de moléculas complexas laterais, os chamados metabdlitos
secundarios (NORRIS & KOGON, 1984). Esta resisténcia deve ser
bastante comum na natureza (BREWBACKER, 1969), pois a maioria dos
insetos morre se tiver que ficar sobre plantas que ndo sejam especificas
de determinados grupos. Como as plantas ndo podem se mover para
evitar o perigo, desenvolveram mecanismos especiais de defesa, dentre
eles, a producdo de aleloquimicos, provavelmente a mais importante
estratégia de defesa das plantas (KINGSTON et al., 2000; WEDGE &
CAMPER, 2000).

Insetos usam enzimas proteoliticas ou hidroliticas na digestdo dos
alimentos. Assim, inibidores de a-amilase e proteinases derivados de

plantas tém interesse particular porque tais bloqueadores séo parte do
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sistema de defesa natural contra insetos (XU et al., 1996). Em adicédo, a
maioria dos inibidores de enzimas digestivas de insetos parece ser
bastante segura aos mamiferos, inclusive ao homem, pois sdo altamente
dependentes de pH. Como o pH 6timo das enzimas do aparelho digestivo
dos insetos pode variar amplamente de espécie para espécie, algo como
entre pH 3 a pH 12 (REECK et al.,, 1999), os inibidores podem ser
relativamente especificos. Entretanto, dada esta amplitude de variacdo
existente, os inibidores de enzimas digestivas devem ser estudados caso
a caso.

E bastante conhecido em Vigna ulguiculata (feijio-caupi) o gene que
codifica um inibidor da tripsina, que confere resisténcia a insetos. XU et al.
(1996) testaram extratos contendo proteina de plantas de arroz
transgénico (com o gene CpTi de resisténcia do caupi) contra a tripsina
bovina, observando forte inibicdo da mesma. In vivo, houve um aumento
significativo na resisténcia a duas espécies de brocas do colmo do arroz.

A eficiéncia do inibidor (composto fendlico) da tripsina, originado do
feijdo caupi, foi também estudada por GRAHAM et al. (1995) a partir de
linhagens transgénicas de moranguinho. Extratos de plantas
geneticamente modificadas chegaram a provocar 92% de inibicdo da
enzima. De acordo com Hilder et al. (1987), citados pelos autores acima,
este inibidor mostrou ser muito eficiente contra Heliothis, Spodoptera,
Diabrotica e Tribolium, quando este composto fendlico foi incorporado na
dieta destes insetos.

STOEWSAND et al. (1994) avaliaram em ratos o efeito de um inibidor
natural da colinesterase, encontrado em clones de macieira resistentes
(Malus brevipes) a larvas de Rhagoletis pomonella. Houve um efeito
significativo in vitro (testes em amostras de sangue), na inibicdo da
colinesterase dos roedores; entretanto, a atividade da enzima foi a mesma
para todos os tratamentos, no experimento in vivo (animais alimentados
com racdo com e sem casca de maca), denotando, como era esperado,

que o inibidor natural € degradado na digestdo dos mamiferos. O inibidor
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tem efeito diretamente no sangue, demonstrando sua atividade sobre a
acetilcolinesterase, mas quando consumido na alimentacdo é
completamente inécuo e, portanto, seguro para a alimentacdo humana. Ja
0s insetos ndo conseguem degradar o bloqueador durante a digestéo, ou
pelos menos tém mais dificuldades.

Sementes maduras de Psophocarpus tetragonolobus (feijao-de-corda,
consumido ha séculos por milhdes de pessoas) sdo toxicas as larvas e
adultos de insetos da familia Bruchidae. GATEHOUSE et al., 1991
testaram o efeito das diversas fracbes da proteina dessa planta sobre
Callasobruchus maculatus, detectando lectinas e inibidores de tripsina
(WBTI) no grao maduro, de alto poder inseticida contra essa pragas de
graos armazenados.

DOWD (1994) estudou variedades de milho resistentes a lagartas e ao
fungo Fusarium monilliforme, que correspondiam ao material com mais
altos teores de acidos fendlicos e com mais alta atividade da peroxidase.
Como adicional vantagem, observou que plantas resistentes a insetos e
fungos, contém altas concentracdes de &cido ferrulico, conhecido inibidor
de aflotoxina, produzido pelo Aspergillus flavus Link. Outro aspecto
interessante é que foi constatado nos Estados Unidos que o milho Bt
apresentou uma quantidade de aflotoxinas sete vezes menor que o
chamado produto organico (USDA, 2000). Tem sido muito comum na
literatura mundial se encontrar este tipo de abrangéncia de substancias
bioativas de uma planta, capazes de atuar, por exemplo, como inseticida
e fungicida, ao mesmo tempo. O &cido salicilico, por exemplo, é citado
como fazendo parte do mecanismo de resposta do patdgeno e resisténcia
da planta, sensibilizando células de plantas para elicitores de fungos,
dando o sinal na inducdo da resisténcia sistémica adquirida (WEDGE &
CAMPER, 2000). Por outro lado o acido salicilico, componente de
algumas espécies do género Salix (JULKUNEN-TIITTO et al., 1993), tem

comprovado efeito inseticida.
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Antibidticos, herbicidas, fungicidas e inseticidas freqlientemente se
originam de mecanismos de defesa de microorganismos e plantas.
Metabdlitos secundarios, que j& foram considerados sem importancia, s6
vistos agora como mediadores no mecanismo de defesa das plantas,
comportam-se como barreiras quimicas contra microorganismos e
animais predadores (WEDGE & CAMPER, 2000). N&o devera ser
surpresa se, comprovadamente, a mdultipla fungdo de metabdlitos for
comum entre as plantas, como forma de economia de energia e pela
complexidade de diversas moléculas bioativas.

Produtos naturais fornecem drogas que podem ser inacessiveis por
outras rotas e o processo de descoberta de compostos de plantas envolve
muitas etapas, desde a colegcdo de plantas e preparagcdo dos extratos
para os bioensaios com extratos, até o isolamento e elucidacao estrutural
dos constituintes bioativos (KINGSTON et al., 2000).

Quando se usam extratos vegetais com atividade inseticida, diversos
sdo os efeitos nos insetos: inibicAo na alimentagcdo, crescimento e
oviposicdo; alteragbes na morfologia, no sistema hormonal e
comportamento sexual; no aumento da mortalidade em estadios iniciais
do desenvolvimento ou mesmo no adulto e tantos outros (KOUL et al.
1990; RODRIGUES, 1996; HARTMANN et al, 1997; PRATES &
SANTOS, 2000). Na verdade sdo os mesmos sintomas provocados no
inseto-praga, pela planta resistente, quando eventualmente atacada
(AUSEMUS et al. 1967, BREWBAKER, 1969; NORRIS & KOGAN, 1984,
DOWD, 1994; STOEWSAND et al., 1994; XU et al., 1996). Para fungos,
igualmente, os extratos de plantas, com potencial citotdéxico, podem inibir
a germinagdo de esporos e mesmo o crescimento dos micélios (RIBEIRO,
1998)

Portanto, quando um extrato vegetal tem algum efeito deletério sobre
algum inseto ou fungo € porque ha um ou mais metabdlitos secundarios
com este poder. Ao mesmo tempo ha um ou mais genes envolvidos no

processo de defesa ou de resisténcia da planta que deu origem ao extrato
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vegetal. Pode-se dizer, portanto, que existe uma importante conexao
entre a pesquisa de novos produtos naturais de defesa das plantas contra
pragas e a busca de genes de defesa ou de resisténcia as mesmas.

O trabalho da engenharia genética comeca exatamente quando €
alcancada a meta da busca por novas drogas. E quando se chega a
elucidacao estrutural dos constituintes bioativos (KINGSTON et al., 2000).

Por esta razdo, é de grande utilidade a pesquisa na area de
biotecnologia, as informagbes provenientes da prospeccdo de novas
moléculas e da bioatividade das mesmas nos extratos vegetais, pois
poderao significar novos genes a serem utilizados na criagcdo de cultivares

transgénicas.

2.6.3. Plantas com acdo inseticida e fungicida: novos genes de

resisténcia

O uso de “plantas inseticidas” (que tipicamente produzem substancias
inseticidas, de expressao constitutiva) e de plantas resistentes a pragas,
tem uma base comum, que € o emprego de aleloquimicos presentes na
planta, como prote¢gdo (VENDRAMIN & CASTIGLIONI 2000) e que sao
extremamente importantes no desenvolvimento de uma agricultura que
tenha como prioridade a preservagéo e a recuperacdo ambiental.

A descoberta e o desenvolvimento de novos produtos derivados de
metabdlitos secundéarios, provenientes de vegetais, tém importancia
significativa, no sentido de se buscar produtos menos agressivos ao
ambiente. Os produtos derivados de plantas, mais aceitos pelos
consumidores, por terem menor impacto ambiental e por serem menos
toxicos aos mamiferos, tém sido investigados mais intensivamente pela
industria atual (WEDGE, & CAMPER, 2000).

As plantas tém sido a fonte mais comum de pesquisas na avaliagdo de

produtos naturais e tém contribuido muito significativamente na producgéo



de produtos farmacéuticos modernos. Mesmo assim, a imensa maioria de
aproximadamente 250 a 500 mil espécies de plantas superiores no mundo
ainda néo foi avaliada e o pouco que j& foi testado (5 a 15%) se restringiu
apenas a alguns restritos alvos terapéuticos (MILLER & GEREAU, 2000;
ECHEVERRIGARAY et al., 2001).

Essas defesas naturais poderdo ou ndo ser tdéxicas em maior ou menor
grau aos mamiferos e outros animais, dependendo da proteina inseticida
e de sua presenca ou concentracdo na parte comestivel da planta
(PUSZTAI et al., 1996). Ja anteriormente (PUSZTAI et al., 1993)
sugeriram que a presenca de lectina para aumentar a resisténcia a
insetos, em quantidades requeridas para ser eficiente contra 0s mesmos,
ndo poderia ser considerada sem riscos para a saude humana. A
possibilidade que os avancos da engenharia genética apontam para a
utilizacdo dos mecanismos que determinam a expressao génica tecido-
especifica podera vir a ser uma forma de poder utilizar genes
relacionados a substancias de defesa que podem ser téxicas aos
mamiferos, por sua concentra¢do na planta ou mesmo por sua natureza.

Muitas substancias de plantas defensivas (denatonium benzoato,
denatonium sacaride, L-fenilalanina, flavondides, terpenos, taninos e
outras) tém sabor amargo e podem ser tOxicas as seres humanos.
Entretanto, para herbivoros (inclusive mamiferos) e igualmente para
insetos, tal impalatabilidade e possivel toxicidade para uns, podem n&o
ocorrer para outros (NOLTE et al., 1994), o que torna tal estudo bastante
importante, no sentido de avancar no entendimento dessas interagoes,
antes de usar qualquer transferéncia genética, o que, de forma correta,
tem sido feito atualmente, em relagdo a seguranca alimentar. Ou seja: a
transferéncia de resisténcia a uma praga, sem os devidos estudos,
poderia significar também a transferéncia da suscetibilidade a outra praga,
adaptada a espécie doadora do gene. Por outro lado, a produgéo do novo
metabdlito pode significar a ampliagdo da resisténcia, inclusive a

microorganismos.
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Salicortina, salicilina, (+)- catequina e proantocianidina sdo compostos
fendlicos, com efeito inseticida, encontrados em Salix myrsinifolia (Salisb.)
gue foram estudados por JULKUNEN-TITTO et al. (1993), os quais
demonstraram que as variagfes ambientais interferem significativamente
no conteddo dos mesmos. Igualmente, JOHNSON et al. (2000)
observaram grande variacdo no contetdo de acetogeninas (inseticida e
anti-tumoral) em Asimina triloba (L.) Dunal, conforme a estacdo do ano.
Este tipo de resisténcia estaria entdo sujeito a uma certa instabilidade, o
que fortalece ainda mais a idéia da necessidade de combinagBes
piramidais, num manejo integrado de pragas. Diferentemente, (QUEIROZ-
VOLTAN et al., 1995) avaliaram a variacdo de terpenos em Hyptis
suaveolens (L.) Poit. (Labiateae), na defesa contra herbivoros,
observando que as diferencas ambientais ndo possuem forte efeito sobre
a herbivoria nessa espécie, mas que a variabilidade genética em
composi¢cao quimica foi a estratégia mais importante na defesa contra
herbivoros, reduzindo-lhes a sobrevivéncia e a eficiéncia.

Essa instabilidade devida as variacdes ambientais e a variabilidade
genética da resisténcia determinam entdo o desenvolvimento de
estratégias de manipulacdo genética, visando maior eficiéncia no controle
de pragas e maior seguranca aos consumidores e ao ambiente.

Quando uma planta é investigada, ndo é descartada a possibilidade de
haver mais de um alvo terapéutico, tanto que na busca por agentes anti-
tumorais tem-se descoberto novos antibiéticos, fungicidas, bactericidas e
até inseticidas.

Em trabalho cooperativo entre diversos paises, no Suriname,
KINGSTON et al.(2000), buscando agentes anticancerigenos, relatam as
principais plantas, onde foram encontrados agentes toxicos importantes e
gue podem ser potencialmente fungicidas e inseticidas:

Em Renealmia alpinia(rott) Maas (Zingiberaceae) foram isoladas trés
labdanediterpendides citotdxicos. Analises com Eclipta Alba (L.) Hassk

detectaram diversos alcaldides com bioatividade, em bioensaios com
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fungos. Em Himatanthus fallax (Muell.Arg.) Plumel e Allamanda cathartica
L. (Apocynaceae), os iridéides plumericina e isoplumericina mostraram
potencial promissor. A espécie Miconia lepidota DC (Melastomataceae)
caracterizou-se pela presenga de alquil-benzoquinonas com alto potencial
toxico.

Atualmente, as espécies de plantas mais promissoras, que se tem
estudado, encontram-se principalmente nas familias Annonaceae,
Aristolochiaceae, Asteraceae, Labiaceae e Meliaceae (SCHMUTTERER,
1990).

Na familia Annonaceae, as centenas de compostos bioativos ja
identificados nos varios géneros conhecidos, indicam que ha um imenso
potencial (LORENZI, 1998; JOHNSON et al., 2000), que pode ser
explorado através da engenharia genética. Nesses géneros mais
promissores desta famillia, encontra-se no Brasil, principalmente, Annona
crassiflora Mart., Rollinia mucosa (Jacquin) Baill., R. sericea (R. E. Fries)
R. E. Fries e Xylopia frutescens Aubl. (LORENZI, H., 1998).

Entretanto, ndo pode ser ignorado que as acetogeninas, pelos
mecanismos de ac¢do conhecidos e pela sua natureza, podem ser toxicas
aos mamiferos, inclusive humanos. Tais compostos, contidos na graviola
(Annona muricata), por exemplo, podem ser 10 mil vezes mais potentes
gue a adriamicina no combate a diversos canceres (MOSS, 2003). Se as
células cancerigenas sdo bem mais sensiveis que as normais, isto nao
significa que as Ultimas sejam completamente insensiveis. Diversos
estudos realizados em populagdes que consomem plantas anonaceas
(frutos e chas) com certa regularidade, relacionam este habito com
diversos males, inclusive com o parkinsonismo (CAPARROS-LEFEBVRE
& ELBAZ, 1999; LITVAN et al, 1999).

Por essas razdes é que a pesquisa tem tido muito cuidado na liberacé@o
de produtos, cujos mecanismos de agcado sejam 0S mesmos nas pragas e
em outros animais, inclusive o homem. Entretanto a variedade imensa de

metabolitos secundarios projeta a possibilidade de se descobrir novos
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mecanismos de acao ou sitios-alvos diferentes, que tornem mais segura a
utilizacdo dessas novas moléculas praguicidas.

Dentre as plantas inseticidas, talvez n&o haja atualmente no mundo
nenhuma mais conhecida e popular do que a Azadiracta indica (nim), cujo
composto ativo, a azadiractina, parece controlar mais de 200 espécies de
insetos e ainda atua como fungicida e nematicida (BURG & MAYER,
1998).

Muito conhecido no Brasil, o cinamomo (Melia azedarach), da mesma
familia do nim, também é conhecido ha varios anos como planta inseticida
(McMILLIAN et al.,1969; BURG & MAYER, 1998).

VENDRAMIM & SOUZA (2000) avaliaram extratos aquosos de trés
espécies de meliaceas (Azadirachta indica, Melia azedarach e Trichilia
pallida), os quais foram eficientes contra a mosca branca do tomateiro
(Bemisia tabaci). ROEL et al.(2000) também comprovaram a eficiéncia de
extratos de Trichilia pallida, como inseticida, em relacdo a lagarta-do-
cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith).

Os alcaldides da pirrolizidina tém fungdo como compostos de defesa de
plantas contra herbivoros, mas certas espécies de insetos adaptados
requerem estes compostos para Seu proprio crescimento e
desenvolvimento (HARTMANN et al., 1997). Isto explicaria, pelo menos
em parte, a maior ou menor especificidade das pragas e o conceito de
que toda e qualquer planta é resistente, ou nao teria sobrevivido; e abriria
espagco para o conceito de que toda e qualquer planta é igualmente
suscetivel, ja que ndo h4a uma s6 espécie que ndo tenha seu grupo de
pragas.

E td0 comum a presenca de substancias naturais defensivas da planta
contra pragas em geral, que praticamente todos o0s vegetais comestiveis
de cultivos comerciais estdo incluidos numa longa listagem organizada
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2000),
tidos como “plantas toxicas”, estas, definidas como espécies vegetais que

ja tenham sido relatadas na literatura cientifica mundial como causadoras
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de algum mal a salde humana. Apesar de adaptados, sempre tem
havido uma certa porcentagem, maior ou menor, de seres humanos
sensiveis (alérgicos) a alguns aleloquimicos existentes em qualquer
espécie vegetal, mesmo nas plantas domesticadas. Estes compostos
secundéarios podem ou ndo corresponder as moléculas de defesa das
plantas contra pragas.

Por outro lado, essas descobertas tém encorajado muitos
pesquisadores a aceitarem a idéia da maior relativa vantagem e
seguranca deste tipo de defesa seletiva da propria planta. A utilizagédo da
resisténcia genética de forma cruzada, ou seja, de uma cultura (espécie ja
domesticada) para outra, poderia aumentar a protecdo dos cultivos,
controlando um maior nimero de insetos, sem que houvesse problemas
para a saude humana, desde que sejam tomados os cuidados
necessarios. O organismo humano ja est4d adaptado a tais toxinas ou
mesmo estas substancias ja fazem parte de suas préprias necessidades.
Isto também acontece com os insetos consumidores (HARTMANN et al.,
1997). H& ainda a possibilidade de alterar minimamente, mas o
suficiente, a proteina alergénica, eliminando o carater téxico e
beneficiando aquele percentual sensivel de seres humanos. Assim, além
da possibilidade de substituicdo dos agrotéxicos convencionais pela
resisténcia genética, com inestimaveis beneficios a saiude humana e
ambiente, € possivel ndo s6 evitar o acimulo de produtos téxicos na
cadeia alimentar, como também eliminar os problemas de toxidez,
comumente existentes nos alimentos, com adequados cuidados, que
advirdo com 0s avangos na pesquisa.

De acordo com SACHS et al. (1996), apesar de todos 0s avangos nos
Ultimos anos ainda ndo é comum superar 0s métodos convencionais de
controle de pragas através de agrotdéxicos. O nuamero de cultivares
transgénicas resistentes € ainda relativamente muito pequeno e a
ocorréncia de mais de uma praga na mesma cultura obriga o produtor a

utilizar, algumas vezes, agrotéxicos mesmo nelas. Entretanto a
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combinacdo de varias alternativas parece ter um imenso potencial para,
definitivamente, desbancar os métodos convencionais, ja que é possivel
combinar fatores de caréater horizontal no controle de pragas que, em se
complementando, tornar-se-iam altamente eficientes para retardar a
adaptacdo das mesmas.

Ha que se considerar ainda que muitos outros organismos podem e
estdo contribuindo com metabdlitos secundarios os mais diversos. Os
fungos, os actinomicetos, as bactérias e outros tém um grande potencial a
ser desenvolvido. Os actinomicetos ja tém contribuido com muitos
produtos. As espinosinas, por exemplo, sé@o inseticidas naturais (dois ja
sdo comercializados), produzidos pelo actinomiceto Saccharopolyspora
spinosa, altamente eficientes contra lepidopteros, rapidamente
degradados no ambiente, com efeito residual comparavel com os
piretréides (WEDGE & CAMPER, 2000); e que por terem um unico modo
de agdo, minimo impacto ambiental, pouca toxicidade para os insetos
benéficos, insetos nado-alvos e mamiferos, com rapida degradacdo por
fotdlise, tornaram-se uma importante classe (macrolidos) de produtos de
origem natural. Ha que se considerar ainda que o ambiente maritimo tem
claramente um imenso potencial para a descoberta de compostos para o
desenvolvimento de agentes ativos contra pragas (insetos, &caros,
nematodides, fungos e outros) de plantas e os recentes avancos na area ja
possibilitam resultados concretos na obtengdo de novos produtos
(SAYED, 2000).

Assim, juntamente com um potencial praticamente inesgotavel a
disposicdo da ciéncia, surge um duplo desafio para a engenharia
genética: a manipulagdo desses genes sem comprometer a cadeia
alimentar com substancias que possam ser toxicas aos seres humanos.
Entretanto, h4 um grande potencial ainda a ser desenvolvido, utilizando-
se 0s genes das plantas domesticadas, comprovadamente mais seguros,
por serem tais vegetais consumidos ha milhares de anos pelos humanos,

como o feijdo-caupi e o feijdo-de-corda.
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No Quadro 1, a seguir, de forma resumida, estdo algumas espécies
vegetais e suas potencialidades, a partir de citacdes de diversos autores,
desde os estritamente cientificos, até mesmo aqueles fundamentados no
uso popular de plantas. A lista, na verdade, € bem maior e 0 que ora se
apresenta € apenas para que se tenha uma idéia geral dessas
possibilidades.

QUADRO 1. Algumas espécies vegetais com potencial para estudo das
propriedades inseticidas, repelentes e atraentes (PINHEIRO
et al., 1985; TIDElI et al. 1986; HERTWIG, 1986;
JULKUNEN-TIHTTO et al., 1993; GRAHAM et al., 1995; XU
et al., 1996; HARTMANN et al., 1997; BURG & MAYER,
1998; FEPAGRO, 1999; PRATES & SANTOS, 2000; CRUZ

et al.,, 2001; FDA, 2001; STANGARLIN et al. 2001).

NOME CIENTIFICO*

NOME POPULAR*

ACAO/CONTROLE*

Achillea millefolium

Mil-folhas

Fungicida

Achyroclyne satureioides

Macela, marcela

Inseticida para pulgdes

Adenostyles spp.

Inseticida em geral

Allamanda nobilis Alamandra Inseticida para pulgdes
Allium sativum Alho Inseticida para pulgdes
Aloe spp. Babosa Fungicida e inseticida
Annona crassiflora Araticum Inseticida em geral
Anona palustre Araticum Combate a piolhos

Anthemis spp.

Macela galega

Inseticida em geral

Artemisia vulgaril L. Losna Inseticida em geral
Azadirachta indica Nim Inseticida em geral
Baccharis genitelloides Carqueja Inseticida em geral
Brassica spp. Mostarda Controle de cochonilhas
Calendola officinalis Caléndula Inseticida em geral

Canavalia ensiformis

Feijao-de-porco

Herbicida (inibidor)

Continua...
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Continuacéo...

Capsicum annuum Pimenta Repelente em geral
Cayaponia tayuya Tajuja Atraente a vaquinhas e besouros
Chrysanthemum Cinerariaefolium Piretro Inseticida em geral
Cinnamomum camphora Canforeira Repelente de insetos

Cinnamomum zeylanicum

Canela-de-cheiro

Repelente de insetos

Cordia verbenacea

Erva-baleeira

Repelente de insetos

Coriandrum sativum

Coentro

Combate a acaros e pulgdes

Crotolaria wightiana

Crotoléaria

Combate a nematéides

Croton californicos

Croéton do deserto

Inseticida para pulgdes

Croton tiglium

Croéton

Inseticida em geral

Cyclamem elegans

Violeta dos Alpes

Acaricida

Cymbopogon citratus

Capim-cidré

Herbicida e repelente de insetos

Datura stramonium

Figueira-do-inferno

Repelente

Delphinium sp.

Esporinha

Controle de gafanhotos

Equisetum arvense

Rabo-de-lagarto

Inseticida para pulgdes e acaros

Equisetum sp. Cavalinha Moléstias foliares

Eucalyptus spp. Eucaliptos Inseticida em geral, herbicida
Eugenia uniflora Pitangueira Repelente de insetos
Eupathorium spp. - Inseticida em geral

Euphorbia sp. Papagaio Inseticida em geral

Heimia palicifolia Erva-da-vida Repelente de insetos domésticos
Helianthus annuus Girassol Repelente em geral

Heliopsis scabra Olho-de-boi Inseticida em geral

Heliotropium spp. - Inseticida em geral

Hplophyton cimicidum Barata Controle de lagartas em geral

Jatrophos curcas

Pinh&o-do-Paraguai

Repelente em geral

Lycopersicum esculentum

Tomateiro

Controle de pulgbes

Mammea americana

Abricé-do-Para

Inseticida em geral

Manihot utilissima

Mandioca-brava

Nematicida

Medicago sativa

Alfafa

Combate mosquitos

Melia azedarach Cinamomo Inseticida em geral

Mentha piperita Hortela Repelente para formigas
Mentha pulegium Poejo Fungicida e repelente de insetos
Mikania laevigata Guaco Inseticida em geral

Contiuna...
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Nepta cataria

Cataria

Controle de pulgdes

Nerium oleander

Espirradeira

Inseticida em geral

Ocimum basilicum Manjericado Controle de dipteros
Origanum majorana Manjerona Fungicida, repelente de insetos
Origanum vulgare Orégano Fungicida

Pachyrrhizus erosus Chegadinha Inseticida em geral

Palicourea marcgravii

Erva-do-rato

Raticida

Pelargonium zonali Geranio Repelente em geral
Pimpinella anisum Anis Repelente de tragas
Piptadenia colubrina Angico Inseticida em geral

Polygonum hydropiperoides

Erva-de-bicho

Inseticida em geral

Pteridium aquilinum(L.) Kuhn

Samambaia-das-taperas

Inseticida em geral

Punica granatum Roma Fungicida

Quassia amara Quéssia Repelente para pulgdes
Ricinus communis Mamona Repelente em geral

Rollinia mucosa Ariticum Inseticida em geral
Rosmarinus officinalis Alecrim Repelente de insetos

Ruta graveolens Arruda Pulgdes e formigas

Ryania speciosa Riania Controle de Carpocapsa sp.
S. fuchsii - Inseticida em geral

Salix spp. Salso Inseticida em geral
Sambucus australis Sabugueiro Repelente de insetos

Sapindus saponaria L.

Saboneteira

Inseticida em geral

Schinus therebenthifolius

Aroeira vermelha

Inseticida em geral

Schoenocaulon spp. Sabadilha Inseticida em geral
Senecio memorensis - Inseticida em geral
Stachytarphetta cayenensis Gervéao Inseticida em geral
Stemona tuberosum Estemona Inseticida em geral
Stenocalyx spp. Pitangueira Repelente de insetos, fungicida

Stylosanthus spp.

Alfafa-brasileira

Carrapaticida

Symphytum officinalis

Confrei

Inseticida em geral

Tagedes spp.

Cravo-de-defunto

Inseticida em geral

Tanacetum vulgare

Atanasia

Repelente em geral

Taraxacum officinale

Dente-de-ledo

Repelente de insetos

Continua...
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Teucrium abyoninicum Teucrio anti-helmintico

Thymus vulgaris Tomilho Repelente de insetos domésticos
Tropaeolium majus Capuchinho Repelente de pulgdes e nematoéides
Urginea maritima Cila-vermelha Raticida

Urtica urens Urtiga Pulgdes e lagartas

Vernonia anthelminthica Vernonia Vermicida e inseticida

Vigna unguiculata Feijao-caupi Inseticida em geral

Zanthoxylum clavalarculis Espinho-de-vintém | Inseticida em geral

* Nomes cientificos, nomes populares e agéo ou controle foram colocados na lista, com

fidelidade total aos respectivos autores.

2.6.4. Plantas resistentes a herbicidas e plantas que produzem seus

proprios herbicidas

Com o advento da engenharia genética, a resisténcia genética devera
substituir em muito o uso dos agrotdxicos convencionais, principalmente
inseticidas e fungicidas. Ganham em importancia entdo os herbicidas,
guando se generaliza em todo o mundo o0 uso da resisténcia de plantas a
herbicidas ndo seletivos. E o caso da resisténcia ao glifosato e glufosinato
de aménio, ja utilizados em mais de 40 milhdes de hectares em todo o
mundo.

O glifosato, pertencente ao grupo dos chamados derivados da glicina, é
um herbicida de acdo total, que é degradado rapidamente pelos
microorganismos do solo, sofrendo ainda oxidacdo e decomposi¢cédo pela
luz (OLIVEIRA JR, 1999). Os herbicidas deste grupo atuam inibindo a
enzima 5-enolpiruvato-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), encontrada
nos cloroplastos (COSTA, 2001), impedindo, por consequéncia, a sintese
dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano. Por apresentarem mais
de um mecanismo de acado, limitado ao metabolismo da planta e

praticamente nenhum efeito residual, esses herbicidas sédo considerados

94




produtos com baixa probabilidade de selecionar espécies resistentes
(OLIVEIRA JR, 1999)..

Com tais caracteristicas, principalmente referentes a baixa toxicidade e
efeito residual no solo praticamente inexistente, pode-se afirmar, sem
sombra de davidas, que os herbicidas desse grupo sdo aqueles que mais
se aproximam das exigéncias atuais da sociedade. A intensificagcdo de
pesquisas nesta area, com o advento da engenharia genética, vislumbra
moléculas menos toxicas ainda aos seres vivos € menos agressivas ao
ambiente.

Culturas tolerantes a herbicidas oferecem aos produtores rurais um
importante instrumento no controle de incos e sdo compativeis com 0s
sistemas de plantio direto, que auxiliam na conservagdo do solo. O
glifosato é favoravel sob o ponto de vista ambiental porque se liga
fortemente as particulas do solo e se degrada rapidamente em
componentes que ocorrem naturalmente, como o diéxido de carbono
(JEZOVSEK, 1997).

De acordo com BRASILEIRO & DUSI (1999), plantas geneticamente
modificadas para resistirem a herbicidas podem favorecer a utilizagéo de
produtos de acéo total, de menor toxidez e mais facilmente degradaveis
no solo, aumentando as opg¢Oes no controle dos ingos. Genes de
resisténcia a herbicidas sdo muito comuns na natureza, atuando das mais
diversas formas, fazendo desta op¢do uma das mais importantes, apesar
da resisténcia que tem havido por parte de grupos de ambientalistas
leigos.

Com o aumento da area de plantio de cultivares resistentes a
herbicidas, o surgimento de espécies resistentes é uma possibilidade
concreta, pela possivel selecdo de gendtipos pré-existentes nas
populacdes. Esta € uma situagdo que a ciéncia tem enfrentado, em
condicdes muito mais complexas, desde que o primeiro herbicida foi
inventado. Por isto ndo deverd ser dificl a solugcdo por parte da

engenharia genética, pois novos herbicidas, mais eficientes, menos
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toxicos e menos agressivos ainda ao ambiente, ja estdo sendo
pesquisados, visando estabelecer novos sistemas.

Como acontece com toda tecnologia em sua fase inicial, mesmo antes
gue o sistema resisténcia a herbicidas se generalize, ja se apresentam
novas perspectivas nesta &rea. Herbicidas naturais podem ser
encontrados em fungos e plantas, formando um grupo extremamente
diverso de moléculas naturais, que podem ser vistas potencialmente como
herbicidas (COBB, 1992). Assim como podemos contar com genes de
resisténcia a pragas e moléstias, dentro e fora da espécie, em breve a
pesquisa estara criando cultivares geneticamente modificadas, que
lancam aleloquimicos ao solo, capazes de impedir ou retardar a
germinacdo ou o crescimento das espécies daninhas. E a possibilidade
excitante e que comega a ganhar espago nos projetos de pesquisa em
todo o mundo, ou seja, a producdo de variedades comerciais de plantas
alelopéticas as ervas daninhas, dispensando o uso dos herbicidas
sintéticos, como sdo substituidos os fungicidas e inseticidas, quando se
opta pela resisténcia genética.

O estudo dos metabdlitos secundérios das plantas tem entdo
inestimavel interesse pratico, na busca de novas moléculas inseticidas,
fungicidas, bactericidas e herbicidas, dentre outras. Com 0s avangos da
biologia molecular, genes que codificam metabdlitos de defesa podem ser
transferidos para espécies cultivadas ou mesmo superativados nelas,
para aumentar os niveis dos compostos de defesa. Antes, entretanto, ha
necessidade de se prospectar, dentre uma imensidade de espécies
vegetais, aquelas mais promissoras. E um trabalho arduo que comecga
nos ensaios de alelopatia, desde aqueles com uma dose somente de
extrato vegetal, passando pelos os ensaios especificos de dose-resposta
de extrato, para se chegar aos experimentos com compostos fracionados,
rumo ao caminho para desvendar as estruturas moleculares das
substancias quimicas envolvidas, interagindo com outras éareas da

ciéncia.
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2.7. A alelopatia e a contribuicdo a prospecc¢édo de novas moléculas

bioativas e de genes de resisténcia a pragas

A busca por novas moléculas na natureza, que possam reverter a
crescente degradacdo ambiental tem ocorrido em todos os sentidos, mas
convergindo sempre para a meta principal que € a de prover a
humanidade com novas tecnologias menos agressivas a natureza e, por
conseguinte, aos seres vivos, inclusive ao homem.

Os trabalhos atuais sobre alelopatia na agricultura tém se voltado
principalmente para esta questdo: a descoberta de moléculas orgénicas
que possam Vvir a substituir ou associar-se aos agroquimicos
convencionais e que estejam mais em consonancia com as exigéncias
atuais dos modernos conceitos de biosseguranca.

O conceito moderno de alelopatia abrange, além dos mecanismos de
defesa das plantas, em funcdo da presenca de predadores e
competidores, as relagbes de sinergismo, representadas por
aleloquimicos produzidos por certas espécies e capazes de induzir
crescimento noutras espécies ou a ativacdo de qualquer caracteristica
que signifique melhoria na adaptagéo destas ultimas ao ambiente (BLUM,
1999; DAKSHINI, 1999).

Em geral, resultados obtidos de experimentos conduzidos em
laboratorio sdo o primeiro passo na identificagdo dos mecanismos do
comportamento de plantas, que podem envolver alelopatia (BLUM, 1999),
fornecendo subsidios para que tais agentes alelopaticos possam ser
isolados e identificados.

De uma forma ou de outra, todas os seres vivos sdo capazes de
produzir substancias que inibem o crescimento de seus competidores,

pois ndo fosse isto, jamais teriam condigbes de sobrevivéncia e a sele¢ao
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natural ja os teria eliminado, como deve ter ocorrido e continua
acontecendo com muitas espécies. Em algumas, entretanto, esta
capacidade se sobressai das demais, quando a producdo desses
metabdlitos secundarios resulta em forte interferéncia nos processos de
crescimento e desenvolvimento de outras espécies.

Relacdes de interferéncia entre plantas s&o agrupadas na
denominacado geral de alelopatia (RAVEN et. al., 2001). Na agricultura os
efeitos alelopaticos ja tem sido aplicados ja& h4d algum tempo, tanto no
sentido da precaucéo, como dos beneficios do fenébmeno.

Se o termo alelopatia, quando foi criado, referia-se as relagdes entre
plantas e entre microorganismos, atualmente j& tem havido uma
generalizagdo no sentido de uma maior abrangéncia na denominagéo, ja
que uma planta ndo compete apenas com outra, mas ha um envolvimento
geral no ambiente, onde entre os competidores estdo também os insetos,
os &caros, os fungos, as bactérias, os virus e outros (ALMEIDA, 1988;
DAKSHINI, 1999). Muitas vezes, inclusive, um mesmo metabdlito
secundario pode servir como mecanismo de defesa para mais de um
agente bidtico de estresse, j& que diversos fatores agressores externos
sdo capazes de ser percebidos por um mesmo receptor, gerando uma
cascata de sinais no processo de regulacdo génica, para a ativagdo de
um fator de transcrigdo (TAIZ & ZAIGER, 1998).

As plantas produzem suas substancias de defesa quando atacadas,
como resultado do processo de expressdo génica (TAIZ & ZAIGER,
1998), mas tais metabdlitos secundarios podem estar presentes, como
produto génico de expressao constitutiva. Assim como algumas plantas
produzem fitoalexinas, outras produzem substancias fendlicas, como os
taninos e os isoflavondides, que parecem desempenhar um papel
semelhante na natureza (RAVEN et. al., 2001), mesmo que estes ultimos
sejam geralmente de defesas estaticas, ou seja, sempre presentes nas

partes da planta onde eles ocorrem.
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A ciéncia da alelopatia tem o potencial de contribuir muito com a
producdo e estabilidade da agricultura. O grande desafio & utilizar os
conhecimentos gerados promovendo uma agricultura sustentavel, com
protecdo a biodiversidade (DAKSHINI, 1999) e para isto a alelopatia
necessita da integragdo com areas avancadas como bioquimica e biologia
molecular, para se tornar plenamente confiavel. Desta forma a alelopatia
ndo sO seria uma fonte de descoberta de novas moléculas bioativas,
como também poderia ter uma influéncia muito grande no manejo de
sistemas naturais e cultivados, se puder ser devidamente estabelecida
como um processo ecolégico (DALTON, 1999).

2.7.1. A alelopatia na agricultura no controle de ervas daninhas

A alelopatia € um fenbmeno muito comum e bem conhecido. Esta
plenamente comprovado que as plantas em geral produzem compostos
guimicos alelopéticos que atuam ndo sé sobre outras plantas, interferindo
na conservacgdo, dorméncia das sementes, crescimento das plantulas e
vigor vegetativo das adultas, como também s&o capazes de defendé-las
de ataques de patdgenos (atuando sobre os esporos, por exemplo),
insetos (repelentes atraentes ou toxicos) e outros herbivoros (ALMEIDA,
1988).

Com relagcéo a moléstias, insetos, bactérias, virus e outras pragas, 0s
mecanismos envolvidos tém sido relativamente bem estudados, inclusive
avangos na area de genética tém permitido que genes de resisténcia
sejam transferidos de uma cultivar para outra, dentro da espécie e de
espécies silvestres para cultivares correspondentes, via reproducéo
sexual. Com o advento da engenharia genética as possibilidades sdo
mais abrangentes, pois a barreira entre espécies foi finalmente quebrada.

A alelopatia, no seu conceito mais classico, que envolve a producao de

aleloquimicos por parte das espécies vegetais, como defesa contra outras

99



plantas da circunvizinhanga, apesar do termo s6 ter sido criado em 1937,
por Molisch (ALMEIDA, 1988), ja era conhecida desde a antiglidade.
Entretanto, pouco tem sido feito, em termos de melhoramento genético
convencional, e sé recentemente a area de engenharia genética comeca
a ser envolvida no sentido de se buscar plantas cultivadas resistentes ou
tolerantes a ervas daninhas.

A alelopatia tem um grande potencial no manejo integrado de ingos,
pela capacidade que as plantas tém, inclusive as cultivadas, de
produzirem aleloquimicos com potencial inibidor de crescimento de ervas
daninhas (WU et al.,, 1999), pelas evidéncias acumuladas de que as
cultivares diferem geneticamente entre si na resposta alelopética; e pelos
sucessos ja obtidos através da manipulacdo genética deste caracter.

Uma vez que os aleloquimicos séo tdo comuns, a possibilidade de se
obter produtos deles com caracteristicas herbicidas, a producdo de
anélogos sintéticos e cultivo de plantas consorciadas adequadamente
escolhidas, parece ser plenamente viavel (ALMEIDA, 1988). Tais produtos
poderiam ser muito Gteis, por exemplo, na preservagdo, dorméncia e
germinacdo das sementes, além de atuarem na lavoura, sobre as
sementes das ervas daninhas, quebrando-lhes a dorméncia e obrigando-
as a germinar mais cedo, processos estes ja utilizados, mas ainda em
pequena escala.

Além da possibilidade de escolher adequadamente as culturas a serem
utilizadas conjuntamente e aproveitar o somatério dos efeitos alelopaticos
individuais, os avanc¢os no conhecimento das interagdes alelopaticas pode
ser crucial na escolha da sequéncia de culturas nas rotacdes, o que nédo
tem sido geralmente levado em consideracdo (ALMEIDA, 1988).

Entretanto, ha necessidade de muito mais pesquisas, visando clarear
mais profundamente os mecanismos de acédo dos aleloquimicos, para se
conseguir avancar mais no sentido de compreender melhor o controle
genético da alelopatia (WU et al., 1999), onde provavelmente muitos

genes devem estar envolvidos. Uma vez que tais genes alelopaticos
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possam ser identificados e clonados, estariam estabelecidas as condi¢des
para programas de melhoramento visando transferir esses genes para
cultivares modernas, aumentando sua atividade alelopética, reduzindo o

uso de herbicidas.

2.7.2. A alelopatia e o fenémeno da hormese

Os vegetais produzem seus metabdlitos secundarios (TAIZ & ZEIGER,
1998), tanto de expressao constitutiva (sempre presentes na planta),
quanto de expressao ativada (conforme a necessidade). Se alguns
compostos estdo presentes em teores tdo altos que podem ser até
extraidos industrialmente, outros, certamente a grande maioria
desconhecida, podem ser produzidos em concentragdes muito baixas.
Entretanto, devido serem extremamente bioativos, tais compostos,
mesmo em minimas concentragfes, podem agir diretamente sobre as
células, ativando ou inibindo o crescimento ou desenvolvimento do préprio
organismo ou de outros na vizinhanga (BLUM, 1999). Quantidades
extremamente baixas podem ainda atuar indiretamente, interagindo com
outras moléculas, como os fito-hormonios, desencadeando processos de
defesa das plantas contra pragas ou mesmo incrementando outros
caracteres importantes, relativos ao préprio rendimento das culturas.

Atualmente tem crescido muito o interesse da pesquisa em alelopatia,
tanto pela industria na busca por novas moléculas herbicidas (COBB,
1992; CHON et al., 2003), quanto pela engenharia genética, visando a
criacdo de variedades alelopaticas geneticamente modificadas.

Os experimentos em alelopatia guardam muita semelhanga com os
ensaios de dose-resposta a herbicida. Esta semelhanca, em se tratando
da prospeccao de compostos herbicidas em extratos vegetais, certamente
deve significar também similaridade em relac@o as préprias respostas. E

se pode haver respostas inesperadas ou discrepantes para determinadas
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doses de herbicidas, é de se esperar que também possa ocorrer 0 mesmo
em relagdo a compostos com atividade herbicida nos extratos vegetais.

A bioatividade de compostos em baixissimas concentracdes tem sido
observada relativamente hd muito tempo na area de pesquisa agricola,
mas as evidéncias surgiram a partir de biotestes com herbicidas, quando
diversos autores notaram, ao determinar curvas de dose-resposta, que
alguns produtos estimulavam caracteres estudados no material reagente
(SCHABENBERGER et al.,, 1999; WAGNER et al.,, 2003; HUNT &
BOWMAN, 2004; NICOLA et al.,, 2004; PEREIRA et al., 2004). Este
fenébmeno foi definido como hormese, ou seja, a propriedade de um
agente toxico, sob baixissimas concentragbes, em estimular um
determinado carater (FORBES, 2000). Se inicialmente o fenbmeno serviu
apenas para intrigar os pesquisadores e aumentar os desvios das curvas
de resposta, com o advento das modernas tecnologias, o interesse pela
compreensdo do fendmeno tomou corpo e de alguns anos para cé,
diversos autores tém desenvolvido equagbes que explicam
matematicamente o fenémeno (BRAIN & COUSENS, 1989;
SCHABENBERGER et al., 1999). Estas equagfes sdo capazes de tracar
a curva completa de dose-resposta de agentes tdxicos para organismos
Vivos reagentes, caracterizando desde os efeitos horméticos até os efeitos
toxicos inibidores. Uma equacado néo é suficiente para a compreenséo de
um fendbmeno, mas a comprovacdo de sua ocorréncia ja € um primeiro
passo para desvenda-lo.

Um exemplo notavel da ocorréncia da hormese pode ser obtido com o
herbicida glifosato, que em concentracdes muito baixas estimula o
crescimento de plantulas em biotestes (SCHABENBERGER et al., 1999;
SOUZA et al., 2000; WAGNER et al., 2003).

A hormese pode ser explicada como uma adaptacao evolutiva que atua
para manter a capacidade reprodutiva sob mudangas ambientais
(FORBES, 2000). Como exige gasto de energia, nem todos os caracteres

exibem hormese simultaneamente, e assim, nem toda a capacidade
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reprodutiva € estimulada sob baixos niveis de agentes téxicos. Ja que
agentes toxicos afetam diferentes caracteres em diferentes direcbes e
para diferentes niveis, interpretar as consequéncias ecoldgicas da
hormese de um determinado carater ndo é possivel sem examinar suas
relacbes com todos os efeitos sobre a capacidade reprodutiva, definida
como a habilidade de um organismo em deixar cOpias de seus genes para
as futuras geragfes, envolvendo assim a capacidade de sobrevivéncia e
reproducdo, que sao essenciais para facilitar a persisténcia evolutiva dos
genes de um organismo.

Assim, caracteres importantes podem entdo ser afetados
negativamente por baixas concentracbes de agentes bioativos,
diminuindo a capacidade reprodutiva do organismo-alvo. Outros
caracteres estimulados podem ser agronomicamente importantes. No
primeiro caso se poderia adicionar uma nova opcao de estratégia
integrada & moderna proposta de Manejo Ecologico de Pragas. Em
ambas as situacBes a descoberta dessas moléculas bioativas forneceria
importantes subsidios as moderna quimica e biotecnologia. Derivados
sintéticos de produtos naturais, em baixas concentracdes, poderiam
controlar pragas, interferindo na capacidade adaptativa das mesmas;
outros poderdo ser importantes bioestimulantes. Através da engenharia
genética, microorganismos e plantas geneticamente modificados também
poderiam produzir tais compostos naturais, em teores que viabilizassem a
extracao e industrializacdo. Identificados, sequienciados e clonados esses
genes, a transferéncia dos mesmos para plantas cultivadas melhoraria a
resisténcia a pragas e os rendimentos, sem qualquer riscos a saude e ao

ambiente, pelas baixas concentracdes na planta.
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2.7.3. CondicOes a serem observadas nos testes de alelopatia

Os testes de alelopatia parecem ser indicados para avaliar a
citotoxicidade de compostos, quaisquer que sejam eles; ou mesmo que
estejam isolados ou como participantes no conjunto de um extrato bruto.
Tais testes podem mesmo ndo ser muito fiéis na busca por alelopatia,
pois as respostas podem ou ndo ser resultados de interacdes alelopaticas
(QASEM & HILL, 1989), jA que ndo é possivel ter certeza de que o
comportamento observado nos bioensaios seja resultado de modificagfes
em consequéncia do aumento dos niveis de residuos das plantas
incorporadas. A mera presenca de um aleloquimico ndo prova que ele
seja ecologicamente importante, ja que a prova conclusiva de ocorréncia
de alelopatia deve demonstrar que os aleloquimicos séo produzidos em
concentracgdes suficientemente altas para influenciar na associacao entre
espécies (INDERJIT & DAKSHINI, 1999).

Entretanto, esses biotestes ndo apresentam essas limitages, quando
se trata apenas de testar citotoxidade com o objetivo de identificar um ou
mais metabodlitos de defesa, partindo da avaliagdo do conjunto nos
extratos, até a individualizacdo dos componentes. Mesmo as interacfes
entre 0S componentes e outros processos que podem ocorrer N0 Meio,
alterando os compostos, como as oxidacdes, potencializando os efeitos
citotéxicos, ndo deixam de ser Uteis, ja que um dos objetivos de projetos
como este é abrir espaco para a descoberta de novas moléculas
bioativas. E necessario considerar que um composto, resultado da
oxidacdo de um metabdlito secundario, pode ser o produto final da defesa
da planta, quando o tecido recebe um ferimento provocado por um
herbivoro ou mesmo por um patdégeno ou outro agente agressor. No
ambiente natural, como por exemplo, no solo, os metabdlitos secundarios
podem sofrer modificagbes quimicas, modificagbes microbianas, ou
mesmo reagirem com 0s himus ou serem alterados por fatores fisicos
(WALLER et al., 1999).
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Diferentemente da maioria dos estudos a campo, os bioensaios de
laboratério s&@o desenvolvidos em condicdes Otimas, sem a
vulnerabilidade aos estresses quimicos que ocorrem com as plantas em
ambiente natural (DALTON, 1999), onde niveis relativamente baixos de
aleloquimicos sdo lancados continuamente e por efeito cumulativo
acabam sendo efetivos nas relacdes alelopéticas. Por isto ndo deve ser
surpresa que sejam necessarias altas concentracdes de aleloquimicos
(acidos fendlicos) para inibir crescimento nas plantas expostas nos
bioensaios.

Algumas vezes ndo é possivel identificar individualmente os agentes
alelopéticos, ja que muitas respostas sdo devidas a misturas complexas
de compostos organicos téxicos ou nao, cada um em baixissima
concentracdo (BLUM, 1996). Quando o objetivo de um projeto é a
alelopatia propriamente dita, a andlise dos componentes pode ser
frustrante, no caso de se esperar que a bioatividade observada seja
devida a determinados componentes, mas os efeitos ocorrem apenas
como resultados de interagBes entre moléculas. A procura por produtos
bioativos ndo tem os resultados iniciais dos testes dos extratos no seu
conjunto como o objetivo final, mas apenas a busca da identificacdo de
um fendmeno que precisa ser estudado na sua esséncia.

Por outro lado, alteragcfes devido ao meio, que diminuam os efeitos de
um extrato, estas sim, tém potencial de mascarar os resultados, nao
interessando aos objetivos de qualquer projeto. Desta forma, néo resta
davidas de que a uniformidade é fator primordial na elaboragdo de
biotestes em alelopatia. Como o ambiente natural promove extrema
variacdo na composicdo alelopatica (INDERJIT & DAKSHINI, 1999),
certamente ensaios de laboratério com condi¢des mais controladas
possiveis, devem ser provavelmente os mais recomendaveis.

LEHMAN & BLUM (1996) demonstraram que a umidade do solo pode

influenciar, mascarando, reduzindo ou mesmo eliminando os efeitos
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alelopéticos, por agdo de dominancia, conforme aumenta o grau de
umidade.

WEIDENHAMER et al.(1989) verificaram que os efeitos fitotoxicos séo
dependentes da densidade de sementes e concentracdo da fitotoxina. A
fitotoxicidade decresceu com o aumento da densidade pela menor
disponibilidade (concentragdo) de toxinas por individuo.

Putnan e De Frank (1983), citado por BLUM (1999) observaram que os
efeitos do centeio (Secale cereale) eram mascarados pela interferéncia da
serragem de platano, utilizada no experimento, reduzindo a luminosidade
e a temperatura.

Os efeitos inibitérios do girassol (Helianthus annuus L) sobre
Amaranthus retroflexus diminuiram, quando foi adicionada solug&o
nutritiva (Hall et al, 1982, citados por BLUM, 1999), influenciando no
conteudo total de &cidos fendlicos. Hall et al.(1982) ainda cultivaram
girassol (Helianthus annuus L) sob varios niveis de nutrientes, para obter
tecidos de girassol com diferentes niveis de acidos fendlicos totais (TPA),
observando que a germinacdo de sementes de Amaranthus retroflexus
diminuiu conforme era utilizado tecido de girassol com teores mais altos
de TPA. Por outro lado, a adicdo ao substrato de solugdo nutritiva
diminuiu ou anulou os efeitos inibitérios na germinagdo de sementes e no
crescimento das plantulas. Nos tecidos de girassol, os contetdos de
nitrogénio e TPA foram correlacionados negativamente, enquanto que
fosforo e potassio tiveram correlagdo positiva na producdo de TPA,
resultando na diminuicdo da biomassa de plantulas de Amaranthus. Isto
mostra que o conteldo de nutrientes no solo e na espécie alelopética
pode influenciar na resposta as fitotoxinas. Acidos clorogénicos foram os
mais abundantes, mas influenciaram apenas no crescimento de plantulas
de Amaranthus, efeito este eliminado quando da adicdo de solucdo
nutritiva.

Nos sistemas ecolégicos o0s compostos fendlicos parecem

desempenhar um papel central, pelo seu potencial fitotoxico, claramente
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reconhecido (DALTON, 1999), sem que, entretanto, tenha sido possivel
estabelecer definitivamente que tenham efeitos alelopaticos, pois ndo se
conseguiu até agora demonstrar que estejam presentes em
concentracgdes e tempo suficientes no solo, para serem responsabilizados
pela ocorréncia do fenémeno.

INDERJIT & DAKSHINI (1999) sugerem extremos cuidados na
elaboragdo de protocolos de bioensaios para deteccdo de alelopatia,
visando minimizar os efeitos de interagcbes que venham mascarar 0s
efeitos alelopéticos, pois 0os componentes fisicos, quimicos e biolégicos
do solo influenciam na disponibilidade e na acdo dos compostos
alelopéticos. Assim, a utilizagcdo de solo na condug&o dos ensaios parece
ndo ser a melhor escolha na avaliagdo da citotoxidade dos compostos
secundérios das plantas.

De acordo com BLUM (1999), fundamentado em vérios autores,
algumas consideragbes principais devem ser observadas no
estabelecimento de bioensaios de alelopatia: maximizagédo dos efeitos
fitotoxicos ou benéficos no laboratério; freqiientemente se tem utilizado
tecido foliar de plantas sadias, mas sob estresse e antes de chuvas,
parece ser mais eficiente; no caso de se estocar tecido vegetal, este deve
permanecer na forma intacta, para evitar oxidagbes facilitadas pela
moagem; apOs preparado, o extrato deve ser aplicado imediatamente,
para evitar alteragdes por fatores ambientais; o reagente deve ser de uma
espécie bem sensivel (Lactuca sativa e Cucumis sativus sdo bastante
sensiveis); recomenda-se utilizar sementes individuais para o teste, a fim
de maximizar as concentragfes das fitotoxinas; varias concentracdes de
extratos de plantas devem ser testadas, jA que no solo ocorre esta
situacdo. A espécie reagente mais indicada pelos autores parece ser a
alface (Lactuca sativa), que apesar de néo ser ecologicamente a mais
indicada (FOY, 1999), tem a vantagem de ser uma das mais sensiveis
(BLUM, 1999; ELAKOVITCH, 1999).
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Em geral, os resultados de laboratério sdo o primeiro passo na
identificacdo dos mecanismos do comportamento de plantas, que pode
envolver alelopatia. No minimo, os agentes alelopaticos devem ser
isolados, seu modo de acdo e de transmissdo identificados e outros
fatores (umidade do solo, temperatura, acidez) devem ser eliminados,
como causas de variacdo, antes de se considerar a alelopatia como
agente causador dos fendmenos (WILLIS, 1985). Apesar das limitacdes,
0s bioensaios sdo cruciais para a pesquisa em alelopatia e permitem ao
pesquisador demonstrar, no minimo, a existéncia de potencial alelopatico
(ELAKOVITCH, 1999), mesmo que poucos experimentos tenham sido
eficientes para separar interagBes alelopéticas de outras interacfes
planta-planta, como aquelas envolvendo competicdes.

Os bioensaios em alelopatia tém consistido em monitorar a germinagao
de sementes e/ou crescimento de plantulas de espécies vegetais,
peculiarmente mais sensiveis, na presenca de residuos da planta em
estudo (BLUM, 1999). A inibicdo ou estimulo da germinacdo ou
crescimento de plantulas é considerado pela maioria dos autores como

evidéncia de atividade alelopética.
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3. PROSPECGAO DE ESPECIES VEGETAIS, ENQUANTO
EXCIPIENTES DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Resumo

Visando selecionar espécies vegetais como fontes de compostos
bioativos, bem como adequar uma metodologia eficiente em testes de
alelopatia, 56 diferentes extratos foram testados em seis ensaios (fotofase
14, 25 + 0,5° C) em sementes e plantulas de Lactuca sativa, no
Laboratorio de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS), no periodo de
fevereiro de 2003 a abril de 2004. Com excegdo do extrato de ariticum
(Rollinia silvatica), que consistiu na obtencéo de um litro de destilado de
750 gramas de folhas com 1,5 L de &gua, e do 6leo de nim (Azadirachta
indica) na concentragéo de 1% (v/v), os demais 54 foram extratos brutos
aquosos na dose de 1/3 (p/v), obtidos pela trituracdo de folhas em agua
destilada com liquidificador doméstico, com posterior coagem e pH
corrigido para 5,8 + 0,2. Sementes a germinar e pré germinadas de L.
sativa foram colocadas sobre papel toalha esterilizado, contendo extratos
vegetais (20 mL), em caixas tipo germbox. Nos dois primeiros
experimentos, caixas, folhas do material reativo e sementes do material
reagente foram desinfetadas com hipoclorito de sddio a 0,5% por um
minuto. As sementes ainda foram descontaminadas também com &lcool
70 °GL por 15 segundos. Nos demais bioensaios procedeu-se apenas a
uma lavagem das folhas com &gua potavel. No primeiro ensaio a

utilizagéo de solugao nutritiva permitiu a realizagdo de medidas finais aos
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12 dias e nos demais, somente com a adi¢cdo dos extratos, as leituras dos
dados de observagdo foram feitas dos cinco e aos oito dias. Os
experimentos foram conduzidos em blocos ao acaso com quatro
repeticbes. Nos dois primeiros biotestes cada repeticdo constou de 16
sementes pré germinadas (plantulas) por repeticdo. No terceiro e quarto
bioensaio foram, respectivamente, 25 sementes a germinar e 16
germinadas por parcela. No quinto e sexto ensaios foram utilizadas 10
sementes a germinar e 10 sementes germinadas, colocadas lado a lado
em cada caixa, permitindo a realizagdo de dois bioensaios em cada
bateria de caixas e extratos vegetais. Foram medidos os caracteres
germinacao, emissdo de cotilédones, sobrevivéncia, estatura de plantula,
massa fresca e massa seca de raizes, massa fresca e seca da parte
aérea. Os biotestes realizados neste trabalho permitem afirmar que a
alelopatia é regra geral entre as espécies vegetais e a prospeccdo de
moléculas bioativas, através de testes preliminares, discrimina também
facilmente extratos vegetais com efeitos alelopaticos positivos e, portanto,
promissores como excipientes de compostos bioestimulantes. A
simplificacdo dos bioensaios possibilita a realizacdo dos testes de
alelopatia in loco, através de laboratério mével, permitindo a coleta para
avaliacbes mais precisas daquelas espécies mais promissoras,

economizando tempo e recursos financeiros.

Abstract

Aiming to select plant species as source of bioactive compounds and
to develop an adequate methodology, 56 different vegetal extracts were
studied by six bioassays (photophase 14, 25 + 0.5°C) on seeds and
seedlings of Lactuca sativa at laboratory at Universidade Federal de Santa
Maria, RS, Brazil, from February 2003 to April 2004. Except for Rollinia

silvatica extract, that consisted on distillated (one liter) obtained from
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distillation of 750 g of leaves with 1.5 liter of water, and nim (Azadirachta
indica) oil at 1%, the others 54 aqueous extract were obtained by the
same way (1/3, p/v, respectively, leaves and water distillated and pH 5.8 +
0.2). The reagent materials (seeds and seedlings of L. sativa) were placed
on germbox (11lcm X 11 cm) on substrate (toilet-paper) containing the
extracts (20 mL). In some experiments the material (seeds) was
disinfected with sodium hipochloride (0.5%) for one minute and alcohol
70° GL for 15 seconds. In others, the leaves received a single washing. In
the first bioassay it was applied nutritive solution (hydroponics solution to
lettuce) that permitted record of data on the 12" day. The other bioassays
(without solution), with extracts only, the data were obtained on the fifth
and eighth days. The experimental design adopted was the randomized
complete block, with 15 treatments, four repetitions and 40, 64 and 100
seeds or seedlings per treatment. On two experiments the seed and
seedlings were placed on the same germbox, aiming to execute two
bioassays at the same time on each set of boxes and extracts. The
characters germination, survival, shoot length, root and shoot dry matter
and others were measured and analyzed. The results obtained show that
allelopathy is a general condition among plants and the screening of
bioactive compounds easily allow to select extracts with negative and
positive allelopathic effects. Simplicity of bioassays permits the execution

of tests in loco, by a mobile laboratory.

3.1. Introducéo

Todos o0s seres vivos, principalmente as plantas, produzem
substancias de defesa como resposta a estresses bibticos e abibticos
(ALMEIDA, 1988; TAIZ & ZAIGER, 1998); algum organismo, que
porventura ndo o fizesse, certamente estaria, no minimo, em processo de
extingdo. Se por um lado isto significa que a pesquisa por produtos

bioativos tem & sua disposicdo uma fonte praticamente inesgotavel
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(BARREIRO, 2001), por outro lado, requer que se estabelecam
metodologias adequadas para se prospectar, por exemplo, dentre
centenas de metabdlitos secundarios elaborados numa sé espécie, um ou
poucos compostos realmente Uteis aos objetivos de pesquisa.

Diante de tanta complexidade, impde-se a simplificacdo, através do
estabelecimento de etapas que objetivem a construgdo de uma base
sOlida, a partir da qual a pesquisa cientifica possa avangar, visando a
elucidacdo dos fenébmenos bioldgicos, tendo como meta uma agricultura
cada vez mais sustentavel.

Com base nesta visdo, foram estabelecidos ensaios de laboratorio em
condigbes mais uniformes possiveis, onde extratos vegetais em altas
concentracdes, adequadamente coletados, foram testados em sementes
e plantulas de Lactuca sativa (alface), por se constituir esta espécie mais
sensivel em comparacdo com as demais, segundo a maioria dos autores
(BLUM, 1999; ELAKOVITCH, 1999; FOY, 1999).

Este trabalho de pesquisa objetivou selecionar algumas espécies
vegetais mais promissoras, dentre as diversas disponiveis na Regido Sul
do Brasil, com potencial de bioatividade, a serem testadas para aplicagéo
nas diversas areas da agricultura. Também se buscou desenvolver
metodologia eficiente, radpida e de facil utilizacdo, para testar extratos

vegetais, se necessario, in loco, economizando tempo e recursos.

3.2. Revisado de literatura

Os quimicos consideram que a dificuldade em trabalhar com extratos
de plantas reside principalmente no nimero muito grande de compostos,
aumentando o tempo necessario para purificacdo; e na complexidade das
moléculas naturais, o que na verdade se constitui na riqueza do potencial
de tais estruturas complexas (YUNES & CECHINEL FILHO, 2001), pelas
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inimeras possibilidades na busca de novos derivados sintéticos (MONGE,
2001; YUNES & CECHINEL FILHO, 2001).

Na procura por novos compostos néo importa a complexidade, a
facilidade de separagao ou a concentragdo, mas se apresentam atividade
biolégica e por isto os estudos guiados por bioensaios in vivo ou in vitro
sdo muito importantes nas fases iniciais (CECHINEL-FILHO & YUNES,
2001). As triagens iniciais geralmente iniciam com modelos experimentais
menos complexos e sO apds a selecdo das substancias puras ativas €
gue estas sdo analisadas em ensaios mais especificos, para depois
serem levadas ainda para a analise do mecanismo de acdo bioldgica.
Esta ultima etapa € das mais dificeis, pois exige a combinacdo de
técnicas avancadas de biologia molecular, bioguimica, eletrofisiologia
(CALIXTO, 2001).

Assim, numa primeira etapa de avaliacbes, h& necessidade
primeiramente de testar supostos produtos bioativos no conjunto dos
demais metabdlitos (BLUM, 1996; CHECHINEL-FILHO & YUNES, 2001).
Como as substancias bioativas, apesar de em numero relativamente
grande delas, compondo o conjunto dos produtos secundarios produzidos
por uma espécie vegetal, estdo, em geral, individualmente em
concentracdes relativamente baixas (BLUM, 1996; DALTON, 1999), ha
que se testa-las em concentragfes mais altas possiveis. Desta forma, os
autores, de uma maneira geral, recomendam iniciar os biotestes a partir
de extratos vegetais nas suas doses mais elevadas, para depois,
revelando a presenca de uma ou mais substancias bioativas, avancar no
sentido de testa-las isoladamente. Da mesma forma, devido as provaveis
concentracbes baixas do metabdlitos de defesa nos extratos vegetais
também é recomendavel a utilizagdo de espécies reagentes altamente
sensiveis (BLUM, 1999; ELAKOVITCH, 1999), como Lactuca sativa,
solanum licopersicum e diversas espécies da familia Cucubitaceae.

Além das altas concentragdes dos extratos vegetais a serem testados,

a densidade (distancia entre plantulas) das espécies reagentes € muito
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importante, no sentido de que a quantidade de metabdlitos secundarios
absorvidos por individuo-alvo estad diretamente relacionada com o
tamanho da populagéo do organismo reagente, para uma determinada
porcdo de extrato vegetal reativo (WEIDENHAMER et al.,1989; BLUM,
1999).

O teste de germinacdo é muito importante (BLUM, 1999), mas
avaliacdes no crescimento e desenvolvimento de plantulas, a partir de
sementes pré germinadas, pela maior sensibilidade destas a estresses
abidticos, provavelmente sdo mais eficientes na detecgéo da bioatividade
nos extratos vegetais.

Os mesmos testes utilizados para detectar alelopatia nos extratos
vegetais podem ser utilizados visando a prospeccao de bioatividade, com
vantagens em relacdo aos primeiros. Os biotestes muitas vezes n&o
revelam alelopatia (QASEM & HILL, 1989; INDERJIT & DAKSHINI, 1999),
mesmo quando detectam interferéncia no crescimento e desenvolvimento
das espécies reagentes. Entretanto, para objetivos que incluem a busca
de substancias que potencialmente possam vir a ser praguicidas,
diretamente ou por agao elicitora, ou mesmo indutoras de processos que
envolvam o crescimento e desenvolvimento vegetal, tais biotestes podem
ser excelentes.

Como os metabdlitos de defesa das plantas, em resposta a fatores
biéticos e abibticos sdo, em grande parte, ativados a partir de tais eventos
(ALMEIDA, 1988; TAlIZ & ZAIGER, 1998), deve ser esperada grande
variacdo na composicao dos extratos vegetais em funcdo das variacdes
ambientais (WILLIS, 1985). Mesmo aquelas substancias secundéarias,
CUjos genes possuem expressao constitutiva, podem variar muito em
concentragcdo nos extratos vegetais, em fungéo das variagdes ambientais
envolvendo condi¢des climéticas. Nos periodos de seca ou com umidade
abundante provavelmente estardo, respectivamente, mais ou menos
concentrados nas plantas. As variagbes podem ocorrer até mesmo em

funcdo do horario de coleta do material vegetal. Por exemplo, em dias
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ensolarados as maiores concentragdes geralmente ocorrem entre 12 e 15
horas, quando as perdas sdo menores, pois as plantas usualmente evitam
a saida de &gua no periodo mais quente do dia, fechando os estématos
das folhas. Através de um mecanismo envolvendo o acido abscisico,
resulta em menor turgescéncia das células-guarda e, por conseguinte, 0s
ostiolos se fecham (TAIZ & ZEIGER, 1998).

Condicdes do solo como pH, pressdo osmotica da solugdo, nutrientes,
textura, aeracdo, umidade, presenca de microorganismos e outras
também podem influenciar muito a atividade dos metabdlitos secundarios
(LEHMAN & BLUM, 1996; INDERJIT & DAKSHINI, 1999; WALLER et al.,
1999). Assim, ndo h4 duvidas de que a utilizagdo de solo como substrato
para os biotestes de alelopatia, principalmente quando o objetivo é avaliar
a bioatividade de extratos vegetais, sejam ou néo por efeitos alelopaticos,
ndo é recomendavel. Desta forma, os biotestes de alelopatia e de
bioatividade em laboratério sdo decisivos (ELAKOVITCH, 1999), mas
exigem o maximo de uniformidade (DALTON, 1999; INDERJIT &
DAKSHINI, 1999), visando eliminar fatores que venham a interferir, seja
na composicdo dos extratos, seja nas substancias neles contidas,

degradando-as ou inativando-as.

3.3. Material e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no periodo de fevereiro 2003 a
abril de 2004, em sala climatizada (temperatura de 25 + 1°C, fotofase de
14 horas) do Laboratério de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia, da Universidade Federal de Santa Maria.

A escolha das espécies vegetais testadas baseou-se principalmente na
referéncia por outros autores, como tendo potencial alelopatico ou mesmo
como fungicida e inseticida, principalmente (PINHEIRO et al., 1985; TIDEI
et al. 1986; HERTWIG, 1986; JULKUNEN-TITTO et al., 1993; GRAHAM et
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al., 1995; XU et al.,, 1996; HARTMANN et al.,, 1997; BURG & MAYER,
1998; FEPAGRO, 1999; PRATES & SANTOS, 2000; CRUZ et al., 2001;
FDA, 2001; STANGARLIN et al. 2001). Outras, como algumas espécies da
familia Annonaceae (R. silvatica) e Meliaceae (Azadirachta indica e Meliah
azedarach), que foram utilizadas nos experimentos, j& sdo conhecidas por
conterem compostos inseticidas promissores, até mesmo jé identificados
(McMILLIAN, 1969; SCHMETTERE, 1990; RODRIGUES & VENDRAMIM,
1997; JOHNSON et al, 2000; SOUZA & VENDRAMIM, 2000;
VENDRAMIM & SCAMPINI, 1997; NAUEN & BRETSCHNEIDER, 2002;
BOGORNI, 2003; dentre outros).

A identificagdo e confirmacdo das espécies vegetais utilizadas,
relacionadas nos bioensaios a seguir, foram realizadas pelo Professor
Adelino Alvarez Filho, M. Sc. em Taxonomia Vegetal.

Sementes de alface (Lactuca sativa L. - Asteraceae), variedade
Maravilha de Inverno, a germinar e pré-germinadas, foram colocadas em
caixa tipo germbox (11cm x 11 cm) fechadas, sobre papel-toalha
embebido com extratos vegetais (20 mL por caixa) a serem avaliadas,
com pH corrigido para 5,8 +0,2, na concentracdo de 1/3 (p/v), em gramas
de folhas frescas por mL de agua destilada. Os extratos vegetais foram
obtidos a partir da coleta (entre 12 e 15 horas) de folhas, que foram a
seqguir lavadas e desinfetadas com hipoclorito de sédio a 0,5% por um
minuto e novamente lavadas com agua potavel, em dois primeiros
bioensaios (Bioteste 1 e 2). Nos demais experimentos esta assepsia nao
foi realizada, ja que se observou que os niveis de infeccdo sdo minimos,
relativamente ao curto espacgo de tempo entre a instalagéo e a coleta de
material para analise. Apés, as folhas, misturadas com &gua destilada,
foram trituradas em liquidificador doméstico por 2 minutos. Os extratos
foram filtrados em tecido de algoddo, sob pressdo, e imediatamente
utilizados, ficando no méximo por um periodo de 12 horas estocados a
temperatura ambiente. O extrato de marcela (Achyrocline satureioides) foi

obtido a partir de flores secas (a sombra), com 10 cm de pedunculo e
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conservadas no congelador a —20°C. O destilado de ariticum (Rollinia
silvatica) correspondeu ao material bruto de um litro de destilado da
mistura de 750 gramas de folhas com 1,5 L de agua. O 6leo de nim,
utilizado na concentragédo de 1% (v/v), de acordo com Certificado de
Andlise (BRITO, 2004), continha 0,158% (m/m). A testemunha
correspondeu ao tratamento com agua destilada.

As sementes de alface pré-germinadas, com radicula aproximada de
2mm, foram obtidas a partir da germinacdo em papel toalha embebido
com agua destilada, a temperatura de 25 + 0,5 °C, por aproximadamente
24 horas. As sementes ainda foram também desinfetadas com alcool 70
°GL por 15 segundos. Foram utilizados 16 individuos (plantulas) por
repeticdo, nos dois primeiros e no quarto experimentos; 25 sementes no
terceiro experimento de germinacgao e 10 sementes e plantulas (sementes
pré germinadas) nos demais experimentos (Bioteste 5 e 6). Nos
bioensaios com 10 sementes por repeticao, as caixas germbox, repartidas
ao meio, serviram para realizar os dois experimentos (de germinacéo e de
crescimento e desenvolvimento de plantula) simultaneamente,
aproveitando os extratos para ambos.

Os principais parametros observados foram: indice de germinacao,
indice de sobrevivéncia, estatura de plantula, massa seca de raizes e
massa seca da parte aérea. Outros dados, como indice de emissédo de
cotilédones, comprimento de radicula, massa fresca de raizes e massa
fresca da parte aérea, foram obtidos em alguns experimentos, na tentativa
de otimizar a metodologia.

O delineamento experimental para todos os experimentos foi blocos ao
acaso com 4 repeticdes. Cada experimento constou de 15 tratamentos.

Os procedimentos de analise e interpretacdo de experimentos foram
realizados usando o pacote estatistico NTIA/EMBRAPA (Centro de
Ciéncias Rurais, Departamento de Fitotecnia, cedidos pela EMBRAPA
1986, 1988, 1989). Os dados para indice de germinacdo, emissdo de

cotilédones e sobrevivéncia, nas andlises estatisticas, foram
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transformados em arco-seno da raiz quadrada da proporcao de individuos
viveis para o carater considerado, relativamente ao namero inicial de
individuos testados, igual em todas as parcelas.

Para a consecucdo dos objetivos do projeto foram executados seis

experimentos especificados a seguir.

Bioteste 1

Estabelecimento: 28 de fevereiro de 2003. As medidas em plantulas
foram realizadas aos sete e doze dias. Para tal, foi feita uma aplicagcéo de
solucao nutritiva (20 mL/caixa) para hidroponia em alface (SANTOS et al.,
2002), aos sete dias, preparada pelo Departamento de Fitotecnia do
Centro de Ciéncias Rurais (UFSM, Santa Maria, RS).

Tratamentos:

1- Testemunha: Agua (adgua destilada)

2- Capim-santo: Cymbopogon densiflorus Stapf. - Poaceae

3- Ciprestre: Cupressus sempervirens L. - Cupressasseae

4- Espirradeira, var. vermelha: Nerium deander L. - Apocynaceae

5- Eucalipto: Eucaliptus citriodora Hook. - Myrtaceae

6- Gervao: Stachytarpheta cayenensis (Rich.) Vahl - Verbenaceae

7- Sabugueiro: Sambucus australis Cham. et Schlecht. -

Caprifoliaceae

8- Manijericao: Ocimum basilicum L. - Lamiaceae

9- Canela-de-cheiro: Cinnamomum zeylanicum Breyn. - Lauraceae

10- Marica: Mimosa bimucronata Kuntze - Mimosaceae

11-Taquareira: Bambusa tuldoides Munro - Bambusaceae

12-Capim-cidr6: Cymbopogon citratus (Stapf.) DC. - Poaceae

13-Poejo: Cunila microcephala Benth. - Lamiaceae

14-Jurubeba: Solanum paniculatum L. - Solanaceae

15-Caliandra: Calliandra selloi (Spreng.) Macbride - Mimosaceae
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Bioteste 2
Este bioteste foi estabelecido a 17 de julho de 2003. As medidas de
plantulas foram realizadas aos 8 dias, no limite aparente do fim das
reservas nutritivas das sementes.
Tratamentos:
1- Testemunha: 4gua destilada
2- Cinamomo sombrinha: Meliah azedarach L. var. umbracolifera
(Knox) Rehder - Meliaceae
3- Alecrim: Rosmarinus officinalis L. -Lamiaceae
4- Erva-de-bicho: Polygonium punctatum Elliot e spp. -Polygonaceae
5- Carqueja: Baccharis trimera (Less.) DC. -Asteraceae
6- Marcela: Achyrocline satureioides (Lam.) DC. -Asteraceae
7- Aveloz: Euphorbia tirucalli L. -Euphorbiaceae
8- Mamona: Ricinus communis L. -Euphorbiaceae
9- Samambaia-das-taperas: Pteridium aquilinum (L.) Kuhn -
Pteridaceae
10- Quitoco: Pluchea sagittalis (Lam.) Cabr. -Asteraceae
11- Aroeira-periquita: Schinus terebinthifolius Raddi -Anacardiaceae
12- Angico-vermelho: Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan -
Mimosaceae
13- Guaco: Mikania laevigata Schultz-Bip - Asteraceae
14- Destilado de ariticum: Rollinia silvatica (St. Hil.) Mart. -Annonaceae

15- Oleo de nim a 1%: Azadirachta indica A. juss. -Meliaceae

Bioteste 3 e bioteste 4

Estabelecimento: 02 de dezembro de 2003. Diferindo da metodologia
dos biotestes anteriores, a limpeza do material vegetal consistiu apenas
numa lavagem com &gua potavel. Foram registrados o numero de plantas
germinadas (emissdo de mais de 1mm de radicula) no Bioteste 3 e outras

medidas de plantulas aos cinco dias no Bioteste 4. Foram colocadas 25
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sementes para germinar no Bioteste 3 e 16 sementes pré germinadas no
Bioteste 4, por caixa germbox.

Tratamentos:

1- Testemunha: agua destilada

2- Falso-boldo: Plecthranthus barbatus Andr. -Lamiaceae

3- Carurt: Amaranthus cruentus L. -Amarantaceae

4- Folha-da-fortuna: Bryophyllum calysinum Salisb. -Crassulaceae

5- Salso-choréo: Salix humboldtiana Willd. -Salicaceae

6: Capuchinho: Tropaeolum majus L. -Tropaeolaceae

7: Pariparoba: Piper dilatatum L. C. Rich. -Piperaceae

8: Guajuvira: Patagonula americana L. -Boraginaceae

9- Murta: Blepharocalyx salicifolius (H. B. K.) Berg. -Myrtaceae

10- Tiririca: Cyperus rotundus L. -Cyperaceae

11- Uva-do-japao: Hovenia dulcis Thumb. -Rhamnaceae

12- Romanzeira: Punica granatum L. -Punicaceae

13- Babosa: Aloe arborescens Mill. -Liliaceae

14- Cancorosa: Maytenus ilicifolia Mart. -Celastraceae

15- Mil-folhas: Achillea millefolium L. -Asteraceae

Bioteste 5 e Bioteste 6

Estabelecido em 16 de abril de 2004, nestes dois bioensaios nao foi
também realizada a desinfeccdo de folhas para preparacdo dos extratos.
Diferindo da metodologia dos biotestes anteriores, foram colocadas 10
sementes (pré germinadas e ndo) por caixa germbox, possibilitando a
realizacdo de dois ensaios com o mesmo material. As medidas de
plantulas foram realizadas aos cinco dias no Bioteste 6 e o niumero de
plantas germinadas consistiu em considerar germinadas as sementes que
emitram mais 1 mm de radicula no Bioteste 5. Esta simplificacdo
permitiria até mesmo realizar os testes no proprio local de coleta de

material.
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Tratamentos:

1- testemunha: agua destilada

2- Pixirica: Leandra purpurascens (DC.) Cogn. -Melastomataceae

3- Purga-pinhdo: Jatropha curcas L. -Euphorbiaceae

4- Erva-do-capitdo: Hydrocotyle umbellata L. -Apiaceae

5- Jamboldo: Syzygium cuminii (L.) Skeels -Myrtaceae

6- Grevilha-ana: Grevillea banksii R. Br. -Preoteaceae

7- Hortela-pimenta: Mentha piperita L. -Lamiaceae

8- Pata-de-vaca: Bauhinia forticata Benth. - Caesaspiniaceae

9- Acoita-cavalo: Luehea divaricata Mart. -Tiliaceae

10- Fafia: Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze -Amaranthaceae

11- Fumo-bravo: Solanum erianthum D. Don - Solanaceae

12- Cha-de-bugre: Casearia sylvestris Sw. -Flacourtiaceae

13- Salvia-da-gripe: Lippia alba (Miller) N. E. Brown ex Britton et
Wilson -Verbenaceae

14- Terramicina: Alternathera dentata (Moench) Stuchlik ex R. E. Fries
-Amaranthaceae

15- Pinus: Pinnus elliottii Engelm. -Pinaceae

3.4. Resultados e discussao

Os resultados obtidos em seis biotestes com extratos vegetais, na
germinagcdo, crescimento e desenvolvimento de plantulas de alface
(Lactuca sativa), sdo apresentados através dos nas tabelas a seguir.

Na Tabela 1 observa-se que os extratos de Capim-santo, cipreste,
eucalipto, sabugueiro, manjericdo, taquareira, jurubeba e Capim-cidro
promoveram efeitos drasticos sobre o0s parametros emissdo de
cotilédones e sobrevivéncia, ndo permitindo inclusive que os demais

caracteres pudessem ser avaliados. De uma maneira geral todos os
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extratos vegetais apresentaram efeitos, em maior ou menor grau, sobre
os caracteres estudados. Estes resultados ja eram esperados, ja que a
grande maioria das espécies testadas neste experimento foi escolhida a
partir de referéncias de outros autores, como potencialmente alelopéticas.

A aplicacdo de solugéo nutritiva aos sete dias permitiu a obtencéo de
alguns dados de observacdo (estatura, massa seca de raizes e massa
seca da parte aérea) aos 12 dias. A suposta interferéncia da solugéo
nutritiva, anulando os efeitos alelopaticos dos extratos (BLUM, 1999),
parece ndo ter ocorrido, como demonstraram o0s resultados para estes
referidos caracteres.

Na Tabela 2 verifica-se que 0s extratos de carqueja e guaco
provocaram a mortalidade de 100% das plantulas de alface avaliadas.
Acrescente-se ainda como altamente téxicos os extratos de cinamomo e
aroeira-periquita. Por outro lado, o extrato de marcela apresentou efeito
alelopético significativamente positivo para o carater estatura de plantula,
comparativamente com a testemunha. O destilado de ariticum determinou
reducbes significativas na manifestacdo de todos os caracteres
estudados, enquanto que o 6leo de nim inibiu apenas o crescimento das
plantulas de alface e induziu significativamente o crescimento de raizes, o
que resultou num maior acumulo de matéria seca. Com excec¢do do
extrato de marcela, os resultados deste bioensaio eram também
esperados. Entretanto, se a comprovacao de efeitos alelopaticos pode ser
indicativo de material promissor no controle de pragas (bactérias, fungos,
insetos, ervas daninhas e outras), a utilizagdo dos extratos de ariticum,
nim e cinamono, com efeitos inibidores diversos e ja identificados pela
acao inseticida (McMILLIAN, 1969; SCHMETTERER, 1990; RODRIGUES
& VENDRAMIM, 1997; JOHNSON et al., 2000; SOUZA & VENDRAMIM,
2000; VENDRAMIM & SCAMPINI, 1997; NAUEN & BRETSCHNEIDER,
2002; BOGORNI, 2003), demonstra a eficiéncia dos ensaios de alelopatia
em identificar espécies vegetais promissoras. Este caminho inverso

mostra também que a procura por agentes praguicidas ndo pode se fixar
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apenas na escolha de extratos de espécies vegetais com efeitos drasticos
sobre o material reagente. O extrato de cinamomo demonstrou ter, além
de poderosa acgédo inseticida, efeitos alelopéticos drasticos sobre alface,
que apontam para a provavel existéncia de um ou mais compostos, no
minimo com acao herbicida. J& os extratos de ariticum e de nim, apesar
da poderosa agdo inseticida, ndo tiveram efeitos drésticos sobre as
plantulas de alface. O extrato de ariticum foi o que apresentou mais
toxicidade, enquanto que o extrato de nim, além de pequenos efeitos
inibidores, promoveu uma maior acumulacdo de matéria seca de raizes,
como consequéncia provavel do maior desenvolvimento de raizes e da
formacao intensa de pelos radiculares. Isto sugere que possam existir no
extrato de nim um ou mais compostos com acao elicitora da resposta das
plantas a agentes externos. A intensa proliferagdo de pelos radiculares
pode indicar a inducdo da biossintese de etileno, um mediador da
resposta das plantas a pragas (TAIZ & ZEIGER, 1998).

O extrato de marcela, com efeito alelopético significativo para o caréater
estatura de plantula, sugere a presenca de um ou mais compostos
bioestimulantes neste extrato e remete a possibilidade de avaliagdo
posteriores neste sentido.

A leitura de dados de observacédo aos oito dias parece ser o limite para
0 bioensaio com L. sativa, sem a utilizagdo de solugdo nutritiva.

Na Tabela 3, que contém resultados de dois bioensaios, evidenciaram-
se os efeitos alelopaticos altamente toxicos de extratos de carurd,
capuchinho, pariparoba, murta e romanzeira, tanto para os caracteres
germinagcdo, quanto para sobrevivéncia de plantulas de alface. Os
extratos de boldo, guajuvira, tiririca e babosa aparentemente
apresentaram efeitos alelopaticos positivos para os caracteres estatura de
plantula e massa fresca da parte aérea em alface. Entretanto, para as
condicdes do experimento, apenas 0 extrato de guajuvira apresentou
resultados estatisticamente superiores, comparativamente com a

testemunha. Mesmo assim, todas essas quatro espécies vegetais
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certamente merecem avaliagbes mais abrangentes e aprofundadas em
outros bioensaios especificos. Acrescente-se que a aplicagdo do teste de
Duncan discrimina significativamente estes respectivos tratamentos da
testemunha (agua destilada). A espécie tiririca parece conter compostos
inibidores da germinagdo, além de estimulantes do crescimento,
sugerindo a existéncia de um complexo de compostos que podem agir
isoladamente ou interagir das mais variadas formas.

A leitura final efetuada aos cinco dias ja permitiu a discriminacdo entre
os tratamentos, sem que houvesse problemas com contaminacéo, ja que
0s extratos foram preparados a partir se folhas simplesmente lavadas com
agua potavel.

Como nos demais bioensaios, os dois experimentos resumidos na
Tabela 4, permitem identificar as mais variadas formas de acéo
alelopatica no diversos extratos vegetais testados. VAarios extratos
(pixirica, horteld, pata-de-vaca, fafia, salva-da-gripe, terramicina e pinus)
mostraram efeitos drasticos sobre germinacdo e sobrevivéncia,
eliminando praticamente a populacdo de sementes ou plantulas das
parcelas. Os demais, com excecdo do extrato de acgoita-cavalo, que
parece ter estimulado o crescimento de plantulas de alface, apresentaram
efeitos tdéxicos em geral, para os caracteres avaliados. O extrato de
acoita-cavalo, similarmente ao extrato de tiririca, parece conter agentes
inibidores da germinacgao e estimulantes do crescimento.

Da mesma forma que os dois bioensaios anteriores, a leitura realizada
aos cinco dias e a simples lavagem do material reativo com agua potéavel,
aparentemente nao interferiram no desempenho dos experimentos.

Nos seis experimentos realizados foram testados extratos de 56
espécies vegetais, principalmente dentre as mais promissoras, em fungéo
da literatura disponivel (PINHEIRO et al., 1985; TIDEI et al. 1986;
HERTWIG, 1986; JULKUNEN-TIITTO et al, 1993; XU et al., 1996;
HARTMANN et al, 1997; BURG & MAYER, 1998; FEPAGRO, 1999;
PRATES & SANTOS, 2000; CRUZ et al., 2001; FDA, 2001; STANGARLIN
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et al. 2001). Isto talvez explique porque praticamente todas as espécies
testadas apresentaram aparentemente efeitos alelopéaticos ou, de forma
mais abrangente, seus extratos foram bioativos. Mesmo para os extratos
de boldo e de babosa, para os quais ndo houve diferengas significativas
(Tabela 3) pelo teste de Tukey para os caracteres avaliados,
comparativamente com a testemunha, pode-se inferir que tais diferencas
poderiam ser evidenciadas estatisticamente se o experimento fosse mais
preciso; tanto que bastou aplicar o teste de Duncan para que essas médias
se diferenciassem significativamente da testemunha.

De uma maneira geral, pode-se também inferir, com base nos
resultados observados nas quatro tabelas constantes neste trabalho, que
0S extratos vegetais contém compostos bioativos que podem tanto ter
efeitos por si sO, isoladamente, como podem interagir sinergicamente ou
antagonicamente com outros. Alguns extratos, por exemplo, inibiram a
germinacdo e ndo afetaram a sobrevivéncia de plantulas e outros,
inclusive, chegaram a apresentar efeitos alelopaticos positivos sobre
outros caracteres. Isto corrobora com as observacgOes feitas por alguns
autores (WILLIS, 1985; ALMEIDA, 1988; TAIZ & ZAIGER, 1998; MONGE,
2001; YUNES & CECHINEL FILHO, 2001), que se referem a
complexidade, ao grande namero de compostos contidos nos extratos
vegetais e a variabilidade devida as variacbes ambientais e a propria
resposta da planta pelos sistemas de ativacdo da defesa. Assim, se
ensaios preliminares como estes apenas remetem para a realizagdo de
biotestes mais especificos, a partir da selecdo de espécies mais
promissores, alguns dados de observacdo devem ser melhor apreciados
para tentar evitar que sinergismos e antagonismos entre compostos
contidos nos extratos possam eliminar espécies promissoras, contendo
moléculas de especial interesse. Desta forma, algumas observacbes
particularizadas para determinados tratamentos podem ser importantes
também para futuras investigacbes. O extrato de ariticum, por exemplo,

em contato com a radicula das plantulas provocou necrose total da
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mesma em menos de 24 horas. Entretanto, os sintomas foram limitados a
regido de contato, de tal forma, que muitas plantulas conseguiram
sobreviver, emitindo novas radiculas. Pode-se especular, neste caso, que
o modo de acdo do agente causador é por contato. JA o extrato de
cargueja, que promoveu sintomas similares, resultou em mortalidade total,
como se um composto agisse rapidamente por contato e outro por agao
sistémica, porém mais demoradamente. Alguns extratos como o0s de
ariticum, nim, marcela, aveloz e mamona promoveram intensa
proliferagdo de pelos radiculares, provavelmente devido induzirem a
sintese de etileno, fito-hormoénio mediador da biossintese de metabdlitos
secundérios de defesa das plantas (TAIZ & ZEIGER, 1998).

A partir da utilizacdo de metodologia, com base em diversos autores,
foi possivel encaminhar uma metodologia para os ensaios preliminares
com extratos vegetais. As recomendagdes de BLUM (1996) e de DALTON
(1999) do uso de altas concentragdes de extrato, seguidas neste trabalho
(1/3, pl/v) foram altamente eficientes e a baixa densidade do material
reagente sugeridas por BLUM (1999) e WEIDENHAMER et al. (1999),
permitiram que se chegasse a 20 sementes por caixa tipo germbox, sendo
que foi plenamente possivel obter resultados satisfatorios utilizando 10
individuos por repeticdo e assim, realizar dois ensaios simultaneamente
com 0s mesmos extratos vegetais. A espécie L. sativa, recomendada pela
maioria dos autores, dentre os quais BLUM (1999) e ELAKOVITCH
(1999), parece ser um Otimo reagente. Entretanto observou-se uma
relativa alta variabilidade nesta espécie, para a variedade utilizada
(Maravilha de verdo), o que parece ser responsavel por alguns
coeficientes de variagdo relativamente altos. Isto leva a se sugerir que
para a realizacdo de tais bioensaios se poderia realizar sele¢cdes nesta
espécie, visando a obtencdo de material mais puro e uniforme.

A leitura final dos dados de observacdo ao cinco dias, mostrou-se
satisfatoria, permitindo a simplificagdo dos biensaios, ndo havendo

necessidade de desinfecgcdo e nem a adicdo de solugdo nutritiva, pois
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neste curto intervalo de tempo n&o ocorreram problemas de infec¢bes por
microorganismos.

Corroborando com as observacdes feitas por BLUM (1999),
observagbes feitas em plantulas parecem ser mais informativas e
consistentes do que os testes de germinacdo, apesar destes também
serem importantes. Neste trabalho, nos biotestes realizados a partir de
sementes a germinar, ndo foi possivel aproveitar os dados de observacéo
sobre sobrevivéncia, estatura e outros subsequientes, devido aos altos
coeficientes de variacdo. Neste caso parece ser mais recomendavel obter
apenas 0s dados sobre germinacdo. Para os demais dados de
observacgdo ficou bastante evidente a necessidade de se partir de
bioensaios com sementes pré-germinadas (plantulas), garantindo 100%
de individuos vivos no inicio do experimento para todas as parcelas,
ganhando-se com isto na precisdo dos experimentos.

Outra observagéo importante e que nao pode deixar de ser registrada
€ que em todos os experimentos foi comum o efeito significativo para
blocos, indicando a necessidade de blogueamento nos bioensaios, como
fator de reducéo do erro experimental. Como o tempo de preparagédo dos
experimentos foi em torno de 12 horas, provaveis alteragfes devido a
oxidagdes e interagbes entre compostos nos extratos devem ter ocorrido
neste periodo. Interessantemente observou-se que a tendéncia sempre
foi a de extratos colocados em contato mais tardiamente com o material
reagente (Ultimas repeticdes) promoverem inibicdo em grau maior do que

aqueles utilizados quase que imediatamente a preparagao.
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TABELA 1. Valores médios + EP (erro padrao da média) para os caracteres

emissao de cotilédones (E) em porcentagem; sobrevivéncia (S) em
porcentagem; estatura (C), em milimetros; massa fresca de raizes
(MFR) em miligramas; e massa fresca da parte aérea (MFA) em
miligramas de plantulas oriundas de sementes pré germinadas de
alface (Lactuca sativa), tratadas com extratos frescos aquosos de
folhas de espécies vegetais, na concentracdo de 1/3 (p/v), em
laboratorio (bioteste 1). 2005.

Tratamentos E (%) S (%) C (mm) MFR (mg) MFA (mg)
Testemunha 98,4 a 93,8 a 18,0+0,71a 88,3+1549a 461,8+17,52a
Capim-santo 0,0 h 0,0d - - -

Cipreste 12,5 gh 0,0d - - -

Espirradeira

57,8 cd 56,2 b 138+0,49 b 36,9+2,89cb 1750+10,15¢c

Eucalipto 65,6 bc 0,0d - - -

Gervéo 73,4 b 219c 85+0,29¢ 21,8+18cbh 127,6£8,34 cd
Sabugueiro 57,8 cd 0,0d - - -

Manjericao 16 h 0,0d - - -

Canela 23,4 fg 6,2 cd 13,0+£0,41b 22,2+4,34cb 112,0+£9,8cd
Maricé 43,8 de 18,8 ¢c 52+0,25d 13,0+1,79¢c 93,0+x2,77d
Taquareira 45,3 de 0,0d - - -

Capim-cidré6 0,0 h 0,0d - - -

Poejo 28,1 ef 25,0c 9,5+0,50c 20,0+ 2,54cb 131,0+13,95cd
Jurubeba 28,1 ef 0,0d - - -

Caliandra 71,9 be 67,2 b 16,8+ 0,25a 42,4+6,07b 3495+3641b
Média - - 12,11 34,96 207,26

Desvio padrédao - - 0,74 11,72 32,70

C.V.% 18,2 31,3 6,1 33,5 15,8

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si (teste Tukey

59)
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TABELA 2. Valores médios + EP (erro padrdao da média) para os caracteres
sobrevivéncia (S) em porcentagem; estatura (C), em milimetros;
massa seca de raizes (MR) em miligramas; e massa seca da parte
aérea (MA) em miligramas de plantulas oriundas de sementes pré
germinadas de alface (Lactuca sativa), tratadas com extratos

frescos aquosos de folhas de espécies vegetais, na concentracao

de 1/3 (p/v), em laboratoério (bioteste 2). 2005.

Tratamentos S (%) C (mm) MR (mg) MA (mg)
Testemunha 95,3 a 85+0,65bc 252+0,19cd 9,4+0,3ab
Cinamomo 25,0 ef 2,7x024ef 058+005e 248+0,19d
Alecrim 54,7 cde 40+050ef 1,33+x0,25de 5,18 +0,94 cd
Erva-de-bicho 64,1 c 84+044bc 1,10+0,18e 6,15+0,45¢c
Carqueja 0,0f - - -

Macela 95,3a 130+£129a 3,05+0,25bc 10,20+£0,53 a
Aveloz 96,9 a 76+0,13cd 4,00+£0,04b 9,28+0,54 ab
Mamoneira 79,7 bc 10,9+0,50ab 2,90+0,5bc 9,12+0,75ab
Samambaia 59,4 cd 50+0,33de 0,95+0,12e 5,20+1,07 cd
Quitoco 62,5c¢c 47+0,4e 0,90+0,15e 6,92+1,16 bc
Aroeira-periquita 17,2 f 5,0+£0,37de 0,35+0,09e 2,60+£0,50d
Anjico-vermelho 29,7 def 76+088cd 045%+0,12e 3,05+0,82d
Guaco 0,0f - - -

Destilado ariticum 57,8 cde 1,7+0,19f 0,80+0,09e 5,99+0,99c
Oleo de nim a 1% 90,6 ab 24+0,16ef 528+057a 7,10+0,36 bc
Média - 6,26 1,86 6,35

Desvio padréo - 1,08 0,50 1,10

CV.% 22,0 17,2 26,8 17,4

Valores médios seguidos por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre

si, pelo teste de Tukey a 5%.
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TABELA 3. Valores médios + EP (erro padrdao da média) para os caracteres

germinacgao

©)

porcentagem; estatura (C) em milimetros; e massa fresca da parte

em percentagem; sobrevivéncia (S) em
aérea (MFA) em miligramas de plantulas oriundas de sementes pré
germinadas de alface (Lactuca sativa), tratadas com extratos
frescos aquosos de folhas de espécies vegetais, na concentracao

de 1/3 (p/v), em laboratério (biotestes 3 e bioteste 4). 2005.

Tratamentos G (%) S (%) C(mm) MFA (mg)
Testemunha 85,0 a 97,5a 9,9+0,29 bc 115,6 + 8,06 abc
2- Boldo 82,5 ab 95,0a 13,3+0,98ab 111,3+6,72 abcd
3- Caruru 10,0 ef 00b - -

4- Folha-da-fortuna 45,0 bcdef 92,5a 9,9+1,38bc 82,6 £ 9,34 cde
5- Salso-choréao 32,5 def 750a 6,2+091c 50,7 +11,60 e
6-Capuchinho 0,0f 0,0b - -

7- Pariparoba 0,0f 0,0b - -

8- Guajuvira 72,5 abc 975a 174+132a 132,1+11,38a
9- Murta 5,0 ef 0,0b - -

10-Tiririca 52,5bcde 90,0a 14,1+0,77ab 123,0+8,19 ab
11- Uva-do-japdo 40,0 cdef 97,5a 9,8+0,60 bc 82,7 £ 3,77 cde
12-Romanzeira 22,5 ef 0,0b - -

13-Babosa 75,0abcd 92,5a 13,7+1,26ab 116,0 £ 9,80 abc
14- Cancorosa 22,5 ef 80,0a 7,3+0,75¢c 74,8 + 4,77 de
15- Mil-folhas 37,5 def 875a 10,4+042bc  87,0=*2,27 bcde
Média - - 11,2 97,6

Desvio padréo - - 1,79 16,45

C.V.% 46,7 32,6 16,0 16,8

Valores médios seguidos por letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre

si, pelo teste de Tukey a 5%. A aplicagdo do teste de Duncan separou 0s

tratamentos 2, 10 e 13 da testemunha (tratamento 1).
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TABELA 4. Valores médios para os caracteres germinacao (G) em porcentagem;

sobrevivéncia (S) em porcentagem; e estatura (C), em milimetros

de plantulas oriundas de sementes pré germinadas de alface

(Lactuca sativa), tratadas com extratos frescos aquosos de folhas

de espécies vegetais, na concentracao de 1/3 (p/v), em laboratério

(bioteste 5 e 6). 2005.

Tratamentos G (%) S (%) C (mm)
1- Testemunha 77,5 a 100 a 70Db

2- Pixirica 7,5 cd 0g -

3- Purga-pinhdo 12,5 cd 60 de 6,8 b

4- Erva-do-capitdo 30b 72,5 cd 5,6 bc
5- Jambol&o 12,5cd 40 ef 3,9 cde
6- Grevilha-ana 5cd 82,5 bc 4,8 bcd
7- Horteld od O0g -

8- Pata-de-vaca od 30 efg 2,8 def
9- Acoita-cavalo 159 95 ab 10,3 a
10- Féfia od Og -

11- Fumo-bravo 15c 27,5 fg 3,3 cdef
12- Cha-de-bugre  2,5cd 30 efg 3,2 cdef
13- Salva-da-gripe 0d 0g -

14- Terramicina 0d 12,5fg 1,1f
15- Pinus 0d 17,5fg 2,0 ef
C.V.% 44,5 29,2 22,8

Valores médios seguidos por |etras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5%.
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3.5. Conclusodes

Os biotestes realizados neste trabalho permitem fazer uma série de
afirmacgdes, a seguir.

Vv A alelopatia é regra geral entre as espécies vegetais, sendo que a
selecdo das mais promissoras deve ter como parametros os maiores
ou menores efeitos alelopéticos e alguns caracteres especificos, tidos
ou supostamente relacionados as respostas das plantas a estresses
bioticos.

v/ A prospeccao de moléculas bioativas, através de testes preliminares
de alelopatia também discrimina facilmente extratos vegetais com
efeitos alelopaticos positivos e, portanto, promissores como
excipientes de compostos bioestimulantes.

v O presente trabalho permitiu relacionar diversas espécies vegetais
alelopéticas, com potencial para serem melhor investigadas no seu
potencial biocida, bem como possivelmente contendo compostos
bioestimulantes.

v A simplificacdo dos bioensaios, como foi possivel neste trabalho,
conduz & possibilidade de realizagdo dos testes de alelopatia in loco,
através de laboratorio movel, permitindo a coleta para avaliacdes mais
precisas daquelas espécies mais promissoras, economizando tempo e

recursos financeiros.
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4. AVALIACAO DA ACAO ALELOPATICA DE Cymbopogun citratus
(Stapf.) DC.

Resumo

A busca de moléculas bioativas em espécies vegetais, que atendam
as novas exigéncias da sociedade, em termos de saude e ambiente, é
praticamente uma imposicdo aos cientistas e revela uma nova etapa de
desenvolvimento tecnoldgico da humanidade. Visando testar o potencial
alelopético do capim-cidr6 (Cymbopogon citratus (Stapf.) DC.) foram
estabelecidas trés séries de experimentos com trés bioensaios cada uma,
através dos quais foram avaliadas diversas doses (de 1/3 a 1/128, p/v) de
extrato aquoso desta graminea, em laboratério, na Universidade Federal
de Santa Maria- UFSM (Santa Maria- RS), no ano de 2003. Como
reagentes foram utilizadas sementes a germinar e pré-germinadas de
alface (Lactuca sativa), picdo-preto (Bidens pilosa) e trigo (Triticum
aestivum). Os nove experimentos constaram, cada um, de cinco doses de
extrato aquoso de folhas de C. citratus, obtidas da trituragdo em
liquidificador, com &gua destilada, por dois minutos e posterior filtragem,
abrangendo concentracdes desde 1/3 (p/v) até 1/128, além da
testemunha (dgua destilada). O delineamento experimental utilizado nos
diversos experimentos foi blocos ao acaso, cinco tratamentos, com quatro
repeticbes (fotofase de 14 horas e temperatura de 25 + 1°C). Cada
repeticdo constou de 16 sementes germinadas (2 a 3 mm de radicula) e a
germinar, deitadas sobre papel-toalha embebido de extrato aquoso, com

pH corrigido para 5,8 +0,1, em caixas tipo germbox (11cm X 11 cm). Todo

133



o material utilizado foi adequadamente desinfetado com hipoclorito de
sodio e &lcool 65°GL. De uma maneira geral, os principais parametros
biologicos avaliados (germinacdo em porcentagem, sobrevivéncia em
porcentagem, estatura de plantula em mm, massa seca de raizes em mg
e massa seca da parte aérea) foram afetados pelos tratamentos, em
menor ou maior grau, caracterizados adequadamente por equacdes
estabelecidas nos modelos polinomial e logistico. Conforme a dose de
extrato de C. citratus aumentou, houve um incremento na inibicdo dos
caracteres avaliados, com excecgédo para as doses menores que tenderam
a mostrar efeitos horméticos, especialmente para o carater estatura de
plantula e com maior expressdo em L. sativa. Os biotestes realizados
permitem concluir que a espécie C. citratus contém, provavelmente, um
ou mais compostos bioativos, inclusive com efeitos hormético e herbicida,
com potencial de utilizagdo no Manejo Ecolégico de Pragas, com o
avanco nas pesquisas, principalmente através das &reas de quimica e

biologia molecular.

Abstract

There is demand over the world for pesticide free food and
environment. This means that researchers have the challenge to discover
new products, socially acceptable and the plants, probably are the main
source for getting this goal. Aiming to test the allelopathic potential of
Cymbopogon citratus, three sets with three bioassays were performed in
the laboratory at Universidade Federal de Santa Maria-UFSM (Santa
Maria, Rio Grande do Sul state, Brazil), 2003. Doses of aqueous crude
extract of leaves (pH= 5.8 +0.1), ranging from 1/128 to 1/3 (p/v) and the
control (distilled water) were tested against seed and seedlings of Lactuca
sativa, Bidens pilosa and Triticum aestivum. The experimental design

adopted was the randomized complete block, with five treatments, four
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repetitions and 48 seeds or seedlings per treatment (photofase 14 h., 25 +
1°C). The reagent materials were placed in germbox (11cm X 11 cm) on
substrate (toilet-paper) containing the extracts. All the main parameters
analyzed (germination, survival, shoot length, root and shoot dry matter)
declined with the increase of extract dose, adequately characterized by
polynomial and logistic equations. Very low doses showed hormetic effects
for seedling length, but it was statistically significant just for L. sativa. The
results permit to conclude there are one or more bioactive compounds in
extracts of C. citratus, including substances with hormetic and herbicidal
effects. These compounds must be separated for testing by new
bioassays and probability would be very important on a sustainable
agriculture program and as model to elaborate new derivative molecules,

as well as for prospecting new resistant genes.

4.1. Introducgéo

Na busca por moléculas bioativas, socialmente mais adequadas, os
vegetais representam um potencial praticamente inesgotavel como
manancial para a pesquisa cientifica.

A escolha das espécies vegetais a serem pesquisadas, diante das
centenas de milhares a disposicdo, pode e deve ser facilitada pelo
“conhecimento popular’, como o conjunto de informagBes empiricas
acumuladas através de séculos. Se hoje se reconhece a baixa eficiéncia
do método empirico, isto ndo significa que as conquistas do empirismo
tenham pouco valor para a humanidade. Pelo contrario: o método
experimental ou cientifico, bem como outras denominacgdes e conceitos
mais modernos, s8o o0 resultado dos avangos no conhecimento,
proporcionados pelo empirismo, de forma demorada e sofrida através dos

tempos.
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A utilizacdo de extratos vegetais no controle de pragas (virus,
bactérias, fungos, insetos, ervas daninhas e outras) de plantas é
relativamente recente, quando comparado ao uso dos mesmos na
medicina humana, cujos relatos remontam a Antigliidade ou mesmo a
Pré-historia. Isto provavelmente explica porque grande parte dos autores
se refere ao termo “plantas medicinais”, mesmo em se tratando de
estudar os efeitos de extratos de espécies vegetais no controle de pragas
de plantas cultivadas.

Cymbopogon citratus, planta medicinal conhecida mais popularmente
no Rio Grande do Sul por capim-cidré, antes da utilizagdo de herbicidas
também nas estradas de ferro, era cultivado em ambos os lados das vias
para evitar o avango da vegetacdo a volta. E também bastante evidente
gue onde esta graminea se instala, na suas proximidades, dificilmente
alguma espécie vegetal consegue vingar. A acdo do C. citratus
certamente ndo é devida apenas a sua capacidade competitiva, mas
provavelmente esta deve ser uma espécie fortemente alelopéatica, em
relacdo a outras espécies.

O trabalho de pesquisa desenvolvido visou avaliar os efeitos de doses
de extratos aquosos de C. citratus sobre sementes e plantulas de alface
(Lactuca sativa L.), picao-preto (Bidens pilosa) e trigo (Triticum aestivum
L.), em diversos bioensaios em laboratorio. Além disso, buscou-se
identificar equagbes que expliguem mais adequadamente o0s eventos

bioldgicos decorrentes da acéo alelopética do extrato de C. citratus.
4.2. Reviséo de literatura

Os vegetais sintetizam e armazenam um grande ndmero de
metabolitos secundarios nas suas diversas partes (TAIZ & ZAIGER, 1998;

GERSHENZON et al, 2000), com as mais variadas fung¢des, que vao

desde a protecdo ou resposta a estresses bidticos e abioticos, envolvendo
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a mediagdo de interagBes ecoldgicas e até mesmo com atuagdo no
proprio organismo do qual se originam (MALHEIROS & PERES, 2001).

Uma caracteristica importante de muitos metabdlitos secundérios é sua
distribuicdo relativamente restrita na natureza (MALHEIROS & PERES,
2001), que em alguns casos se limita a espécies ou subespécies Unicas.
Com raras excecdes, o0s metabdlitos secundarios, ou agentes
aleloquimicos ou alelopaticos tém em comum a sua biossintese, originada
da rota acetato ou chiquimato, ou da combinacao destas duas rotas (TAIZ
& ZEIGER, 1998; MALHEIROS & PERES, 2001).

Como o conceito atual de alelopatia é bastante abrangente, ndo mais
se limitando apenas a interagdes planta-planta, mas envolvendo todas as
relacbes com o0s demais agentes bilticos agressores como Virus,
bactérias, fungos e fitéfagos (ALMEIDA, 1988; BLUM, 1999; DAKSHINI,
1999; MALHEIROS & PERES, 2001), pode-se postular que os
aleloquimicos tém funcdo na sobrevivéncia dos organismos e, portanto,
desempenham papel fundamental no processo evolutivo. Assim, ndo deve
ser surpresa a limitacdo de determinados agentes alelopaticos a certas
espécies vegetais (MALHEIROS & PERES, 2001). Esta condi¢do deve
espelhar a propria diversidade bioldgica e a luta pela sobrevivéncia do
organismo nas interacbes com as demais espécies dentro de seu
ecossistema.

Assim sendo, pode-se afirmar que todas as espécies existentes no
Planeta produzem metabdlitos secundéarios de defesa contra agentes
externos, do contrério, aquelas que ndo o fizessem, ndo estariam mais
presentes no cendrio da natureza. Se por um lado isto significa existir na
natureza uma fonte praticamente inesgotavel (BARREIRO, 2001) na
busca por novas moléculas praguicidas, por outro lado, dificulta a
prospeccao de compostos mais promissores, nao s6 por pelo numero de
espécies existentes, mas também pelo fato de que huma mesma espécie
podem ser identificados dezenas e até centenas de metabdlitos

secundarios com as mais variadas funcdes e mecanismos de acéo.
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Acrescente-se ainda que as interacdes entre tais compostos dificultam
ainda mais os estudos em alelopatia, ja que muitas reacgfes finais de
defesa sao resultados de reagbes em cadeia, envolvendo os mais
variados compostos. Isto explicaria, pelo menos em parte, a falta de
confirmacdo em bioensaios com extratos vegetais fracionados, de
resultados obtidos com extratos brutos, situagcdo muito comum em
experimentos (QASEM & HILL, 1989; INDERJIT & DAKSHINI, 1999;
CHECHINEL-FILHO & YUNES, 2001; CHON et al., 2003).

Entretanto, mesmo diante de tais limitacdes, tanto pelo excesso do
potencial de biodiversidade, quanto pelas complexas interagbes entre
aleloquimicos, a prospeccdo de espécies promissoras, como fonte de
moléculas novas, atendem as novas exigéncias da sociedade e da
opinido publica, que postula que tais moléculas sdo mais seguras para a
salde e ambiente (VIEIRA et al., 2001). Isto pode ser facilitado, se for
estabelecida uma metodologia que proporcione a obtengédo de resultados
consistentes em bioensaios com extratos vegetais.

A escolha das espécies vegetais a serem avaliadas geralmente recai
nas espeécies tidas como plantas medicinais, como ponto de partida. Isto é
perfeitamente correto, pois que a comprovagdo da acdo de extratos de
plantas na saude humana ou mesmo as informacdes de uso popular, no
minimo significam que tais espécies possuem produtos fortemente
bioativos (KINGSTON et al.,, 2000). A bioatividade de tais moléculas
inexoravelmente determina a acdo na célula, elemento comum a todos os
seres vivos. Na célula tais compostos ainda podem ter agdo ao nivel
molecular, inclusive sobre o DNA. Como as espécies (e até mesmo outros
subniveis taxonémicos) respondem de maneira diferenciada para
diferentes niveis de um agente bioativo, nas plantas medicinais podem ser
encontrados importantes compostos com acao herbicida, inseticida,
fungicida, bactericida e outras, em funcéo das doses utilizadas, ou mesmo
em funcado de alteragdes nas moléculas derivadas dos produtos naturais
(BRISKIN, 2000; WEDGE & CAMPER, 2000).
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Numa primeira fase entdo, extratos vegetais, em doses Unicas, podem
ser testados contra espécies reagentes. A partir desses bioensaios,
extratos de espécies vegetais mais promissoras podem ser avaliados
separadamente, em diversas doses, em experimentos mais avancgados,
como pré condicdo ou preparativo para a elaboracdo de bioensaios com
compostos fracionados dos extratos vegetais.

O capim-cidr6, Cymbopogon citratus (Stapf.) DC., também conhecido
popularmente como capim-cidreira, capim-limédo, cha-de-estrada, capim-
cidrdo, erva-cidreira, citronela-de-java, dentre outras denominacgdes
(CASTRO & CHEMALE, 1995), tem sido indicado na medicina popular
como analgésico, digestivo, sedativo, calmante, antibacteriano,
antifangico, febrifugo, hipotensor e célicas em geral (ZANETTI, 1999).
Esta condicdo de antibacteriano e antifingico e outras, na medicina
humana (VIANA et al.,, 2000; PUATANACHOKCHAIA et al., 2002;
PRASHARA et al., 2003; GAZOLA et al., 2004), por si sO, ja € uma
indicacdo importante para que se teste os extratos desta planta na area
agricola, visando o controle de pragas. Acrescente-se ainda que ja foram
realizados alguns trabalhos de pesquisa de interesse da area agrondmica,
demonstrando a presenca de agentes antifingicos e inseticidas nos
extratos de capim-cidr6 (ADEGOKE & ODESOLA, 1996; RAJAPAKSE &
Van EMDEN, 1997; PALHANO et al., 2004).

No género Cymbopogon ja foram identificados dezenas compostos
bioativos, principalmente monoterpenos volateis, inclusive toxicos
(GERSHENZON et al., 2000; ). Além dos componentes tdxicos dos 6leos
essenciais neste género, sdo encontrados nos extratos aquosos, inclusive
de C. citratus, taninos e flavondides (GAZOLA et al., 2004), classes de
metabolitos secundéarios, onde podem estar presentes importantes
substancias de defesa (TAIZ & ZEIGER, 1998). Nos 6leos essenciais de
muitas plantas do género Cymbopogon, inclusive de C. citratus, esta
presente o monoterpeno limoneno (LUCKER et al., 2004), conhecido

citotoxico com potencial fungicida, inseticida, repelente de insetos e
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atraente de inimigos naturais de fitofagos (TAIZ & ZEIGER, 1998;
RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT, 2002).

No 6leo essencial de C. citratus, o citral, uma mistura de monoterpenos
isdbmeros aciclicos aldeidos geranial e neral (LEWINSOHN et al., 1998),
com poder fungicida (PALHANO et al., 2004), participa com 70% do total
dos componentes.

Mais recentemente, com 0s avangos nos estudos sobre alelopatia, tem
havido interesse e sucesso na prospeccdo de compostos herbicidas
(COBB, 1992; CHON et al.,, 2003), tanto no sentido de se identificar
moléculas que possam ser precursoras de analogos sintéticos, quanto
pela possibilidade que ora se abre, através da engenharia genética, da
obtencdo de cultivares alelopaticas, capazes de controlar os ingos, de

forma integrada aos programas de Manejo Ecolégico de Pragas.

4.3. Material e métodos

O presente trabalho foi executado durante o ano de 2003, no
Laboratorio de Fisiologia Vegetal do Departamento de Ciéncias
Bioldgicas, da Universidade Federal de Santa Maria, com temperatura de
25 + 1°C, fotofase de 14 horas.

Sementes e plantulas de alface (Lactuca sativa L.), picdo-preto (Bidens
pilosa) e trigo (Triticum aestivum L., cv. RS-8) foram submetidas a
diversas doses de extrato aquoso de capim-cidré (Cymbopogon citratus),
em nove bioensaios.

Sementes a germinar e pré germinadas foram colocadas sobre papel
toalha embebido de extrato corrigido para pH 5,8 + 0,2, em caixas tipo
germbox. A testemunha constou de &gua destilada. Caixas, sementes e
folhas de capim-cidré para preparacdo dos extratos, foram desinfetadas
com hipoclorito de sédio a 0,5% por um minuto. Utensilios e sementes
ainda sofreram também desinfec¢do com alcool 70°, por 15 segundos. As

concentracdes (p/v) dos extratos aquosos, foram obtidas triturando-se, por
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dois minutos, em liquidificador domeéstico, as respectivas quantidades de
folhas de capim-cidr6 com agua destilada, com posterior filtragem em
tecido de algoddo descontaminado (hipoclorito de sodio a 5% por um
minuto).

Foram determinados o indice de germinacéo (propor¢cdo de sementes
que emitiram radicula), indice de sobrevivéncia (proporcdo de plantulas
gue emitiram cotilédones), estatura de plantula em mm, massa seca de
raizes e massa seca da parte aérea em mg, obtidos a partir da secagem,
por 48 horas, em forno a 65°C. Os valores foram obtidos da média de 16
individuos por caixa (repeticao) “germbox”.

O delineamento experimental para todos os experimentos foi Blocos ao
Acaso com 4 repeticBes. Cada experimento constou de 15 tratamentos.

Os procedimentos de andlise e interpretacdo de experimentos foram
realizados usando o pacote estatistico NTIA/EMBRAPA (Centro de
Ciéncias Rurais- Departamento de Fitotecnia, cedidos pela EMBRAPA
1986, 1988, 1989) para o modelo polinomial; e o pacote estatistico
SigmaPlot, para o0 modelo logistico. Os dados para indice de germinacao,
emissdo de cotilédones e sobrevivéncia, nas analises estatisticas, foram
transformados em arco-seno da raiz quadrada da proporcéo de individuos
viaveis para o carater considerado, relativamente ao numero inicial de
individuos testados, igual em todas as parcelas.

Para a consecucdo dos objetivos propostos foram executados o0s

seguintes experimentos.

Biotestes 1.1, 1.2 e 1.3

Biotestes implementados em 05/06/2004. As sementes foram pré-
germinadas com radiculas com 3 a 5 milimetros e transferidas para as
caixas tipo “germbox”, contendo os tratamentos.

Tratamentos:

1- T (testemunha): &gua destilada

2- 1/3 (p/v) de extrato aquoso de capim cidré
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3- 1/6 (p/v) de extrato aquoso de capim cidré
4- 1/12 (p/v) de extrato aquoso de capim cidro
5- 1/24 (p/v) de extrato aquoso de capim cidro
Material reagente: sementes pré germinadas Lactuca lativa (bioteste
1.1); sementes pré germinadas de Bidens pilosa (bioteste 1.2);
sementes pré germinadas deTriticum aestivum (bioteste 1.3). As
leituras finais foram realizadas aos sete dias da instalacdo dos

experimentos

Biotestes 1.4, 1.5, 1.6
Biotestes implementados dia 10/07/2004. As sementes foram pré-

germinadas com radiculas com um a trés milimetros e transferidas para
as caixas germ-box contendo os tratamentos.

Tratamentos:

1- T (testemunha): 4gua destilada

2- 1/128 (p/v) de extrato aquoso de capim cidré

3

4

5

Material reagente: sementes pré-germinadas de alface, Lactuca lativa

1/64 (p/v) de extrato aquoso de capim cidro

1/32 (p/v) de extrato aquoso de capim cidro

1/16 (p/v) de extrato aquoso de capim cidré

(bioteste 1.4); sementes pré germinadas de picéo-preto, Bidens pilosa
(bioteste 1.5); sementes pré germinadas de trigo, Triticum aestivum
(bioteste 1.6). As leituras finais foram realizadas aos sete dias.

As sementes foram pré-germinadas e transferidas para as caixas

“germbox” contendo os tratamentos, com radiculas com 1 a 3 milimetros.

Biotestes 1.7, 1.8, 1.9.
Os ensaios foram delineados de maneira idéntica, respectivamente,
aos biotestes 1.4, 1.5 e 1.6. Estabelecidos também no dia 10/07/2004, os

biotestes diferiram dos anteriores pelas avaliagdes iniciarem a partir de
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sementes colocadas a germinar na presenca dos tratamentos. As
sementes descontaminadas e imediatamente colocadas para germinar em
caixas tipo germ-box, contendo os tratamentos, foram mantidas no escuro

até completa germinagéo (48horas).

4.4. Resultados e discussao

Nas trés séries de trés bioensaios por cada série, foram obtidos
resultados, visando o aprofundamento das questdes levantadas nesta
fase (tabelas a seguir).

Na primeira série de biotestes, onde sementes pré-germinadas de
alface (Lactuca sativa), picdo-preto (Bidens pilosa) e trigo (Triticum
aestivum) foram tratadas com extratos aquosos de Cymbopogon citratus,
nas proporcdes de 0, 1/24, 1/12, 1/6 e 1/3, s&o apresentadas apenas as
curvas de dose-resposta para os caracteres avaliados em B. pilosa. Isto
porque para L. sativa apenas 4,7% das plantulas sobreviveram na dose
menos concentrada (Tabela 1) e para T. aestivum, mesmo que os valores
médios ndo tenham sido tdo baixos, para os dois tratamentos com doses
mais concentradas, os indices de sobrevivéncia apresentaram valor zero,
tornando nulos os demais caracteres analisados (Tabela 3). Isto torna
desnecessaria a elaboragdo de curvas de dose-resposta e demonstra a
alta sensibilidade da alface, como sugere a literatura (BLUM, 1999;
ELAKOVITCH, 1999), ao mesmo tempo em que evidencia o alto poder
citotoxico do extrato de capim-cidro, que levou a mortalidade total de
plantulas nas primeiras 24 horas, nas doses de 1/12, 1/6 e 1/3. Este
relativo alto grau de toxicidade ja era previsivel, ndo s6 pelas
caracteristicas ja determinadas em outras espécies do mesmo género
Cymbopogon (RAJAPAKSE et al., 1997; RAJA et al., 2002; PRASHARA
et al., 2003), como também a partir de alguns trabalhos ja realizados com
Cymbopogon citratus (ADEGOKE & ODESOLA, 1996; VIANA et al., 2000;
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PUATANACHOKCHAI et al., 2002; GAZOLA et al., 2004; PALHANO et
al., 2004).

Para B. pilosa, os decréscimos no carater sobrevivéncia foram mais
evidentes somente nas doses de 1/6 e 1/3 (Tabela 2). Os demais
caracteres foram bastante afetados, com maiores evidéncias para
estatura e massa seca de raizes de plantulas. As curvas de dose-resposta
para 0s caracteres sobrevivéncia, estatura, massa seca de raizes e
massa seca da parte aérea sao apresentadas, respectivamente, na Figura
1, Figura 2, Figura 3 e Figura 4. Como pode ser observado, todas as
curvas sao bastante semelhantes, explicando adequadamente a inibicao
provocada, conforme aumentou a concentracdo do extrato de capim-cidro.
Tanto o modelo polinomial quanto o modelo logistico parecem explicar os
efeitos inibitorios das diversas doses de C. citratum, tanto que em nenhum

caso foram obtidos coeficientes de regresséo abaixo de 90%.
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TABELA 1. Valores médios, aos 7 dias, para 0s caracteres sobrevivéncia (S) em
porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de raizes (MR) em
mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg de plantulas de
alface (Lactuca sativa), submetidas a doses de extrato bruto fresco

de capim cidr6 (C. citratus), em laboratério. 2005.

Dose (p/v) S C** MR** MA**
0 100,0 14,2 3.9 12,2
1/24 47 0,5 0,3 0,4
1/12 0,0 - - -
1/6 0,0 - - -
1/3 0,0 - - -
CV% 12,8 32,1 56,9 19,8

**E-teste tratamentos significativo a 1%

TABELA 2. Valores médios, aos 7 dias, para os caracteres sobrevivéncia (S) em
porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de raizes (MR) em
mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg de plantulas de
picdo-preto (B. pilosa), submetidas a cinco doses de extrato bruto

fresco de capim cidr6 (C. citratus), em laboratorio. 2005.

Dose (p/v) S C** MR** MA**
0 100,0 23,6 3,2 9,4
1/24 100,0 14,2 2,0 8,0
1/12 96,9 8,8 1,8 7.6
1/6 59,4 5.4 0,8 4,0
1/3 46,9 3,6 0,8 35
CV% 9,8 12,3 22,6 19,1

** F-teste tratamentos significativo a 1%
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1a) Polinomial
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1b) Logistico
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CV%= 13,7
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Figura 1. Curva de resposta (modelos polinomial e logistico) da

35

sobrevivéncia em porcentagem, aos sete dias, de plantulas de

picdo-preto (Bidens pilosa), para doses (p/v) de extrato

aguoso de capim-cidré (Cymbopogon citratus). 2005.

2a) Polinomial
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Figura 2. Curvas de resposta (modelos polinomial e logistico) da estatura

em mm, aos sete dias, de plantulas de picéo-preto (Bidens

pilosa), para doses (p/v) de extrato aquoso de capim-cidré

(Cymbopogon citratus). 2005.
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3a) Polonomial 3b) Logistico
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Figura 3. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca de raizes em mg, aos sete dias, de plantulas de picéo-
preto (Bidens pilosa), para doses (p/v) de extrato aquoso de

capim-cidroé (Cymbopogon citratus). 2005.

4a) Polinomial 4b) Logistico
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Figura 4. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca da parte aérea em mg, aos sete dias, de plantulas de
picdo-preto (Bidens pilosa), para doses (p/v) de extrato

aquoso de capim-cidroé (Cymbopogon citratus). 2005.
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TABELA 3. Valores médios, aos 7 dias, para os caracteres sobrevivéncia
(S) em porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de
raizes (MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg
de plantulas de trigo (T. aestivum), submetidas a cinco doses
de extrato bruto fresco de capim cidré (C. citratus), em
laborat6rio. 2005.

Dose (p/v) S C** MR** MA**
0 100,0 115,9 55,0 93,5
1/24 100,0 24.8 29,4 26,7
1/12 17,2 43 2,3 6,3
1/6 0,0 - - -
1/3 0,0 - - -
CV% 2,1 16,9 31,9 16,3

**E-teste tratamentos significativo a 1%
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Na segunda série de bioensaios, desenvolvidos de forma similar aos
anteriores, foram testadas as doses de 0, 1/128, 1/64, 1/32 e 1/16 de
extrato aquoso de capim-cidro, a partir dos quais foram possiveis o
estabelecimento de curvas de dose-resposta.

Para L. sativa sdo evidentes os decréscimos nos valores médios para
0s caracteres sobrevivéncia, massa seca de raizes e massa seca da parte
aérea, conforme aumenta a concentracdo do extrato aquoso de capim-
cidré (Tabela 4). Para o carater estatura de plantula pode ser observado a
ocorréncia do fenbmeno denominado de hormese, conceituado como o
estimulo de um ou mais caracteres sob baixas concentragcdes de um
agente téxico (FORBES, 2000) e constatado por diversos autores
(SCHABENBERGER et al., 1999; WAGNER et al., 2003; HUNT &
BOWMAN, 2004; NICOLA et al., 2004; PEREIRA et al., 2004). A inducao
do crescimento de plantula com a dose de 1/128 foi evidenciada pelo
teste de Duncan 5%, relativamente a testemunha.

Com excecdo para o carater estatura (Figura 6), as equacdes
polinomiais e logisticas para plantulas de alface também se
assemelharam bastante, explicando os decréscimos dos caracteres
sobrevivéncia (Figura 5), massa seca de raizes (Figura 7) e massa seca
da parte aérea (Figura 8), com coeficientes de regresséo acima dos 90%.
Para o carater estatura de plantula, no modelo polinomial, somente a
equacao cubica se ajustou, mas ndo explica biologicamente o carater,
como pode ser observado na Figura 6, 6a. Esta situacao parece ter sido
resultante do efeito hormético da dose 1/128 de extrato. O modelo
logistico explicou melhor, mas resultou num coeficiente de variagdo maior.
Em situagbes como estas, alguns autores tém recomendado o uso de
modelos matematicos que incluam os efeitos horméticos em equacdes
logisticas (BRAIN & COUSENS, 1989; SCHABENBERGER et al., 1999).
A ocorréncia de efeitos horméticos e reacdes similares aos bioensaios

com herbicida, sugere a existéncia de compostos herbicidas no extrato de
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capim-cidré. Entretanto, a hormese pode ocorrer também com inseticidas,
fungicidas e outros organismos (NICOLA et al., 2004; PEREIRA et al.,
2004).

TABELA 4. Valores médios, aos 7 dias, para os caracteres sobrevivéncia
(S) em porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de
raizes (MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg
de plantulas de alface (L. sativa) , submetidas a cinco doses
de extrato bruto fresco de capim cidré (C. citratus), em
laborat6rio. 2005.

Dose (p/v) S** C MR** MA*
0 100,0 9.2b 4,5 11,2
1/128 81,2 14,4 a 3,5 9.1
1/64 79,7 12,0 ab 3.1 8,6
1/32 18,8 22¢ 0,4 1,2
1/16 6,3 01c 0,1 0,1
CV% 13,1 23,9 22,5 17,8

** F-teste tratamentos significativo a 1%
Médias, na mesma coluna, seguidas por letras iguais ndo diferem entre si

pelo teste de Duncan 5%.

150



5a) Polinomial 5b) Logistico
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Figura 5. Curva de resposta (modelos polinomial e logistico) da
sobrevivéncia em porcentagem, aos sete dias, de plantulas de
alface (Lactuca sativa), para doses (p/v) de extrato aquoso de
capim-cidr6 (Cymbopogon citratus). 2005.

6a) Polinomial 6b) Logistico
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Figura 6. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da estatura
em mm, aos sete dias, de plantulas de alface (Lactuca lativa),
para doses (p/v) de extrato aquoso de capim-cidrd
(Cymbopogon citratus). 2005.
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7a) Polinomial 7b) Logistico
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Figura 7. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca de raizes em mg, aos sete dias, de plantulas de alface

(Lactuca sativa), para doses (p/v) de extrato aquoso de capim-
cidré (Cymbopogon citratus). 2005.
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Figura 8. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca da parte aérea em mg, aos sete dias, de plantulas de
alface (Lactuca sativa), para doses (p/v) de extrato aquoso de
capim-cidroé (Cymbopogon citratus). 2005.
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Para B. pilosa (Tabela 5) o carater sobrevivéncia de plantulas néo foi
afetado por nenhuma dose de extrato aquoso de capim-cidr6. Para os
demais caracteres, houve inibicdo significativa, com o aumento das
doses. O caréter estatura de plantas foi afetado significativamente apenas
pela dose de 1/16 e o efeito hormético, apesar dos valores mais altos,
principalmente determinados pela dose 1/64, ndo apresentaram
significAncia estatistica em relacdo a testemunha. Isto provavelmente
ocorreu devido a menor sensibilidade do picao-preto, em relacdo aos
caracteres analisados, em resposta ao extrato de capim-cidr6. De uma
maneira geral as equagfes polinomiais (quadratica e linear) e logisticas
conseguiram explicar matematicamente os decréscimos da estatura de
planta (Figura 9), massa seca de raizes (FIGURA 10) e massa seca da

parte aérea (Figura 11).

TABELA 5. Valores médios, aos 7 dias, para os caracteres sobrevivéncia
(S) em porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de
raizes (MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg
de plantulas de pic&o-preto (B. pilosa) , submetidas a cinco
doses de extrato bruto fresco de capim cidr6 (C. citratus), em
laboratorio. 2005.

Dose (p/v) ShS C** MR* MA**
0 98,4 239a 3,7 9,0
1/128 96,9 25,2 a 2,8 7.3
1/64 95,3 26,8 a 2,7 6,1
1/32 92,2 25,1a 2,8 5,1
1/16 93,8 15,8 b 2,1 5,4
CV% 8,2 11,6 20,5 15,4

"SF-teste tratamentos n&o significativo a 5%; *F-teste significativo a 5%;
**E-teste significativo a 1%. Médias, na mesma coluna, seguidas por

letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan 5%.
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9a) Polinomial

9b) Logistico

35 35
[ ]

30 A . 30 -
€ B
£ 251 £ 251
o o
2 2
T 20 4 g 20 1
(2] 2]
L L

151 v=24,0023 +2,2231X -0,5665X2 15

R?=0,9919 CV%=116 o
10 10

1 Y= 25,2561/ 1+(X/ 6,7727)%%%
R’= 0,9470

CV%=12,2

Dose de extrato aquoso de capim-cidro, % (p/v

0

2 4 6

0 1 2 3 4 5 6 7

Dose de extrato aquoso de capim-cidrd, %(p/v)

Figura 9. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da estatura
em mm, aos sete dias, de plantulas de picdo-preto (Bidens
pilosa), para doses (p/v) de extrato aquoso de capim-cidro

(Cymbopogon citratus). 2005.
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Figura 10. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca de raizes em mg, aos sete dias, de plantulas de picéo-
preto (Bidens pilosa), para doses (p/v) de extrato aquoso de
capim-cidro (Cymbopogon citratus). 2005.
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11a) Polinomial 11b) Logistico
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Figura 11. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca da parte aérea em mg, aos sete dias, de plantulas de
picdo-preto (Bidens pilosa), para doses (p/v) de extrato
aquoso de capim-cidré (Cymbopogon citratus). 2005.

Para T. aestivum os tratamentos promoveram diferengas muito
significativas para todos os caracteres estudados (Tabela 6) e tanto as
equacdes polinomiais, quanto as logisticas explicaram matematicamente
as variagbes dos caracteres sobrevivéncia (Figura 12), estatura (Figura
13), massa seca de raizes (Figura 14) e massa seca da parte aérea
(Figura 15). Neste bioensaio ndo foi observado nenhum efeito hormético
sobre qualquer carater avaliado.
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TABELA 6. Valores médios, aos 7 dias, para os caracteres sobrevivéncia
(S) em porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de
raizes (MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg
de plantulas de trigo (T. aestivum) , submetidas a cinco doses
de extrato bruto fresco de capim cidr6 (C. citratus), em
laboratério. 2005.

Dose (p/v) S** C MR** MA*
0 100,0 116,8 45,5 80,6
1/128 98,4 109,8 40,9 77,1
1/64 95,3 92,4 35,1 71,6
1/32 90,6 55,8 23,8 42,5
1/16 93,8 32,2 19,6 28,2
CV% 7,6 8,4 12,2 14,4

** F-teste tratamentos significativo a 1%.
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Figura 12. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da
sobrevivéncia em porcentagem, aos sete dias, de plantulas
de trigo (Triticum aestivum), para doses (p/v) de extrato
aguoso de capim-cidré (Cymbopogon citratus). 2005.
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13a) Polinomial 13b) Logistico
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Figura 13. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da estatura
em mm, aos sete dias, de plantulas de trigo (Triticum
aestivum), para doses (p/v) de extrato aquoso de capim-cidré
(Cymbopogon citratus). 2005.
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Figura 14. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca de raizes em mg, aos sete dias, de plantulas de trigo
(Triticum aestivum), para doses (p/v) de extrato aquoso de
capim-cidro (Cymbopogon citratus). 2005.
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15a) Polinomial 15b) Logistico
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Figura 15. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca da parte aérea em mg, aos sete dias, de plantulas de
trigo (Triticum aestivum), para doses (p/v) de extrato aquoso
de capim-cidré (Cymbopogon citratus). 2005.

Na terceira série de bioensaios, sementes de alface, picdo-preto e trigo
foram submetidas, desde a germinagdo, as diversas doses de extrato
aguoso de capim-cidr6. Somente para a espécie reagente T. aestivum,
que proporcionou, provavelmente pela sua maior pureza genotipica, 0
estabelecimento de experimentos mais precisos, houve significancia
estatistica para os caracteres avaliados (Tabela 9); com exce¢éo para o
indice de sobrevivéncia. Os modelos polinomiais e logisticos parecem
explicar satisfatoriamente o comportamento dos caracteres germinacao
(Figura 16), estatura (Figura 17), massa seca de raizes (Figura 18) e
massa seca da parte aérea (Figura 19) para sementes e plantulas de
trigo.

Para as espécies reagentes L. sativa (Tabela 7) e B. pilosa (Tabela 8),
as condi¢cBes dos experimentos ndo permitiram separar estatisticamente
0s tratamentos para quaisquer dos caracteres analisados. Para a alface,
além das respostas relativamente menores, o experimento foi pouco
preciso, apresentando coeficientes de variacdo relativamente elevados,

quando comparados com experimentos realizados a partir de sementes
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pré-germinadas. Dois fatores devem estar envolvidos neste caso: a
desuniformidade das sementes de alface utilizadas no experimento e a
desativacdo de compostos dos extratos aplicados antes, sobre as
sementes, e a disposicdo das plantulas somente apos a germinagédo. O
processo de oxidacgdo, por exemplo, tanto pode aumentar quanto reduzir
os efeitos dos compostos alelopaticos e as interacdes entre o0s
componentes do extrato sdo fatores importantes de variagdo (INDERJIT &
DAKSHINI, 1999; WALLER et al., 1999). A uniformidade de ensaios a
partir de sementes pré-germinadas certamente é resultado da selecéo
visual que é feita durante a elaborag¢do dos experimentos. Para a espécie
reagente picdo-preto, a situacdo € bem mais evidente, pois a
desuniformidade, representada por coeficientes de variagdo acima de
50%, praticamente inviabilizou o experimento realizado a partir de
sementes a germinar. Tratando-se de uma erva daninha com variabilidade
genética provavelmente muito alta, pois ndo foi submetida & selecéo
artificial, encontrou-se dificuldades para montar experimentos uniformes
mesmo a partir de sementes pré-germinadas. Isto implica em reconhecer
que efeitos de extratos sobre plantulas e sobre germinagéo de sementes

sao melhor avaliados em bioensaios diferentes.
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TABELA 7. Valores médios, aos 7 dias, para os caracteres germinagéo (G) em

porcentagem, sobrevivéncia (S) em porcentagem, estatura (C) em

mm, massa seca de raizes (MR) em mg e massa seca da parte

aérea (MA) em mg de plantulas de alface (L. sativa), submetidas a

cinco doses de extrato bruto fresco de capim cidré (C. citratus), em
laboratdrio. 2005.

Dose (p/v) G"™ s c"® MR"® MA"®
0 82,8 65,6 24,4 3,1 9,3
1/128 64,1 62,5 27,4 2,7 7,5
1/64 79,7 71,9 23,2 2,6 9,1
1/32 76,6 71,9 27,2 1,9 7,9
1/16 76,6 60,9 16,2 1,8 6,6
CV% 20,0 28,9 26,2 32,1 17,6

"S F-teste tratamentos n&o significativo a 5%.

TABELA 8. Valores médios, aos 7 dias, para os caracteres germinagéo (G) em

porcentagem, sobrevivéncia (S) em porcentagem, estatura (C) em

mm, massa seca de raizes (MR) em mg e massa seca da parte

aérea (MA) em mg de plantulas de picdo-preto (B. pilosa),

submetidas a cinco doses de extrato bruto fresco de capim cidré (C.

citratus), em laboratério. 2005.

Dose(p/v) G"™ s c"s MR"® MA"®
0 34,4 32,8 24,2 0,8 3,0
1/128 20,3 21,9 26,1 0,3 1,5
1/64 17,2 25,0 20,3 0,4 1,5
1/32 25,0 17,2 18,0 0,1 1,0
1/16 234 20,3 28,5 0,4 1,4
CV% 43,8 40,8 32,9 89,6 86,3

"SF-teste tratamentos ndo significativo a 5%.
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TABELA 9. Valores médios, aos 7 dias, para 0s caracteres germinacao

(G) em porcentagem, sobrevivéncia (S) em porcentagem,

estatura (C) em mm, massa seca de raizes (MR) em mg e

massa seca da parte aérea (MA) em mg de plantulas de trigo

(T. aestivum), submetidas a cinco doses de extrato bruto

fresco de capim cidr6 (C. citratus), em laboratério. 2005.

Dose (%) G* Sne C MR** MA*
0 90,6 98,3 146,0 ab 60,8 108,0
1/128 90,6 98,3 151,2 a 56,8 112,8
1/64 87,5 98,2 141,3 ab 45,7 108,6
1/32 85,9 98,2 132,7 bc 44,5 103,6
1/16 67,2 100,0 1223 ¢c 29,2 74,4
CV% 11,8 8,3 6,3 10,4 12,5

"S F-teste tratamentos n&o significativo a 5%; *F-teste significativo a 5%; **

F-teste significativo a 1%.

Médias, na mesma coluna, seguidas por letras iguais nao diferem entre si

pelo teste de Duncan 5%.
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germinacdo em porcentagem, aos sete dias, de plantulas de
trigo (Triticum aestivum), para doses (p/v) de extrato aquoso
de capim-cidré (Cymbopogon citratus). 2005.
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Figura 17. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da estatura

em mmm, aos sete dias, de plantulas de trigo (Triticum
aestivum), para doses (p/v) de extrato agquoso de capim-cidrd
(Cymbopogon citratus). 2005.
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Figura 18. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca de raizes em mg, aos sete dias, de plantulas de trigo
(Triticum aestivum), para doses (p/v) de extrato aquoso de
capim-cidré (Cymbopogon citratus). 2005.
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Figura 19. Curvas de resposta (modelo polinomial e logistico) da massa
seca da parte aérea em mg, aos sete dias, de plantulas de
trigo (Triticum aestivum), para doses (p/v) de extrato aquoso

de capim-cidré (Cymbopogon citratus). 2005.

163



Apesar de aparentemente menos sensivel do que a alface, o trigo pode
ser um reagente muito interessante, pela maior uniformidade
demonstrada nos bioensaios, possibilitando a obtencdo de experimentos
mais precisos, expressados por coeficientes de variagdo relativamente
baixos. Entretanto, a inegavel sensibilidade apresentada pela espécie
reagente L. sativa leva a se buscar populagbes mais uniformes para a
realizacdo de bioensaios, como o caminho mais adequado. Se no
comércio de sementes isto parece ser dificil, provavelmente a sele¢céo de
linhagens puras direcionadas para bioensaios deve ser a solugdo mais
viavel.

A maioria dos autores que trabalha com herbicidas utiliza o modelo
matematico logistico por considera-lo mais eficiente (SEEFELDT, 1995;
SCHABENBERGER et al., 1999; SOUZA et al., 2000; KRUSE, 2002), na
determinagdo de curvas de dose-resposta. Devido a semelhanca de
bioensaios de alelopatia com os experimentos de herbicida, optou-se por
utilizar neste trabalho os dois modelos (polinomial e logistico), visando
facilitar futuros trabalhos. Nao houve evidéncias suficientes para se
afirmar que o modelo logistico € mais eficiente que o polinomial nas
condi¢des dos experimentos realizados, quando se comparam nas figuras
coeficientes de regressdo e de variagédo. Entretanto, equacdes
polinomiais de terceiro grau, apesar de se ajustarem melhor
matematicamente, apresentaram muita discrepancia, sugerindo a
realizacdo da analise da regressdo somente a partir da equacao
polinomial quadrética. Visto por este lado, a equacao logistica seria mais
recomendada pela maior rapidez das andlises estatisticas. No presente
trabalho os dados se ajustaram melhor a equacdo logistica com trés
parametros, como foi utilizada por SOUZA et al., 2000, comparativamente
com a equacao de quatro parametros, utilizada por SEEFELDT (1995) e
KRUSE (2002) .

Cymbopogon citratus, conhecido mais popularmente no Rio Grande do

Sul por capim-cidr6, antes da utilizacdo de herbicidas também nas
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estradas de ferro, era cultivado em ambos os lados das vias para evitar o
avanco da vegetacdo a volta. E também bastante evidente que onde esta
graminea se instala, na suas proximidades, dificimente alguma espécie
vegetal consegue vingar. A acdo do C. citratus certamente ndo é devida
apenas a sua capacidade competitiva, mas provavelmente esta deve ser
uma espécie fortemente alelopética, em relacdo a outras espécies. Assim,
os resultados obtidos ratificam plenamente tais observacdes tidas como

de conhecimento popular.

4 5. Conclusdes

Os resultados obtidos nos experimentos permitem as seguintes

conclusoes.

v O extrato aquoso de Cymbopogon citratus provavelmente contém
um ou mais compostos, que promoveram efeitos significativos em
bioensaios com as espécies reagentes Lactuca sativa, Bidens pilosa e
Triticum aestivum, que podem ser promissores como agentes no controle
de pragas das plantas.

v A ocorréncia do fendbmeno da hormese apontou para a presenca de
compostos estimulantes do crescimento em doses baixas e, portanto,
altamente bioativos.

v O extrato de C. citratus provavelmente contém um ou mais
compostos herbicidas, possibilidade sustentada pela ocorréncia do
fendmeno hormético no trabalho e a similaridade das curvas de dose-
resposta com experimentos com herbicidas, aliadas a utilizacao pratica de

C. citratus como planta alelopética para outras espécies.
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5. AVALIACAO DA BIOATIVIDADE DO EXTRATO DE MARCELA,

Achyrocline satureioides (Lam.) DC

Resumo

Visando avaliar a bioatividade do extrato de marcela (Achyrocline
satureioides), foram instalados 11 bioensaios no Laboratério de Fisiologia
Vegetal (fotofase 14 h., 25 + 0,5°C) do Departamento de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS), no
periodo de abril a novembro de 2003. Como reagentes, sementes a
germinar e pré germinadas de alface (Lactuca sativa), picao-preto (Bidens
pilosa) e trigo (Triticum aestivum) foram colocadas em caixas tipo
germbox, sobre papel toalha embebido com as respectivas doses de
extrato, inclusive a testemunha (4gua destilada), com pH corrigido para
5,8 + 0,2. Em dez experimentos, em blocos ao acaso com 4 repeti¢des,
as doses, em numero de cinco, variaram de 1/3 a 1/24 (p/v), em seis
bioensaios; e de 1/16 a 1/128, em quatro biotestes, mais a testemunha
(0). Num ensaio, com dose constante de marcela (1/16, p/v), em fatorial
2x6, com 4 repeticbes, sementes germinadas em agua destilada e
solucdo nutritiva para hidroponia em L. sativa (material reagente), foram
tratadas, com seis combinagdes diferentes, no dia de instalacdo do
ensaio, 5 dias e 10 dias ap0s. Para a persecucdo dos objetivos foram
analisadas: germinacédo, sobrevivéncia, estatura de plantula, massa seca
de raizes, massa fresca da parte aérea e massa seca da parte aérea.
Evidenciou-se que o carater estatura de plantula foi estimulado, ora por
doses crescentes, ora por concentracbes decrescentes de extrato de

marcela, refletindo-se geralmente nos caracteres massa seca de raizes e
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massa seca da parte aérea, configurando-se a presenca de fatores
indutores e inibidores de crescimento. Doses crescentes e decrescentes
de extrato também afetaram positivamente a sobrevivéncia de plantulas
sob condigfes de estresse térmico. Os resultados obtidos no experimento
em solucdo nutritiva com dose Unica de extrato, foram condizentes com
aqueles extraidos dos bioensaios simples com doses de marcela. Assim,
permite-se concluir que o extrato de A. satureioides contém compostos
bioativos, com potencial bioestimulante, inibidor do crescimento e com
acao protetora contra estresse ambiental, informacdes que remetidas a
outras areas afins de pesquisa, podem prestar auxilio inestimavel na

busca por uma agricultura mais sustentavel.

Abstract

The bioactivity of Achyrocline satureioides, through their aqueous
extracts was studied in the laboratory (fotofase 14 h., 25 + 0.5°C) at
Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS, Brazil), from April
to November 2003. Diverse doses of dried flowers from A. satureioides in
water (p/v) were applied on seed and seedlings of Lactuca sativa, Bidens
pilosa and Triticum aestivum, in germbox (11cm X 11 cm) on substrate
(toilet-paper) containing the extracts (20 mL). In ten experiments
(randomized complete block, with five treatments and four repetitions)
doses ranged from 1/3 to 1/24 (five bioassays) and from 1/16 to 1/128 (six
tests) and the control (distilled water). In another bioassay (factorial 2X6),
with constant dose (1/16, p/v), seeds of L. sativa were germinated in water
and nutritive solution (lettuce hydroponics solution) in six different
combinations. For getting the objectives were measured and analyzed the
germination, survival, seedling length, root and shoot dry and wet matter
and other characters. The more evident differences occurred with the

character seedling length, sometimes stimulated by increasing doses,
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sometimes by decreasing doses, depending on synergic and antagonistic
interaction of factors present. Generally the effects on seedling length
reflected in the characters root dry matter shoot dry and wet matter. The
extract of A. satureioides also showed protective action on seedlings
survival under thermal stress. In the experiment with nutritive solution the
characters performance were similar to other bioassays and this
methodology proved to be useful when it's necessary to prolong the
collecting of data. Finally it's permitted to conclude that A. satureioides is a
source of bioactive compounds with stimulatory, protective and inhibitory

action.

5.1. Introducéo

O esgotamento do potencial das tecnologias atuais, ditas
convencionais, e a degradacdo ambiental generalizada impéem a
humanidade esforgos cada vez maiores, no sentido de encontrar solugdes
gque ndo somente contribuam para a preservacdo do ambiente, como
também sejam fatores de recuperacdo, condicdo sine qua non para
alcancar o novo patamar de evolucdo tecnoldgica e social. Apesar do
surgimento de novas moléculas de defensivos agricolas menos toxicas e
menos agressivas ao ambiente, a quantidade e a area de aplicacdo dos
mesmos e dos agroquimicos em geral aumentou de uma forma muito
significativa nos ultimos anos, comprometendo ainda mais o ecossistema,
com uma maior intensidade em problemas de toxicidade, acumulo de
residuos e resisténcia das pragas (CARVALHO, 1999).

A busca por novas moléculas na natureza, que possam reverter a
crescente degradacdo ambiental tem ocorrido em todos os sentidos, mas
convergindo sempre para a meta principal que € a de prover a
humanidade com novas tecnologias menos agressivas a natureza e, por

conseguinte, aos seres vivos, inclusive o homem. Estudos na area de
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alelopatia certamente contribuirdo muito para se alcancar tais objetivos
(DAKSHINI, 1999), na busca por uma agricultura sustentavel.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a bioatividade do extrato
de marcela (Achyrocline satureioides) , através de biotestes de alelopatia,
com sementes e plantulas de alface, picao-preto e trigo, como material
reagente. Além da possibilidade de sugerir material para estudo em &reas
como a da quimica e biologia molecular, esta pesquisa ainda procurou
levantar a possibilidade de utilizagéo direta de extratos brutos frescos de
marcela na agricultura familiar, a partir de testes de campo a serem
efetivados.

5.2. Revisao de literatura

De uma forma ou de outra, todas 0s seres vivos sdo capazes de
produzir substancias que inibem o crescimento de seus competidores. Em
algumas, entretanto, esta capacidade se sobressai das demais, quando a
producdo desses metabdlitos secundarios resulta em forte interferéncia
nos processos de crescimento e desenvolvimento.

Relacbes de interferéncia entre plantas sdo agrupadas na
denominacéo geral de alelopatia (RAVEN et. al., 2000). Na agricultura os
efeitos alelopéticos ja tem sido aplicados ha algum tempo, tanto no
sentido da precaucéo, como dos beneficios do fenébmeno.

Se o termo alelopatia, quando foi criado, referia-se as relacdes entre
plantas e entre microorganismos, atualmente ja tem havido uma
generalizagdo no sentido de uma maior abrangéncia na denominagéo, ja
gue uma planta ndo compete apenas com outra, mas ha um envolvimento
geral no ambiente, onde entre os competidores estdo também os insetos,
0s acaros, os fungos, as bactérias, os virus e outros. Muitas vezes um
mesmo metabdlito secundario pode servir como mecanismo de defesa

para mais de um agente bidtico de estresse, j& que diversos fatores
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agressores externos sao capazes de ser percebidos por um mesmo
receptor, gerando uma cascata de sinais no processo de regulacdo
génica, para a ativagdo de um fator de transcricdo (TAIZ & ZAIGER,
1998).

As pesquisas recentes sobre alelopatia na agricultura tém se voltado
principalmente para esta questdo: a descoberta de moléculas organicas
gue possam vir a substituir ou associar-se aos agroquimicos
convencionais e que estejam mais em consonancia com as exigéncias
atuais dos modernos conceitos de biossegurancga.

O conceito moderno de alelopatia abrange, além dos mecanismos de
defesa da planta em funcéo da presenca de predadores e competidores,
as relacdes de sinergismo (BLUM, 1996; DAKSHINI, 1999; CHECHINEL-
FILHO & YUNES, 2001), representadas por aleloquimicos produzidos por
certas espécies e capazes de induzir crescimento noutras espécies ou a
ativacdo de qualquer caracteristica que signifigue melhoria na adaptacao
destas ultimas ao ambiente.

As plantas produzem suas substancias de defesa quando atacadas,
como resultado do processo de expressdo génica (TAIZ & ZAIGER,
2002), porém tais metabdlitos secundarios podem estar presentes, como
produto génico de expressao constitutiva. Assim como algumas plantas
produzem fitoalexinas, outras produzem taninos, e outras, substancias
fendlicas, que parecem desempenhar um papel semelhante na natureza
(RAVEN et. al., 2000), mesmo que estes ultimos sejam geralmente de
defesas estéticas, ou seja, sempre presentes nas partes da planta onde
eles ocorrem. Certamente € também comum na natureza a producédo de
metabolitos de expressdo constitutiva com efeitos alelopéticos positivos,
mesmo porgue no conjunto de estratégias das plantas se inclui também
os efeitos indutivos ou positivos sobre outros organismos que interagem
no ecossistema. Assim, pode-se afirmar que, além da complexidade das
moléculas contidas nos extratos vegetais, 0 numero de compostos
certamente é bastante numeroso (WILLIS, 1985; ALMEIDA, 1988; TAIZ &
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ZAIGER, 1998; MONGE, 2001; YUNES & CECHINEL FILHO, 2001),
tornando exaustivos os trabalhos nesta area para que se possa chegar a
resultados consistentes.

Em geral, resultados de experimentos conduzidos em laboratoério sdo
0 primeiro passo na identificacdo dos mecanismos do comportamento de
plantas, que podem envolver alelopatia (BLUM, 1999), fornecendo
subsidios para que tais agentes alelopaticos possam ser isolados e
identificados.

A espécie marcela ou macela, Achyrocline satureioides (Lam.) DC, é
uma das mais conhecidas na medicina popular, que tem cada vez mais
despertado interesse por parte da indastria farmacéutica. Nativa da
regido sudeste subtropical e temperada da América do Sul, ocorre
principalmente no sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Paraguai (SIMOES
et al., 1986), onde se adapta muito bem a solos Umidos, secos, zonas
montanhosas e até mesmo as dunas do litoral argentino (CABRERA,
1963). Na regido sudeste do Brasil ocorre a espécie Achyrocline alata
DC., conhecida pelos mesmos nomes populares e com propriedades e
caracteristicas semelhantes (LORENZI & MATOS, 2002).

E descrita como herbacea (0,40 — 0,60), bianual ou raramente perene,
ereta ou de ramos decumbentes, medindo até 1,50 m de comprimento,
caule cilindrico, prostrado, celulésico, pardo ou verde amarelado, estriado,
com numerosos ramos finos e longos, de seccao circular, quebradicos,
arométicos, com pubescéncia branca. Folhas simples, alternas, inteiras,
sésseis ou de peciolos muito curtos, lineares a lanceoladas, de até 12 cm
de comprimento por 1,8 cm de largura, com tricomas glandulares sésseis
vesiculados e outros flageliformes numerosos em ambas as faces das
folhas. Inflorescéncias axilares e terminais, com capitulos pequenos de
pedicelos longos, com dois tipos de flores, reunidos em panicula
corimbosa, em numero de quatro a oito. Flores amarelo-douradas, as
centrais hermafroditas, de corola tubulosa e anteras sagitadas, em

ndamero de uma a trés, e as flores marginais, de trés a seis, femininas, de
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corola filiforme. Frutos representados por aquénios néo-rostrados, 0,7 a
0,8 mm de comprimento, obovéides, glabros, pardos, papus alvo,
unisseriado, com cerca de 4 mm de comprimento e 20 cerdas (PIO
CORREA, 1974; DIMITRI, 1980; SIMOES et al., 1986; CASTRO &
CHEMALE, 1995).

A marcela cresce espontaneamente em pastagens, beira de estradas
e terrenos baldios, sendo tratada quase sempre como erva daninha. A
propagacao por sementes é o principal meio pelo qual as plantas se
reproduzem na natureza (CASTRO & CHEMALE, 1995), no entanto,
IKUTA (1998) ressalta que a propagacdo de marcela também é viavel por
micropropagacao e por estaquia, com melhor enraizamento das estacas
apicais do que as laterais.

O plantio pode ser feito de setembro a outubro na Regido Sul
(espacamento de 0,80m entre linhas e 0,60m entre plantas) e a colheita
de forma escalonada ou de uma s6 vez, quando produz as primeiras
flores, podendo-se utilizar raizes, ramos, folhas e flores (CASTRO &
CHEMALE), chegando-se a um rendimento de 2.000 kg de planta verde
por hectare.

No Rio Grande do Sul a coleta da marcela é cercada de misticismo e
religiosidade, devendo ser coletada especialmente na sexta-feira santa,
pois, segundo a lenda, além de potencializar sua acdo medicinal, torna-se
benta, purificando o corpo inteiro (ROSA, 1977).

Suas inflorescéncias secas sdo utilizadas em muitas regides para o
enchimento de travesseiros. Na medicina popular, o cha das flores, folhas
e ramos secos € empregado internamente como digestivo,
antiespasmodico, carminativo, colagogo, eupético, antidiarréico,
antisséptico intestinal, emenagogo e hipocolesterolémico; externamente
como antiinflamatério e antisséptico (SIMOES et al., 1986).

Os constituintes quimicos principais da marcela  (TESKE &
TRENTINI, 1997) correspondem a flavondides (quercetina, luteolina,

galangina, isoganfalina), ésteres da calerianina (com &cido caféico e &cido
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protocatéquico), 6leo essencial e saponinas triterpénicas. Os flavondides
atuam como estimulantes da circulagédo, reduzindo a fragilidade dos
capilares, quando absorvidos através da pele tém demonstrado aumentar
a circulacdo sanguinea periférica. O termo flavonoide (WILHELM FILHO,
2001) envolve todo um grupo de compostos polifendlicos complexos que
apresenta uma estrutura comum caracterizada por dois anéis aroméaticos
(A e B) e um anel heterociclo oxigenado (C). A familia dos flavondides é
formada por mais de 4.000 diferentes compostos fendlicos descritos,
incluindo os subgrupos flavandis, flavanonas, antocianidinas, flavonas e
flavonaois.

Em experiéncias com animais, tém sido observadas suas
propriedades analgésica, antiinflamatéria e relaxante muscular, sem
nenhum efeito colateral. No Japéo, estudos in vitro demonstraram que
extratos das flores desta planta inibiram o desenvolvimento de células
cancerosas e pesquisadores americanos comprovaram in Vvitro as
propriedades antivirgticas do extrato aquoso quente de suas flores secas
contra células T-linfoblastéideas infectadas com o virus HIV (LORENZI &
MATTOS, 2002). E provavel que os flavondides sejam os responsaveis
por estas propriedades ativas, segundo estes autores.

Na agroecologia sdo raros 0s estudos com marcela, citando-se o
trabalho de SAUPE (2002) que avaliou o efeito do ch&4 de marcela no
controle do pulgédo verde (Myzus persicae Sulzer) utilizando o cultivo
hidropdnico de racula (Eruca sativa Gersault) como modelo experimental.
A maior eficiéncia de controle do pulgéo (91,6%) foi verificada para o cha
com concentragdo de 10 gramas de inflorescéncias por litro de agua. Este
autor recomenda a continuidade desses estudos para o controle de

insetos de importancia agricola.
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5.3. Material e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia
Vegetal do Departamento de Biologia do Centro de Ciéncias da Educacéo
e no Departamento de Defesas Fitossanitaria do Centro de Ciéncias
Rurais da Universidade Federal de Santa Maria. Os experimentos,
correspondentes a 11 biotestes, foram desenvolvidos no ano de 2003.

Como material reagente utilizou-se sementes e plantulas de alface
(Lactuca sativa L.), variedade Maravilha-de-inverno, picao-preto (Bidens
pilosa, L.) e trigo (Triticum aestivum, L.), variedade RS-8.

A escolha do material reativo (extrato de marcela) foi fundamentada
em experimento preliminar, onde se avaliou os efeitos de extratos
vegetais de diversas espécies, dentre as quais Achyrocline satureioides
(Lam.) DC. (Asteraceae), na germinagdo e no crescimento e
desenvolvimento de plantulas (pré-germinacdo) de alface (Lactuca sativa
L), variedade Maravilha-de-inverno.

Preparagéo do material:

Flores frescas, com aproximadamente 10 cm de peddnculos, colhidas
entre 12 e 15 horas, no més de marco de 2003, foram secadas a sombra
e depois desinfetadas em 0,5% de hipoclorito de s6dio por um minuto,
lavadas abundantemente em agua potavel e posteriormente estocadas no
congelador a -20°C.

No momento da instalacdo dos respectivos ensaios, 0 material foi
moido em ligUidificador doméstico, com agua destilada nas devidas
propor¢cdes (peso/volume) e apods, coado em tecido de algodao
esterilizado. Em ensaio com solucao nutritiva para hidroponia em alface,
esta substituiu a agua destilada.

Depois de preparados, todos os extratos foram imediatamente
corrigidos para pH 5,8 £ 0,2.

As sementes dos materiais reagentes foram desinfetadas de maneira

similar, passando ainda por uma lavagem com &lcool 70° por 15
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segundos. Caixas germbox passaram por idéntica assepsia com
hipoclorito e posteriormente lavadas com algoddo embebido em alcool-
70°. Toalhas de papel estérii foram colocadas nas caixas, como
substratos, para receberem as sementes e 0s tratamentos.

As sementes a germinar e as sementes pré-germinadas (em agua
destilada e solug&o nutritiva) com aproximadamente 1 mm de radicula,
foram colocadas sobre os papéis-toalha, embebidos com os respectivos
tratamentos.

Em cada caixa foram colocadas 25 sementes nos ensaios de
germinacgdo, 16 sementes pré-germinadas nos biotestes de crescimento e
desenvolvimento de plantulas e 9 sementes pré-germinadas no ensaio de
hidroponia, com 20 ml de extrato vegetal do respectivo tratamento, além
das testemunhas. Para a adigdo de extrato e solugéo nutritiva, visando
completar os tratamentos, eram acrescidas ao fundo das caixas germbox,
novas toalhas de papel esterilizado, evitando assim o excesso de liquido
nos respectivos substratos.

Apds a execucgdo dos tratamentos foram feitas leituras, colhendo-se
0s seguintes dados de observagao: germinagao, sobrevivéncia, estatura
média da parte aérea em mm, massa seca de raizes, massa seca da
parte aérea e massa fresca da parte aérea em mg por parcela.

A solucdo nutritiva para composi¢do dos tratamentos, utilizada em
solu¢des hidropbnicas para a cultura da alface, foi preparada pelo
Departamento de Fitotecnia, da UFSM (SANTOS et al., 2002), tendo a
seguinte composicao, a seguir.
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COMPONENTES CASTELLANE & ARAUJO
(1995)

g/L de solugéo

Nitrato de calcio 950

Monoamonio fosfato -

Fosfato de potassio 272

Cloreto de potéassio -

Nitrato de potassio 900

Sulfato de magnésio 246

Cloreto de manganés -

Sulfato de manganés 1,70
Sulfato de zinco 1,15
Sulfato de cobre 0,19
Acido bérico 2,85
Molibdato de sodio 0,12
Ferro-EDTA* 1 litro

* Fe-EDTA como fonte de ferro, obtido através da dissolucéo de 24,1
g de sulfato de ferro em 400 mL de 4gua e 25,1 g de sodio-EDTA em 400
mL de agua a 80°C, misturando-se as duas solu¢des frias e completando

o volume para 1,0 litro.

Para a consecucdo dos objetivos propostos foram executados 0s

seguintes experimentos:

Biotestes 1 e 2
Biotestes realizados, respectivamente, a partir de sementes a
germinar e germinadas, tendo Lactuca sativa como material reagente.

Biotestes implementados em 05/06/2003.
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Tratamentos:

1- T (testemunha): 4gua destilada

2- 1/3 (p/v) de extrato aquoso de marcela
3
4
5

1/6 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/12 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/24 (pl/v) de extrato aquoso de marcela

Bioteste 3 e 4
Respectivamente de sementes a germinar e germinadas, tendo

Bidens pilosa como material reagente. Biotestes implementados em
05/06/2003.

Tratamentos:

1- T (testemunha): 4gua destilada

2- 1/3 (p/v) de extrato aquoso de marcela

3

4

5

1/6 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/12 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/24 (pl/v) de extrato aquoso de marcela

Bioteste 5 e 6

Respectivamente de sementes a germinar e germinadas, tendo
Triticum aestivum como material reagente. Biotestes implementados em
05/06/2003.

Tratamentos:

1- T (testemunha): &gua destilada

2- 1/3 (p/v) de extrato aquoso de marcela

3

4

5

1/6 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/12 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/24 (pl/v) de extrato aquoso de marcela
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Biotestes 7 e 8
Respectivamente de sementes a germinar e germinadas, tendo
Lactuca sativa como material reagente. Biotestes implementados em
05/06/2003.
Tratamentos:
1- T (testemunha): 4gua destilada
2
3
4
5

1/128 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/64 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/32 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/16 (p/v) de extrato aquoso de marcela

Biotestes 9 e 10

Respectivamente de sementes a germinar e germinadas, tendo
Triticum aestivum como material reagente. Biotestes implementados em
05/06/2003.

Tratamentos:

1- T (testemunha): &gua destilada

2- 1/128 (p/v) de extrato aquoso de marcela

3

4

5

1/64 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/32 (p/v) de extrato aquoso de marcela

1/16 (p/v) de extrato aquoso de marcela

Bioteste 11

Constituiu-se num bifatorial 2x6, em blocos ao acaso com 4 repeticdes
e nove individuos (sementes germinadas) por parcela.

As parcelas foram representadas pelos seguintes tratamentos:

01- Sementes germinadas em agua destilada

01- Sementes germinadas em solugdo nutritiva (para hidroponia em
alface).
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As subparcelas corresponderam aos seguintes tratamentos, aplicados
respectivamente na implantacdo do experimento (0), cinco dias apés (5) e
dez dias ap0s (10).

1- agua destilada na implantacéo do ensaio (0), solu¢do nutritiva aos
cinco dias (5) e solucao nutritiva aos dez dias (10).

2- solugéo nutritiva (0), solugéo nutritiva (5) e solugéo nutritiva (10).

3

4

5- Marcela (0), marcela + solucdo nutritiva (5) e marcela + solucao
nutritiva (10);

extrato de marcela (0), solucéo nutritiva (5) e solugédo nutritiva (10);

Marcela (0), marcela + solugéo nutritiva (5) e solugéo nutritiva (10);

6- Marcela + solugdo nutritiva (0), marcela + solugéo nutritiva (5) e

marcela + solugéo nutritiva (10).

5.4. Resultados e discusséao

Os resultados obtidos em 11 experimentos, visando avaliar as
propriedades bioestimulantes ou indutoras do crescimento e
desenvolvimento em plantulas de alface (L. sativa), picao-preto (B. pilosa)
e trigo (T. aestivum), sdo apresentados a seguir.

Na primeira série de seis bioensaios, onde foram testadas cinco doses
(p/v) iniciais de marcela (1/24, 1/12, 1/6, 1/3 e 0), tendo como material
reagente as trés espécies vegetais citadas anteriormente, foram bastante
evidentes os efeitos dos extratos de marcela para o0s caracteres
avaliados.

Na Tabela 1 e Tabela 2 sao apresentados, respectivamente,
resultados do bioteste 1 e bioteste 2, a partir de sementes pré-germinadas
e sementes germinadas (plantulas) de L. sativa.

Como pode ser observado, no primeiro bioensaio (Tabela 1, Figura 1 e
Figura 2) o carater mais afetado foi estatura de plantula, com as menores

doses promovendo 0s maiores acréscimos, sugerindo a participagdo
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agentes inibidores e indutores. Provavelmente a agcdo dos primeiros se
acentua mais nas doses mais altas e a medida em que se reduzem as
doses, o0 componente indutor do crescimento se sobressai. Outra
possibilidade seria a tendéncia de que doses elevadas do componente
indutor, possam ser citotoxicas. O efeito sobre o carater estatura de
plantula resultou por se refletir no carater massa seca da parte aérea de
forma similar.

A Tabela 2 resume os resultados obtidos desde a germinagdo de
sementes de alface nas respectivas doses de extratos de marcela. Devido
a problemas com regulagéo da aparelhagem no laboratoério, a temperatura
chegou a 38 °C, por um tempo estimado de 36 horas, provocando uma
gueda geral na sobrevivéncia das plantulas. A sobrevivéncia, que caiu
para 25,9% na testemunha, chegou a 68,5% para a dose de 1/3 de
extrato de marcela. A figura 2 mostra claramente o efeito positivo na
sobrevivéncia das plantulas, com o aumento da dose. Para o carater
estatura de plantula, os resultados mostraram que as varias doses de
extrato de marcela promoveram crescimento das plantulas, sem que
houvesse menor resposta para as doses mais altas (Tabela 2), como
ocorreu no bioteste 1 (Tabela 1). Pode-se especular que as 24 horas
requeridas para a germinacao (1 a 2 mm de radicula) podem influenciar
na composicdo do extrato, diminuindo a acdo do agente inibidor, sem
afetar ou afetando positivamente o agente indutor. A maior estatura de
plantulas tratadas com extrato de marcela refletiu-se de maneira similar
nos caracteres massa seca de raizes e massa seca da parte aérea.
Entretanto, se a curva de resposta para estatura de planta foi
representada por uma equacao de terceiro grau, com alto grau de ajuste
para os dados, os valores baixos dos coeficientes de regressédo para
aqueles caracteres ndo permitiram tracar curvas confiaveis (Tabela 2).

Os dados obtidos nos dois experimentos, com a espécie reagente L.
sativa permitiram demonstrar a agao positiva do extrato de marcela sobre

vérios caracteres avaliados e mais do que isto, levantaram a possibilidade
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da existéncia de compostos que possibilitaram a protecéo das plantulas
sob estresse ambiental, no caso, alta temperatura. A ocorréncia de
flavonoides nos extratos de marcela, tidos como responséveis por efeitos
positivos em diversos organismos, inclusive de protecdo a estresses
ambientais (TESKE & TRENTINI, 1997; TAIZ & ZEIGER, 1998; LORENZI
& MATTOS, 2002) poderia ser responsavelL por tais efeitos observados
nos dois bioensaios. Isto explicaria a agdo protetora observada no
bioteste 2 sob estresse, jA que os flavondides nas plantas sé&o

caracterizados principalmente por este efeito.
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TABELA 1. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia (S) em

porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de raizes

(MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg de

plantulas de alface (L. sativa), submetidas a cinco doses de

extrato bruto fresco aquoso de marcela (Achyrocline

satureioides), em laboratorio. 2005.

Dose (p/v) s C** MR"® MA*
0 87,5 7,0 3,0 8,1
1/24 95,3 11,3 3,4 10,4
1/12 93,8 10,4 3,6 10,5
1/6 93,8 9,8 3,7 9,4
1/3 85,9 10,9 3,5 9,3
CV% 14,7 13,8 19,6 10,6
C. linear - 7,1963 - 8,1606
X1 - 0,9053 - 0,5789
X2 - -0,0630 - -0,0402
X3 - 0,0012 - 0,0007
R? - 0,8985 - 0,9898
CV% - 13,8 - 13,4

"S N&o significativo a 5%
* Significativo a 5%

* Significativo a 1%
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TABELA 2. Valores médios para os caracteres germinacdo (G) em

porcentagem, sobrevivéncia (S) em porcentagem, estatura
(C) em mm, massa seca de raizes (MR) em mg e massa
seca da parte aérea (MA) em mg de sementes e plantulas
de alface (L. sativa), submetidas a cinco doses de extrato
bruto fresco aquoso de marcela (Achyrocline satureioides),
em laboratorio. 2005.

Dose (p/v) G™ S c* MR** MA**
0 90,6 25,9 4,6 1,2 2,8
1124 90,6 41,4 9,6 1,6 55
1/12 87,5 48,2 7.8 2,2 52
1/6 93,8 63,3 8,6 3,0 7,7
1/3 84,4 68,5 9,6 2,0 6,6
CV% 12,3 13,1 23,6 24,8 25,4
C. linear - 0,5388 4,9573 1,0495 2,862
X1 - 0,0267 0,8707 0,1608 0,3792
X2 - -0,0004 -0,0562 -0,0039 -0,008
X3 - - 0,0010 - -

R? - 0,9920 0,7764 26,2 27,9
CV% - 14,0 28,7 0,8860 0,8905

"S N&o significativo a 5%

* Significativo a 5%

* Significativo a 1%
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FIGURA 1. Curvas de resposta de estatura de plantula (mm) e de massa
seca da parte aérea de plantulas de alface (Lactuca sativa)
para doses (p/v) de extrato aquoso de marcela (Achyrocline

satureioides). 2005.
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FIGURA 2. Curvas de resposta de sobrevivéncia (%) e estatura de
plantula (mm) de plantulas de alface (Lactuca sativa) para
doses (p/v) de extrato aquoso de marcela (Achyrocline

satureioides). 2005.
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Nas Tabela 3 e Tabela 4 séo apresentados os dados de observacao
para diversos caracteres em B. pilosa, respectivamente para os biotestes
3 e 4, a partir de sementes germinadas e a germinar, tratadas com 5
doses de marcela (A. satureioides), de 0 a 1/3 (p/v).

No bioteste 3, ndo houve significAncia estatistica para qualquer dos
caracteres avaliados (Tabela 3). Ja o bioteste 4 (Tabela 4) apresentou
resultados bastante interessantes. Diferentemente do que ocorreu com
plantulas de alface (Tabela 1 e Tabela 2), as doses mais altas de extratos
de marcela inibiram a germinacéo e a estatura de plantulas de B. pilosa.
Mesmo para o carater sobrevivéncia, a dose mais alta (1/3) promoveu a
inibicdo para este carater avaliado. Para as doses mais baixas este
carater foi estimulado, de forma semelhante ao que ocorreu em L. sativa,
provavelmente pelo mesmo motivo: efeito protetor do extrato de marcela
em condicdes de alta temperatura (38°C), j& que o bioteste com picéo-
preto foi realizado lado a lado e simultaneamente ao bioteste com alface,
sob as mesmas condi¢6es de laboratdrio.

Assim, tais resultados evidenciam a participacdo de mais de um
composto com acgdo divergente: no caso desta espécie reagente, 0s
resultados evidenciam que a mesma foi insensivel, nas doses utilizadas,
ao agente indutor de crescimento. Ao mesmo tempo evidenciaram-se 0s
efeitos do agente inibidor sobre a germinacéo, sobrevivéncia e estatura
de plantula para as doses mais altas. A Figura 3 mostra as curvas de
dose-resposta para estes caracteres, denotando-se, para a equacao
terceiro grau, que se ajustou muito bem (R%= 0,9855), a presenca de no
minimo dois fatores para sobrevivéncia de plantulas: um fator indutor, nas

menores doses e um fator inibidor para as doses mais altas.
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TABELA 3. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia (S) em

porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de raizes

(MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg de

plantulas de picao-preto (B. pilosa), submetidas a cinco

doses de extrato bruto

(Achyrocline satureioides), em laborat6rio. 2005.

fresco aquoso de marcela

Dose (p/v) s c"® MR" MA"S
0 39,1 20,4 0,6 0,6
1/24 40,6 24,5 0,8 0,8
1/12 39,1 20,3 0,8 0,8
1/6 37,5 20,4 0,7 0,7
1/3 32,8 19,9 0,6 0,6
CV% 13,8 26,4 27,5 56,3

"S N&o significativo a 5%
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TABELA 4. Valores médios para os caracteres germinagdo (G) em

porcentagem, sobrevivéncia (S) em porcentagem, estatura

(C) em mm, massa seca de raizes (MR) em mg e massa

seca da parte aérea (MA) em mg de plantulas de picao-preto

(B. pilosa), submetidas a cinco doses de extrato bruto fresco

aguoso

marcela

laboratorio. 2005.

(Achyrocline

satureioides), em

Dose (p/v) G* S* c* MR"® MA"®
0 59,4 47,4 27,3 14 5,7
1/24 64,1 63,4 26,6 15 5,9
1/12 48,4 67,7 29,8 1.3 5,2
1/6 46,9 53,3 25,8 1,0 4,2
1/3 37,5 41,7 21,8 0,8 1,8
CV% 14,1 15,2 11,8 56,3 45,7

C. linear 0,9063 0,7492 27,0789 - -

X1 -0,0077 0,0548 0,2047 - -
X2 - -0,0039 -0,0110 - -
X3 - 0,0001 - - -
R? 0,8264 0,9855 0,8194 - -
CV% 17,6 14,3 12,5 - -

"S N&o significativo a 5%

* Significativo a 5%
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FIGURA 3. Curvas de resposta de germinacdo em porcentagem,

sobrevivéncia em porcentagem e estatura de plantula (mm)

de sementes e de plantulas de picdo-preto (Bidens pilosa)

para doses (p/v) de extrato aquoso de marcela (Achyrocline

satureioides). 2005.
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Na Tabela 5 e Tabela 6 sdo apresentados os valores médios dos
dados de observagcao relativos a alguns caracteres de sementes e
plantulas de trigo (T. aestivum), respectivamente nos biotestes 5 e 6,
submetidas a cinco doses (de 0 a 1/3) de extrato de marcela (A.
satureioides).

Como pode ser observado somente o carater estatura de plantula,
nos dois bioensaios e o carater massa seca da parte aérea no bioteste 5,
foram afetados pelas diferentes doses de marcela. Para o bioteste 5
(Tabela 5) evidenciou-se o efeito indutor do crescimento de plantulas nas
doses mais baixas, sendo praticamente nulo na dose mais alta (1/3). Isto
se refletiu de maneira similar na massa seca da parte aérea, tanto que
inclusive as curvas de dose-resposta, para ambos, com ajuste para
equacdes do terceiro grau, foram bastante semelhantes (Figura 4, a e b,
respectivamente). As curvas de terceiro grau, geralmente consideradas
biologicamente pouco representativas, poderiam ser justificadas pela
presenca de dois ou mais fatores interferindo e interagindo na
determinagédo dos caracteres avaliados.

No bioteste 6 (Tabela 6), elaborado a partir de sementes a germinar,
somente o carater estatura de plantula foi afetado. Diferentemente do
bioensaio 5 (Tabela 5), o aumento da dose de extrato de marcela
promoveu a inibigdo do crescimento, mostrando que neste caso o fator de
inibicdo pareceu ter sido mais ativado nas 24 horas requeridas para a
germinacdo, de forma semelhante ao que ocorreu com B. pilosa e
diferentemente do que ocorreu em L. sativa. O efeito protetor do extrato
de marcela na sobrevivéncia de plantulas de trigo ndo pode ser
evidenciada, pois diferentemente das espécies reagentes alface e picdo-
preto, as plantulas de trigo ndo foram afetadas pelas alta temperatura (38
°C), com relacdo a este carater. Ressalte-se que o bioteste 6 foi
implantado lado a lado e simultaneamente aos biotestes 2 e 4, portanto,

nas mesmas condi¢cdes de estresse térmico ocorrido no laboratério.
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Esses resultados, entretanto, n&o eliminam uma ou outra
possibilidade, mas evidenciaram que alteragbes ocorreram nos extratos
aplicados nas sementes, comparativamente com o0s extratos aplicados
nas sementes ja germinadas, sendo que provavelmente o efeito da
espécie reagente foi também fator importante e que influenciou nessas

diferencas.
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TABELA 5. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia (S) em

porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de raizes
(MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg de
plantulas de trigo (T. aestivum), submetidas a cinco doses
de extrato bruto fresco aquoso de marcela (Achyrocline

satureioides), em laboratorio. 2005.

Dose (p/v) s c* MR"® MA*
0 100 77,9 47,6 68,3
1/24 100 88,2 48,2 76,2
1/12 98,4 84,4 47,6 69,0
1/6 96,9 82,5 47,0 68,2
1/3 98,4 76,5 48,6 66,2
CV% 7,4 5,8 8,7 51
C. linear - 78,5523 - 69,1392
X1 - 1,9633 - 1,2219
X2 - -0,1351 - -0,1069
X3 - 0,0022 - 0,0020
R’ - 0,8675 - 0,6140
CV% - 8,6 - 8,2

"S N&o significativo a 5%

* Significativo a 5%
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TABELA 6. Valores médios para os caracteres germinacdo (G) em

porcentagem, sobrevivéncia (S) em porcentagem, estatura

(C) em mm, massa seca de raizes (MR) em mg e massa

seca da parte aérea (MF) em mg de plantulas de trigo (T.

aestivum), submetidas a cinco doses de extrato bruto fresco

aguoso

marcela

laboratorio. 2005.

(Achyrocline

satureioides), em

Dose (p/v) G"™ s C** MR"® MA"®
0 89,1 98,2 86,3 47,4 72,6
1/24 92,2 100,0 98,9 44,9 78,2
1/12 95,3 98,4 87,9 41,9 70,2
1/6 93,8 95,0 83,1 41,3 69,4
1/3 95,3 95,1 76,9 41,2 62,2
CV% 14,8 9,6 5,8 19,7 11,2

C. linear - - 87,5469 - -

X1 - - 2,2366 - -
X2 - - -0,2027 - -
X3 - - 0,0038 - -
R’ - - 0,8247 - -
CV% - 6,6 -

"S N&o significativo a 5%

* Significativo a 1%
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FIGURA 4. Curvas de resposta de estatura de plantula (mm) e massa

seca da parte aérea do bioteste 5 (sementes germinadas); e

de estatura de plantula (mm) do bioteste 6 (de sementes a

germinar) de plantulas de trigo (T. aestivum) para doses

(p/v) de
satureioides). 2005.
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Na Tabela 7 e Tabela 8 s&do apresentados os valores médios dos
dados de observagcao relativos a alguns caracteres de sementes e
plantulas de alface (L. sativa), respectivamente nos biotestes 7 e 8,
submetidas a cinco doses (de 0 a 1/128) de extrato de marcela (A.
satureioides).

Como pode ser observado, somente o carater estatura de plantula foi
afetado significativamente (Tabela 7) para o bioteste 7, com sementes
pré-germinadas, se evidenciado mais uma vez o efeito indutor de
crescimento do extrato de marcela, mesmo para doses tdo baixas como
1/128 e 1/64. Na Figura 5 a curva de dose resposta, determinada por uma
equacdo de segundo grau, mostrou alto ajuste para os dados de
observacao (RZ: 0,9556). Para o bioteste 8, com sementes a germinar,
nenhum carater avaliado variou significativamente, em funcdo dos
tratamentos aplicados. Isto talvez possa ser explicado devido a perda da
atividade do fator estimulante do crescimento, pelo tempo de 24 horas
entre a aplicagdo dos extratos nas sementes e o inicio da germinagéo.
Observe-se que, apesar de ndo haver significancia estatistica, as quatro
doses de extratos de marcela determinaram valores numéricos mais altos
do que a testemunha, para o carater estatura de plantula. Como o valor
de F-teste esteve muito proximo ao valor correspondente da Tabela de F,
pode-se inferir que se o experimento fosse mais preciso, poder-se-ia

encontrar significancia estatistica entre os tratamentos.

194



TABELA 7. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia (S) em

porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de raizes

(MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg de

plantulas de alface (L. sativa), submetidas a cinco doses de

extrato bruto fresco aquoso de marcela (Achyrocline

satureioides), em laboratorio. 2005.

Dose (p/v) s C** MR" MA"S
0 100,0 8,4 4,5 11,5
1/128 100,0 10,4 3,6 12,8
1/64 98,4 11,3 3,9 11,8
1/32 100,0 12,1 4.0 121
1/16 100,0 12,0 4.5 11,8
CV% 51 8.8 10,5 53
C. linear - 8,7300 - -

X1 - 1,8348 - -
X2 - -0,2121 - -
X3 - - - -
R’ - 0,9556 - -
CV% - 11,5 - -

"S N&o significativo a 5%

** Significativo a 1%
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TABELA 8. Valores médios para os caracteres germinacdo (G) em

porcentagem, sobrevivéncia (S) em porcentagem, estatura

(C) em mm, massa seca de raizes (MR) em mg e massa

seca da parte aérea (MA) em mg de plantulas de alface (L.

sativa), submetidas a cinco doses de extrato bruto fresco

aquoso de marcela (Achyrocline satureioides), em
laboratério. 2005.
Dose (p/v) G"® s"e c"s MR"® MA"S
0 90,6 62,1 6,8 1,9 6,6
1/128 92,2 69,5 7,7 2,3 7,7
1/64 87,5 67,9 8,4 2,4 7,2
1/32 95,3 75,4 9,0 2,6 8,1
1/16 93,8 63,3 8,2 2,5 7,7
CV% 17,1 26,4 11,9 22,0 18,1

"S N&o significativo a 5%

=
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FIGURA 5. Curvas de resposta de estatura de plantula (mm) do bioteste 7

(sementes germinadas) de plantulas de alface (L. sativa), para

doses (p/v) de extrato aquoso de marcela (Achyrocline
satureioides). 2005.
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Na Tabela 9 e Tabela 10 séo apresentados os valores médios dos
dados de observagcao relativos a alguns caracteres de sementes e
plantulas de trigo (T. aestivum), respectivamente nos biotestes 9 e 10,
submetidas a cinco doses (de O a 1/128) de extrato de marcela (A.
satureioides).

Os resultados, como pode ser observado nessas tabelas, sdo muito
semelhantes aos obtidos com L. sativa, mas a precisdo dos experimentos
com sementes e sementes pré-germinadas de trigo determinaram
diferencas muito significativas para estatura de plantula, o que se refletiu
muito  significativamente na massa seca da parte aérea e
significativamente na massa seca de raizes no bioteste 9 (Tabela 9).
Mesmo no bioensaio 10 (Tabela 10), onde também aparentemente houve
uma diminuicdo na atividade do extrato de marcela, devido ao tempo
entre a aplicagdo do mesmo e o inicio da germinacdo, ocorreram
diferengas significativas entre os tratamentos, configurando-se mais uma
vez o efeito indutivo do crescimento (carater estatura de plantula) das
doses de extrato de marcela. Entretanto, aparentemente isto ndo chegou
a se refletir nos caracteres massa seca de raizes e massa seca da parte
aérea, apesar das diferencas significativas, mas discrepantes,
encontradas para o primeiro.

Na Figura 6, sdo apresentadas as curvas de resposta para as doses
de extrato de marcela, para os dois experimentos (bioteste 9 e bioteste
10), demonstrando os altos graus de ajustes dos dados de observagéo,

determinados pelas equagdes correspondentes.
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TABELA 9. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia (S) em

porcentagem, estatura (C) em mm, massa seca de raizes

(MR) em mg e massa seca da parte aérea (MA) em mg de

plantulas de trigo (T. aestivum), submetidas a cinco doses

de extrato bruto fresco aquoso de marcela (Achyrocline

satureioides), em laborat6rio. 2005.

Dose (p/v) s C** MR* MA**
0 98,4 83,4 45,8 71,8
1/128 100,0 92,1 51,0 81,5
1/64 98,4 91,6 52,3 79,8
1/32 98,4 100,9 48,8 89,8
1/16 100,0 100,5 46,3 87,3
CV% 6,4 2,8 5,8 6,0
C. linear - 84,1177 45,7860 72,65
X1 - 7,6239 9,3391 7,9670
X2 - -0,7991 -3,8926 -0,8985
X3 - - 0,3856 -
R? - 0,9338 0,9993 0,8899
CV% - 5,3 14,6 7,7

"S N&o significativo a 5%

* Significativo a 5%

* Significativo a 1%
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TABELA 10. Valores médios para o0s caracteres germinacdo (G)

sobrevivéncia (S) em porcentagem, estatura (C) em mm,

massa seca de raizes (MR) em mg e massa seca da parte

aérea (MA) em mg de plantulas de trigo (T. aestivum),

submetidas a cinco doses de extrato bruto fresco aquoso

de marcela (Achyrocline satureioides), em laboratério.

2005.

Dose (p/v) G"™ s c* MR* MA"®
0 90,6 98,3 83,5 49,8 68,5
1/128 95,3 98,4 83,0 43,8 75,8
1/64 84,4 96,3 78,4 40,0 65,0
1/32 89,1 98,2 89,5 47,5 73,0
1/16 87,5 96,4 90,4 43,8 68,3
CV% 18,6 7,6 5,3 12,1 10,7

C. linear - - 84,3631 50,1142 -

X1 - - -8,7197  -14,1140 -

X2 - - 4,9606 6,3521 -

X3 - - -0,5456 -0,68101 -

R’ - - 0,8581 0,9584 -

CV% - - 6,4 14,1 -

"S N&o significativo a 5%

* Significativo a 5%
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FIGURA 6. Curvas de resposta de estatura de plantula (mm) e massa
seca de raizes (mg) e massa seca da parte aérea (mg) do
bioteste 9 (sementes germinadas); e de estatura de plantula
(mm) do bioteste 10 (de sementes a germinar) de plantulas
de trigo (T. aestivum) para doses (p/v) de extrato aquoso de

marcela (Achyrocline satureioides). 2005.
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Os dez biotestes realizados com as trés espécies reagentes (L. sativa,
B. pilosa e T. aestivum), que compreenderam diversas doses (de O a
1/128) de extrato de marcela (A. satureioides), demonstraram,
inequivocamente, ndo sé a presenca de fatores bioestimulantes, como
também de agentes inibidores e de componentes que atuaram como
protetores sob estresse térmico. Estes resultados sdo condizentes com a
literatura disponivel sobre os efeitos dos extratos de marcela em diversas
areas: em pesquisa humana, animal e vegetal.

Os flavondides formam um grupo muito grande de compostos
(WILHELM FILHO,2001), que vao desde aqueles com atividade
antioxidante protetora contra estresses ambientais (TAIZ & ZEIGER,
1998) e com possibilidade de serem agentes bioestimulantes, quanto
aqueles com propriedades citotdxicas, inclusive inseticidas, que puderam
ser detectados nos ensaios de alelopatia com marcela, planta tipicamente
rica nessas substancias fendlicas (LORENZI & MATTOS, 2002; SAUPE,
2002). Assim néo deve surpreender que muitas vezes doses mais altas de
um extrato bioestimulante tiveram sua agéo diminuida, comparativamente
com doses menores, ou mesmo que, dependendo da espécie reagente,
doses mais concentradas causaram inibicdo de determinados caracteres.
Compostos com atividades diversas certamente atuaram isoladamente ou
mesmo interagiram com outros. Foi muito comum nesses experimentos,
na composicdo de curvas de dose-resposta, ajustes altamente
significativos para equacdes de terceiro grau, sem que, muitas vezes, as
de segundo e primeiro grau fossem sequer significativas. Ha4 que se
questionar se isto significaria a presenca de mais de um composto ativo
nos experimentos, interferindo ao mesmo tempo, isoladamente e
interagindo, na manifestagdo dos caracteres estudados no material
reagente. De qualquer forma, certamente os extratos vegetais geralmente
contém um numero muito grande de compostos com atividade alelopética
(WILLIS, 1985; ALMEIDA, 1988; TAIZ & ZAIGER, 1998; MONGE, 2001;
YUNES & CECHINEL FILHO, 2001) e isto ndo deve ser diferente em
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relacdo ao extrato de marcela. Existe também a possibilidade de
ocorréncia de fendbmenos horméticos, mas nestes experimentos néo ficou
caracterizado o estimulo na manifestacdo dos caracteres estudados sob
doses muito baixas de agentes toxicos, como é conceituada a hormese
(SCHABENBERGER et al., 1999; FORBES, 2000; HUNT & BOWMAN,
2004; NICOLA et al., 2004; PEREIRA et al., 2004).

O bioteste 11 diferenciou-se inteiramente dos demais por ter sido
utilizada apenas uma dose de marcela (1/16), com eficiéncia comprovada
pelos experimentos anteriores, constituindo-se em seis tratamentos
(subparcelas) distribuidos em duas parcelas (a partir de sementes
germinadas em &gua destilada e solugdo nutritiva para hidroponia em
alface; SANTOS et al., 2000).

As condigbes ambientais do experimento podem afetar os efeitos
alelopéticos, de forma que a maioria dos autores sugere a realizacdo de
biotestes de laboratério, eliminando, tanto quanto possivel, fatores que
possam influenciar nos resultados. Outros (Hall et al, 1982, citados por
BLUM, 1999) chegam até a sugerir que mesmo o0 uso de solucdes
nutritivas pode anular os efeitos alelopéaticos. Assim, a maioria dos
autores tem trabalhado em laboratério em biotestes simples, que séo
conduzidos no maximo até o esgotamento da reserva das sementes.

Utilizando soluc¢do nutritiva no bioensaio 11, foram possiveis leituras
até 15 dias, ndo sendo possivel ir mais além, em fungéo da pouca altura
das caixas tipo germbox.

Observe-se que mesmo sob solugdo nutritiva os resultados obtidos,
além de positivos, foram altamente consistentes, com alto grau de
precisdo, determinado por coeficientes de variacao relativamente baixos
(Tabelas 11 a 15).

Com relacao ao carater estatura de plantulas (Tabela 11), pode ser
observado que ndo houve diferenga significativa entre solugéo nutritiva e

agua destilada no periodo avaliado. Apresentado valores médios de 7,7
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mm aos 5 dias, 20,3 mm aos 10 dias e 29,2 mm aos 15 dias apds a
emergéncia.

Na Tabela 12 para a caracteristica estatura de plantulas nos diversos
tratamentos, foi observado diferenca significativa, sendo que o tratamento
6 (marcela + solucdo nutritiva, marcela + solugdo nutritiva e marcela +
solucdo nutritiva) foi o que apresentou os mais altos valores para este
carater, sendo que este efeito se isolou significativamente dos demais a
partir dos 10 dias apGs a emergéncia.

A analise estatistica demonstrou interagcdo entre os tratamentos e
forma de germinacédo (dgua destilada e solucdo nutritiva) para o carater
estatura de plantulas aos 5 dias ap6s a emergéncia (Tabela 13).

Na Tabela 14, sdo apresentados os dados sobre matéria seca e
fresca da parte aérea. Quando analisado o comportamento das solugdes,
constatou-se diferenca significativa somente para a matéria fresca,
apresentando maior massa na solugéo nutritiva.Quanto aos tratamentos,
observa-se que para ambos o0s caracteres o tratamento 6 diferiu
significativamente, isolando-se dos demais com as maiores médias para
matéria fresca e seca da parte aérea, respectivamente de 306,2 e 13,0
mg.

Para o carater matéria seca da parte aérea (Tabela 15) observou-se
diferenca significativa quanto o meio de germinagéo, sendo que ambos
apresentaram comportamento similar aos maiores valores nos
tratamentos, ou seja, 2 e 6.
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TABELA 11. Estatura de plantulas (mm) aos 5, 10 e 15 dias apés a

emergéncia em agua destilada e solucao nutritiva, em
laboratorio. 2005.

Tratamentos 5 dias 10 dias 15 dias

Agua destilada 7,7a 20,1a 29.0a

Soluga nutritiva 7,6a 20,5a 29.3a

Média 7,7 20,3 29,2

Cv (%) 11,0 9,2 8,7

Médias ligadas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan a

5% de probabilidade de erro.

TABELA 12. Estatura de plantulas (mm) aos 5, 10 e 15 dias ap06s a
emergéncia em seis combinagfes de tratamentos com
agua destilada (A), solucdo nutritiva (SN) e extrato de
marcela (M), utilizadas na implantagdo do ensaio, aos
5dias e aos 10 dias apds, em laboratério. 2005.

Tratamentos 5 dias 10 dias 15 dias

1 (A, SN, SN) 6,2b 16,8¢c 25,8d

2 (SN, SN, SN) 6,3b 19,7b 26,6¢d

3 (M, SN, SN) 8,1a 20,7b 28,9cb

4 (M, M+SN, SN) 8,5a 20,6b 30,4b

5 (M, M+SN, M+SN) 8,2a 20,8b 30,1b

6 (M+SN,M+SN,M+SN) 8,7a 23,1a 33,1a

Médias ligadas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan a

5% de probabilidade de erro.
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TABELA 13. Estatura de plantulas (mm) aos 5 dias apds a emergéncia,

em seis combinacdes de tratamentos com agua destilada

(A), solugdo nutritiva (SN) e extrato de marcela (M),

utiizadas na implantacdo do ensaio, aos 5dias e aos 10

dias ap6s, em laborat6rio. 2005.

Tratamentos Germinacdo /agua Germinagdo / solugao nutritiva
1 (A, SN, SN) 6,0c 6,5b
2 (SN, SN, SN) 6,1c 6,5b
3 (M, SN, SN) 7,9b 8,3a
4 (M, M+SN, SN) 8,2b 8,7a
5 (M, M+SN, M+SN) 7,8b 8,5a
6 (M+SN,M+SN,M+SN) 9,9a 7,6ab

Médias ligadas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan a

5% de probabilidade de erro.
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TABELA 14. Matéria fresca da parte aérea (mg) e matéria seca da parte
aérea (mg), em seis combinagbes de tratamentos com
agua destilada (A), solucdo nutritiva (SN) e extrato de
marcela (M), utilizadas na implantagdo do ensaio, aos
5dias e aos 10 dias ap0s, a partir de sementes germinadas
em 4gua destilada (01) e em solugdo nutritiva (02), em
laboratério. 2005.

Tratamentos Matéria fresca da parte Matéria seca da parte
Parcelas aérea (mg) aérea (mg)
01 235,2b 11,5a
02 254 ,9a 11,8a
Tratamentos

Subparcelas

1 (A, SN, SN) 201,8c 11,1b
2 (SN, SN, SN) 260,0b 13,4a
3 (M, SN, SN) 214,8¢c 10,7b
4 (M, M+SN, SN) 233,5¢cb 10,5b
5 (M, M+SN, M+SN) 254,1b 11,2b
6 (M+SN,M+SN,M+SN) 306,2a 13,0a

Médias ligadas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan a

5% de probabilidade de erro.
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TABELA 15. Matéria seca da parte aérea (mg) em seis combinagfes de
tratamentos com agua destilada (A), solugdo nutritiva (SN) e
extrato de marcela (M), utilizadas na implantacéo do ensaio,
aos bdias e aos 10 dias apos, a partir de germinacdo em

agua destilada e em solug&o nutritiva, em laboratorio. 2005.

TRATAMENTO Germinagao em Germinagao em
agua solucao nutritiva
1 (A, SN, SN) 11,2b 11,0b
2 (SN, SN, SN) 13,3a 13,6a
3 (M, SN, SN) 10,8b 10,7b
4 (M, M+SN, SN) 10,6b 10,5b
5 (M, M+SN, M+SN) 10,0b 12,5a
6 (M+SN,M+SN,M+SN) 13,3a 12,6a

Médias ligadas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan a

5% de probabilidade de erro.

5.5. Conclusodes

A partir da andlise dos experimentos realizados, permite-se concluir
que:
\4 O extrato de marcela (Achyrocline satureioides) contém compostos
bioativos, cujos efeitos foram detectados em ensaios de alelopatia.
\4 O potencial bioestimulante, de um ou mais compostos contidos no
extrato de marcela, foi expresso através dos experimentos conduzidos, e
remetem & possibilidade de que outras &reas envolvidas em pesquisas
mais avancadas possam determinar as estruturas quimicas de moléculas
bioativas, visando a sintese de derivados importantes no estabelecimento
de uma agricultura mais sustentavel.
\Y4 O extrato de A. satureoides provavelmente contém agentes

citotoxicos e inibidores do crescimento, constituindo-se em importante
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base para a realizagdo de experimentos visando o controle de pragas
(fungos, insetos e outras).

\4 A provavel agdo protetora contra estresse térmico, encontrada no
extrato de marcela deve ser mais bem avaliada em experimentos
especificos.

\4 Bem adaptada as condig6es do sul do Brasil, a marcela poderéa se
constituir numa opcéo de cultivo importante aos pequenos produtores, no
fornecimento de matéria prima para a industria, bem como no sentido de
obtencdo de extratos pelo proprio agricultor para aplicacdo direta em
alguns cultivos, a partir dos avangos na pesquisa de laboratorio e de

campo com esta espécie.
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6. PROSPECGAO DE ESPECIES VEGETAIS, ENQUANTO
EXCIPIENTES DE COMPOSTOS INSETICIDAS

Resumo

Visando selecionar espécies vegetais como excipientes de compostos
inseticidas, 21 diferentes extratos de espécies vegetais foram testados em
quatro ensaios (fotofase natural, 25 + 1° C) em lagartas de Spodoptera
frugiperda, no Laboratério de Defesa Fitossanitaria da Universidade
Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS), no periodo de novembro de
2002 a margo de 2003. Lagartas de S. frugiperda, criadas artificialmente
receberam, de maneira cronica, basicamente dietas acrescidas de
extratos aquosos na concentragcdo de 1/3 (p/v), compondo 25% das
respectivas dietas. O extrato (6leo) de Azadirachta indica foi incluido em
dois experimentos, nas concentracdes de 0,1250 e 0,0625% (v/v). No
Bioensaio 1, os extratos foram aplicados sobre os insetos e na superficie
das dietas. Os bioensaios foram conduzidos com lagartas no segundo
instar (Bioteste 4) quarto instar (Biotestes 1 e 2) e quinto instar (Bioteste
3). As lagartas foram manejadas individualmente em frascos de plastico
de 100 mL. Todos os materiais utilizados (vidrarias, liquidificador, frascos
e folhas) foram desinfetados com hipoclorito de sédio a 0,5% por um
minuto. Os experimentos foram conduzidos em blocos ao acaso com
quatro (Biotestes 1, 2 e 3) e cinco (Bioteste 4) repeticdes. Foram
analisados o0s caracteres consumo de dieta em matéria seca,
sobrevivéncia de lagartas, peso de pupas e viabilidade de pupas. Os

resultados obtidos e analisados estatisticamente permitiram demonstrar
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gue os extratos de M. azedarach e A. indica séo eficientes no controle de
S. frugiperda em laboratério, mesmo em estadios mais avancados de
desenvolvimento larval. J& o extrato de Eucaliptus citriodora, em instares
mais avancados, apesar de inibir o consumo de dieta, ndo chega a
promover efeitos deletérios significativos. Em experimentos elaborados a
partir de lagartas do segundo instar o extrato de E. citriodora €
extremamente toxico a estas, determinando mortalidade total. Aparece
ainda como extrato promissor o de Solanum paniculatum, que provocou
efeitos deletérios em diversos caracteres de lagartas no segundo instar. A
maior suscetibilidade de lagartas nos instares precoces ndo esgota a
possibilidade de se encontrar outros extratos promissores. A presenca de
agentes inseticidas em alguns extratos, detectados pela metodologia
utilizada permite indicar que h& um imenso potencial a explorar nas

espécies vegetais, na busca por uma agricultura mais sustentével.

Abstract

Aiming to select vegetal species as source of insecticidal compounds,
21 different leaf extracts were tested throughout four bioassays (natural
photophase, 25 + 1°C, UR 65 + 10%) on larvae of Spodoptera frugiperda,
in the laboratory, at Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria,
RS, Brazil), from November 2002 to March 2003. The larvae, maintained
artificially, received chronically diets with aqueous extracts at
concentration 1/3 (p/v), consisting in 25% of respective diets. The extract
(oil) of Azadirachta indica was included in two experiments, at 0.1250 and
0.0625% (v/v). In the Bioassays 1, the extracts were applied on insects
and surface of diets. The bioassays were conducted with worms at
second, fourth and fifth instars, individually maintained in plastic flasks
(100 mL). All materials used were decontaminated by sodium hypochlorite

(0.5%) for one minute. The experiments were conducted in Randomized
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Complete Block. The characters dry matter consumption of diet, survival of
worms, weight of pupa, viability of pupa and others were analyzed. The
results obtained and statistically analyzed permitted to demonstrate that
M. azedarach e A. indica extracts are extremely efficient on the control of
S. frugiperda at laboratory. The Eucaliptus citriodora extract, in latest
instars, inhibits the diet consumption, but doesn’t promote deleterious
effects statistically significant. In bioassays elaborated with worms on
earlier instars E. citriodora is extremely toxic to S. frugiperda and Solanum
paniculatum extract promotes deleterious effects in some characters. The
higher susceptibility of worms on earlier instars doesn’t exhaust the
possibility of getting other promising extracts. The methodology used in
this work was efficient in finding promising insecticide from plants and
permitted to suggest that there is an immense potential to be explored in

vegetal species, aiming a more sustainable agriculture.

6.1. Introducéo

De tempos em tempos a humanidade se depara com a necessidade
de estabelecer um novo patamar de desenvolvimento econémico e social,
guando surgem entédo novos paradigmas que entram em luta, na tentativa
de serem portadores da filosofia da nova sociedade que se avizinha. A
Historia tem demonstrado, entretanto, que o paradigma, ou 0 espirito da
nova ordem socioecondmica, jamais tem sido aquele que renega ou tenta
destruir a velha sociedade, mas sempre aquele que se assenta nas bases
do que a humanidade tem realizado até agora, como que compreendendo
gue a nova ordem é, na verdade, produto da estrutura antiga e defasada.
Como o status tecnoldgico é parte fundamental das estruturas sociais, é
dos primeiros a acusar defasagem, impondo mudancgas.

O debate entre os paradigmas atuais, pode muito bem ser

compreendido pela imagem que MATURANA (2001) apresenta,
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diferenciando um movimento repetitivo de um recursivo. O primeiro seria
como o girar da roda de um veiculo atolado, sem sair do lugar. O segundo
seria como o mesmo movimento desta roda, com o carro mudando de
lugar. Assim, geralmente, na época do limiar da nova ordem
socioecondmica, surgem grupos que pregam simplesmente a volta a
tecnologias ja ultrapassadas, com pequenas mudancas e algumas
adequacdes. As conquistas da biologia molecular, enfim, da moderna
biotecnologia sdo consideradas como perniciosas (PINHEIRO et al., 1993;
ALTIERI, 2003; GLIESSMAN, 2003) e com potencial destrutivo e por isto
sdo combatidas de todas as formas. Outros, que a histéria até agora tem
demonstrado estarem corretos, buscam a reciclagem das tecnologias
defasadas a luz dos novos conhecimentos, na visdo de que a sociedade
humana evolui como uma espiral ascendente, cuja projecdo de um ponto
em movimento, vai redesenhando sempre uma circunferéncia, fazendo
aos mais incautos crerem que a historia € repetitiva, quando na verdade
ela é recursiva. Dentre os primeiros estdo hoje principalmente adeptos
das chamadas Agricultura Organica e Agroecologia; mas cumpre destacar
que dentre estes jA& se destacam algumas posicdes mais avangadas
(CANUTO, 2003; GOMES, 2003; KITAMURA, 2003), que propdem a
adequacado de diversas técnicas modernas da agricultura intensiva ou
convencional e até mesmo da moderna biotecnologia.

As tecnologias, como qualquer instrumento, tem seu periodo de vida
atil, necessitando serem substituidas de tempos em tempos. As
tecnologias convencionais, assentadas sobre os produtos quimicos nao
respondem mais as necessidades da humanidade. Os antibioticos, que
pareciam ser o caminho para a cura e erradicagdo de todas as doencas
infecto-contagiosas, apesar dos avangos cientificos, cedem espacos,
inclusive a moléstias que pareciam ser coisas do passado. Na agricultura,
se pensava que com o advento dos defensivos agricolas, surgiria uma
agricultura sem riscos de perdas por pragas. Através dos avancgos de

quimica e é&reas correlatas ou de apoio, tudo se resolveria através da
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sintese de novas substancias adequadas as novas necessidades
(CASIDA & QUISTAD, 1998), mas o que se viu foi que todos os
instrumentos comecaram a falhar e os proprios paradigmas de
sustentagcao tornaram-se obsoletos e vazios.

Com relacdo aos agrotéxicos, além de serem cada vez mais
ineficientes, devido ao surgimento da resisténcia genética, pela selecao
de genotipos mutantes pré-existentes nas populacdes de pragas, surge,
cada vez com mais forca, imposi¢cfes da sociedade pelo uso de produtos
menos toxicos e menos agressivos ao ambiente (VENDRAMIN &
CASTIGLIONI, 2000).

Com os avancgos da biotecnologia, em particular da biologia molecular
ou engenharia genética, surge a proposta de uma agricultura mais
sustentavel, através da utilizacdo do potencial genético existente no
Planeta, de utilizacdo, das mais variadas formas. De forma mais didatica,
poder-se-ia dizer que a proposta é a de substituir o uso dos produtos
quimicos pelos produtos dos genes ou génicos. Se aqueles defensores do
movimento repetitivo propéem a volta do uso dos inseticidas botanicos ou
de extratos vegetais in natura, o paradigma oriundo da biotecnologia
propbe desvendar estruturas quimicas e genes relacionados as
substancias de defesa das proprias plantas. Os derivados metabdlitos das
plantas se constituiriam na reciclagem da prépria quimica e 0s genes
relacionados aos mesmos substituiriam os agrotéxicos pela resisténcia
genética. Mas este é apenas um primeiro estagio, ja que os avancos da
guimica, bioquimica, biologia molecular, biofisica, informatica e outras,
inexoravelmente levardo em breve a humanidade a construir sequéncias
de DNA, de acordo com as necessidades.

Para que tudo isto possa ser viavel, ha necessidade, antes de tudo,
indicar em que espécies podem estar metabdlitos secundérios
importantes, para que possam ser mais tarde fracionados, isolados,

identificados, e a pesquisa prossiga até as ultimas conseqiéncias.
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Neste importante estdgio bésico da pesquisa, os paradigmas
repetitivos e os paradigmas recursivos, ndo entram em choque, j& que os
objetivos iniciais s8o 0s mesmos, ou seja, identificar espécies vegetais
excipientes de metabdlitos secundérios, cujos extratos tenham atividade
detectavel através de bioensaios de laboratério e de campo. A diferenca é
gue os primeiros defendem o0 uso dos extratos vegetais exclusivamente in
natura, enquanto que os ultimos pesquisam com 0 objetivo principal de
descobrir novos genes de defesa e moléculas-modelo na sintese de
derivados, mas ndo excluem a possibilidade de utilizagdo direta dos
extratos vegetais pelos agricultores, em situacdes bastante limitadas. Até
mesmo pelas dificuldades atuais de se isolar e sintetizar moléculas
complexas contidas nos extratos vegetais e que muitas vezes nao
correspondem aos resultados obtidos nos bioensaios (RODRIGUES,
1996). Entretanto, certamente a utilizagéo de extratos vegetais in natura,
em larga escala, carece totalmente de sustentabilidade.

O presente trabalho visou a prospeccdo de espécies vegetais
promissoras como inseticidas ou insetistaticas, testando seus extratos
contra lagartas de Spodoptera frugiperda, através de bioensaios nos
laboratérios do Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade

Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS).

6.2. Revisado de literatura

Os trabalhos com extratos vegetais, principalmente visando avaliar o
potencial inseticida dos mesmos, tém sido publicados cada vez em maior
namero. Quase sempre os resultados tém sido altamente positivos,
demonstrando como é praticamente ilimitado o potencial das espécies
vegetais na descoberta de novas moléculas biocidas (BARREIRO, 2001).

No ultimo Congresso Brasileiro de Entomologia (2004) pode-se ter a

dimensédo do aumento do interesse por esta area de pesquisa, quando 0s

214



trabalhos com extratos vegetais mais do que duplicaram em relagéo a
periodos anteriores. Mas do que isto, os resultados obtidos foram muito
promissores como pode ser exemplificado a seguir.

O ¢6leo de nim (Azadirachta indica, familia Meliaceae), como tem
acontecido sempre, foi novamente o mais testado contra as mais diversas
pragas, quase sempre com eficiéncia em testes de laboratério, mas
inconsistente em experimentos de campo. Contra Spodoptera frugiperda
o extrato de nim mostrou alta eficiéncia de controle em laboratorio, mas
nao competiu com os inseticidas sintéticos (De JESUS et al., 2004). Ja
contra Plutella xylostella (traga-das-cruciferas), além de eficiente o 6leo
de nim teve controle semelhante aos inseticidas convencionais (THULER
et al., 2004). Em experimento a campo, entretanto, BESERRA et al.,
(2004b) nédo detectaram diminui¢cdo de danos por Spodoptera frugiperda e
Helicoverpa zea em milho, com a aplicagdo de 6leo de nim. Igualmente,
em outro experimento de campo, BESERRA et al. (2004a) né&o
encontraram eficiéncia do 6leo de nim, nas diversas doses testadas,
contra Spodoptera frugiperda e Brevicorine brassicae, na cultura do
repolho. GONCALVES (2004) avaliou, em experimento de campo, o 6leo
de nim contra alternativas no controle de Thrips tabaci em cebola, sem
que observasse reducdo da incidéncia desse inseto. SILVEIRA et al.,
(2004), entretanto, observaram a campo a diminuigdo da incidéncia de
Spodoptera frugiperda em milho, com uma aplicagédo de 6leo de nim, mas
sugerem a inclusdo de outros métodos de controle e avaliagbes novas
com aplicagdes sucessivas do produto. Em casa de vegetagéo, VIANA &
PRATES (2004) avaliaram os efeitos de diversas formas e dosagens de
extratos de nim, combinados forma e numero de aplicagbes, no controle
de lagartas de Spodoptera frugiperda, demonstrando que a eficiéncia dos
extratos de Azadirachta indica depende da interagéo entre estes diversos
fatores. Estes resultados demonstram a alta dependéncia dos extratos de

nim dos fatores ambientais, pois conforme aumenta a incidéncia destes,
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cai a eficiéncia do produto. Esta situagdo ndo deve ser diferente para os
demais extratos vegetais.

Trabalhos com éleo de nim, em periddicos nacionais e internacionais,
sdo também muito abundantes e quase sempre confirmam a eficiéncia do
mesmo no controle de diversos insetos, mas geralmente se referem
igualmente a dependéncia de fatores ambientais, sendo comum também
relatos de sobre a eficiéncia relativa menor que os inseticidas sintéticos,
como se pode exemplificar (SCHMUTTERER, 1988; ISMAN et al., 1990;
SCHMUTTERER, 1990; WILPS et al.,, 1992; ADEL & SCHNAL, 2000;
MORDUE & NISBET, 2000; TRINDADE et al., 2000; GELBIC & NEMEE,
2001; MARTINEZ & EMDEN, 2001; MANCEBO et al., 2002; LIANG et al.,
2003).

Também da familia Meliaceae, o cinamomo (Melia azedarach) e
Trichilia pallida tiveram destaque especial no Congresso Brasileiro de
Entomologia de 2004, onde foram apresentados experimentos de
laboratério e de campo (PARUSSOLO et al., 2004; ROCHA et al., 2004;
SILVEIRA et al., 2004; VENDRAMIM & BOGORNI, 2004, dentre outros),
com resultados promissores no controle de Spodoptera frugiperda.

Extratos de diversas outras espécies vegetais também mostraram
eficiéncia no controle de outras pragas de lavoura, conforme outros
trabalhos apresentados no referido congresso brasileiro, como se segue.

O extrato folhas de louro (Laurus nobilis L.) apresentou efeitos
repelentes sobre adultos de Blatella germanica (barata) até 48 horas da
aplicacdo, mas ndo mostrou nenhum efeito inseticida sobre esta espécie
(ALBERNAZ et al., 2004). Os 6leos essenciais de Tagetis patula,
Cymbopogon cytratus (limoneno, citral, geranial, mirceno), Eucalyptus sp
(cineol, gloutol, alfa pineno) e Laurus nobilis (cineol, linalo, alfa pineno,
beta pineno e terpineno) foram testados no gorgulho-do-milho (Sithophilus
zeamais), obtendo resultados de até 100% no controle deste inseto com
T. patula e Eucalyptus sp, em todas as doses, em 24 horas. L. nobilis e C.

cytratus foram 100% eficientes para as doses mais elevadas (MENEGATT
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et al., 2004). Oleos essenciais de Piper hispidinervum e P. aduncum
foram avaliados contra Ceraeochrysa cubana, mostrando efeitos
significativamente negativos na viabilidade de ovos deste predador, nas
concentragcdes mais altas (AMORIM, et al., 2004). Extrato bruto de Agave
sisalana (sisal) foram eficientes como inseticida no controle de Alabama
argillacea (curucuré do algodoeiro), apresentando efeitos toxicos agudos
e crbnicos sobre as lagartas desta espécie (AZEVEDO et al., 2004).
Extratos de Zinziber officinale e Petivesia aliacea foram aplicados em
Anticarsia gemmatalis, sendo ambos téxicos as lagartas, sobressaindo-se
0 primeiro pela acdo mais rapida (BERLITZ & FIUZA, 2004). Extratos
aquosos de folhas de Canavalia ensiformes e Ruta graveolens
mostraram-se mais eficientes no controle de lagartas do segundo instar
de Anticarsia gemmatalis do que os extratos de Artemisa verlotorum e
Chenopodium ambrosioides, que apresentaram menor letalidade (
BARBIERI et al.,, 2004). Extratos de castanha do caju foram
extremamente téxicos a traca-das-cruciferas (Plutella xylostella) em
aplicacdes tépicas, mostrando rapida acao e 6timo potencial de uso deste
extrato para controle da referida praga (De BORTOLI, et al., 2004).
FERNANDEZ et al. (2004) testaram diversos extratos contra Piezodorus
guildinii. Somente o extrato aquoso de coentro (Coriandrum sativum)
provocou aumento significativo da mortalidade deste inseto (36%), mas
0s extratos de pimenta-malagueta (Capsicum frutescens), 6leo de nim,
cravo-de-defunto (Tagetes sp.), alho (Allium sativum) e, inclusive, o de
coentro, mostraram efeitos repelentes. ANDRADE et al. (2004) aplicaram
extratos aquosos de arruda (Ruta graveolens), cebola (Allium cepa), louro
(Laurus nobilis), tomateiro (Lycopersicon esculentum) contra Aphis
gossypi (pulgdo-do-algodoeiro). Todos o0s tratamentos apresentaram
relativa eficiéncia, sendo que o louro foi 0 menos eficiente (28%) no
controle destes insetos. GONDIM JUNIOR et al. (2004) verificaram, em
laboratério, que extratos de folhas de chicha (Sterculia foetida) e de

sementes de leucena (Leucaena leucocephala) apresentaram acao
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inseticida contra Bemisia tabaci, em folhas de couve, mostrando potencial
importante, pela impossibilidade de uso de agrotdxicos no Arquipélago de
Fernando de Noronha. MAZZONETTO (2004) estudou o efeito repelente
e de toxicidade de extratos de dez espécies vegetais. Os extratos de
frutos de pimenta-do-reino (Piper nigrum), parte aérea de erva-de-santa-
maria (Chenopoidium ambrosioides), tanchagem (Plantago major) e de
cascas de frutos de laranja-azeda (Citrus auranthium) apresentaram efeito
repelente aos adultos de Zabrotes subfasciatus. JA4 nos testes de
toxicidade, somente extratos de erva-de-santa-maria e de folhas de arnica
(Solidago microglossa) afetaram a sobrevivéncia dos adultos. COITINHO
et al. (2004) aplicaram, em experimento, 6leos essenciais de nim
(Azadirachta indica), eucalipto (Eucalyptus citriodora), andiroba (Carapa
guianensis), alecrim (Lippia gracillis), cedro (Cedrela fissilis) e eugenol,
sobre adultos de Sitophilus zeamais. O indice de mortalidade das diversas
concentracbes destes Oleos variou de 37,6 a 78,2%. OLIVEIRA et al.
(2004) avaliaram o efeito inseticida dos 6leos de cedro (Cedrela fissilis),
nim (Azadirachta indica), alecrim (Lippia gracillis), cravo-da-india
(Syzigium aromaticum), eucalipto (Eucalyptus citriodora e Eucalyptus
globulus), andiroba (Carapa guianensis) e capaiba (Copaifera oleifera) no
controle de Callosobrucus maculatus em graos armazenados de Vigna
unguiculata (feijdo-caupi). Quanto a mortalidade, os dleos de cedro, nim,
alecrim e cravo-da-india foram os mais eficientes (100%). Com excecao
do 6leo de copaiba, todos os demais reduziram em 100% a postura de
0Vos Viaveis e a emergéncia.

A literatura nacional e internacional, apesar da prevaléncia de
pesquisas com o Oleo de nim, € abundante e diversificada em relacdo a
trabalhos com outros extratos vegetais, como a seguir.

O cinamomo tem sido relatado com relativa freqiiéncia, quase sempre
demonstrando a eficiéncia de seus extratos, de forma similar ao extrato de
nim (McMILLIAN et al., 1969; HUANG et al., 1995; HUANG et al., 1996;
RODRIGUES & VENDRAMIM, 1997; BOHNENSTENGEL et al., 1999;
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SOUZA & VENDRAMIM, 2000; TORRES et al., 2001; GAJMER et al.,
2002).

A familia das anonaceas tem sido referida com muita énfase, como
contendo mais de 400 acetogeninas, intensamente pesquisadas em
diversas areas das ciéncias, inclusive na area agronémica (LORENZI,
1998; JOHNSON et al., 2000; DAMASCENO et al., 2002; PIMENTA et al,
2003), como praguicidas. No Brasil sdo muito conhecidas as espécies do
género Annona e Rollinia, nesta familia.

Na busca principalmente por produtos inseticidas, com menos énfase,
mas nao menos importantes, tém sido investigadas espécies do género
Salix (JULKUNEN-THTTO et al.,, 1993) e outras espécies vegetais tais
como Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Labiateae), Renealmia alpinia(rott)
Maas (Zingiberaceae), Eclipta Alba (L.) Hassk, Himatanthus fallax
(Muell.Arg.) Plumel, Allamanda cathartica L. (Apocynaceae) e Miconia
lepidota DC (Melastomataceae), dentre outras (QUEIROZ-VOLTAN et al.,
1995; KINGSTON et al., 2000).

Enfim, o potencial inseticida nas espécies vegetais parece
praticamente inesgotavel (BARREIRO, 2001) e, portanto, encontrar
espécies promissoras adaptadas a Regido Sul do Brasil, ndo deve ser
algo raro. As dificuldades certamente estardo em futuros trabalhos
advindos de prospeccdes basicas, pois certamente chegar a uma
molécula inseticida ou a identificacdo de um gene de defesa, com todas
as etapas posteriores desvendadas, significa percorrer um longo e arduo

caminho.

6.3. Material e métodos
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia

do Departamento de Defesa Fitossanitaria do Centro de Ciéncias Rurais,

da Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS).
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6.3.1. Material entomoldgico

Para desenvolver o presente trabalho, lagartas de Spodoptera
frugiperda foram coletadas no campo, em plantas de milho (Zea mays) e
mantidas em criagfes artificiais no Departamento de Defesa Fitossanitaria.
Para se dispor de uma populagdo constante e uniforme de insetos,
fundamental para o éxito de qualquer trabalho envolvendo pragas das
culturas (ORTMAN & PETERS, 1984), a criagéo de insetos ultrapassou em
muito as necessidades aparentes de material reagente para o0s

experimentos

6.3.2. Criacédo de S. frugiperda

A partir de 300 lagartas coletadas no campo, iniciou-se um sistema
criatorio, visando obtencdo de material para os biotestes, procurando
evitar perda da variabilidade genética da populagdo, impedindo que a
consanguinidade pudesse inviabilizar as avaliagbes. Para isto, j& na
primeira geracdo, contou-se, basicamente, com mais de 2000 lagartas,
criadas individualmente, para serem utilizadas nos biotestes e para fins de
reproducdo. Para cada bioteste ndo foi usado mais do que 20% do total
de lagartas, visando selecionar material reagente mais uniformemente
possivel. Foram obtidas 12 geragBes de insetos, sem que surgissem

problemas aparentes de consangtinidade.

6.3.3. Manejo e criagdo de adultos de S. frugiperda

Pupas ndo sexadas de S. frugiperda (de 200 a 350) e obtidas ao
acaso, dentre 1.000 a 2000 pupas, foram colocadas em trés a cinco
recipientes cilindricos de vidro, com volume aproximado de 18 litros,

forrados com papel filtro e fechados com tela plastica, apropriados a
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manuten¢do e acasalamento. Chumagos de algoddo com agua destilada
foram regularmente colocados no fundo do recipiente, para manter o
ambiente umido e facilitar a emergéncia das mariposas.

Para a alimentagcdo dos adultos, utilizou-se a mistura embebida em
algoddo de mel de abelha com agua destilada, respectivamente na
proporcédo de 1/9 (v/v), acrescida de 10 gotas do produto comercial
Protovit (complemento vitaminico), para cada 100 mL da calda. Para
facilitar a postura foram dependuradas, no interior dos cilindros, tirantes
de papel de filtro e barbantes de algoddo, que posteriormente foram

recortados e colocados sobre a dieta artificial até a eclosdo das larvas.

Dieta para S. frugiperda, de acordo com PARRA (1996), com algumas

modificagdes:

Componentes Quantidade
Feijdo carioquinha 165,00 g
Germe de trigo 79,20 g
Levedura de cerveja 50,50 g
Acido ascorbico 5,10 g
Protovit (composigdo vitaminica)* 20 gotas
Acido sorbico 1,64 ¢
Metilparahidroxibenzoato (Nipagin): 3,159
Formaldeido (38%): 3,009
Agar: 14,00 g**

* Composi¢ao vitaminica acrescida a dieta original

** Alteragdo na quantidade original (20,50 g)

6.3.4. Manejo das lagartas de S. frugiperda
Recortes de papel de filtro e barbante de algodéo, contendo posturas,
foram colocados sobre pedacos de dieta, em recipientes de plastico, de

250 ml. As larvas eclodidas eram separadas imediatamente apds o
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primeiro instar, transferindo-as para recipientes transparentes de plastico
de 100 ml, com cubos de aproximadamente 4 g de dieta. A partir deste
momento as lagartas estavam prontas para serem utilizadas, dependendo
dos objetivos do trabalho e do instar requerido.

As lagartas selecionadas para multiplicacdo e manutencéo do material
foram mantidas nos recipientes de plastico citados acima, até
completarem o sexto instar, chegando a fase de pupa, quando entdo
eram transferidas para os recipientes de vidro para acasalamento e

postura.

6.3.5. Adicdo dos extratos vegetais a dieta artificial

Visando simular as condigbes em ambiente natural, no que tange ao
consumo de produto aplicado sobre a parte aérea de plantas, foram feitos
testes com folhas de milho, molhadas com mistura de agua e espalhante
adesivo, até imediatamente antes do ponto de escorrimento. A partir desta
relagcdo, calculou-se em 22,1% a participacdo dos extratos frescos
aguosos no peso das dietas artificiais das lagartas testadas. Este
consistiu entdo no valor utilizado para todas os extratos e doses, visando
fazer com que o0s insetos consumissem, em laboratorio,
proporcionalmente a mesma quantidade de extratos que ingeririam no

campo, em pulverizagdes foliares.

6.3.6. Coleta e estocagem do material vegetal e preparacdo de
extratos vegetais
As coletas das partes vegetais foram efetuadas durante todo o
periodo de realizagdo dos experimentos, principalmente de setembro a
maio, visando utilizacdo imediata dos extratos vegetais.
A identificacdo e a confirmacdo das espécies vegetais utilizadas foram
realizadas pelo Professor Adelino Alvarez Filho, M. Sc. em Taxonomia

Vegetal.
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Em funcdo dos objetivos do projeto, foram utilizadas plantas frescas
(folhas, flores e frutos), imediatamente processadas ou estocadas em
congelador a -20°C, quando néo foi possivel a utilizacdo imediata. Folhas
frescas, colhidas entre 12 e 15 horas, foram desinfetadas (com excegao
na destilacdo) com 0,5% de hipoclorito de sodio por um minuto e apos,
lavadas abundantemente em 4gua potavel.

Para a utilizacdo imediata, folhas frescas foram moidas com agua
destilada, em liquidificador doméstico, por 2 minutos e coadas em tecido
de algodéo esterilizado. Para estocagem, material intacto foi congelado,
visando diminuir o processo de oxidacdo, provavelmente facilitado em
material moido.

Da moagem e material imediatamente coado, resultaram os extratos
vegetais brutos e aquosos. Da destilacdo das folhas frescas ou
congeladas, resultaram os 6leos essenciais e os destilados. Estes foram,
respectivamente, estocados no escuro, a -20°C, e no refrigerador a + 3°C,

qguando no maximo uma semana antes da utilizacao.

6.3.7. Obtencéo de Oleos essenciais e destilados

A destilagdo foi realizada com um destilador, utilizando-se sobras de
material, combinados com mangueiras especiais, resistentes ao calor e
um condensador de vidro. Assim, o conjunto destilador, constituiu-se
numa panela de pressdo doméstica de 5 litros (baldo receptor), uma
mangueira condutora do vapor, um condensador, mangueiras condutoras
de agua para resfriamento do condensador e um baldo coletor de vidro de
1000 mL. Desta forma, se conseguiu um rendimento adequado as
necessidades do projeto de pesquisa, impossivel de ser alcancado com
0s equipamentos disponiveis no laboratorio.

O método de destilagdo empregado foi entdo uma combinagédo de
destilacdo a vapor com hidrodestilagdo. Na panela de pressdo foram
colocadas 750 gramas de folhas frescas, com 1,5 litros de agua. Como as

folhas preenchem totalmente o recipiente, a agua entra em contato
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apenas parcialmente (aproximadamente 1/2), com as folhas, combinando
entdo os dois métodos de destilacao.
Os oOleos essenciais foram obtidos, resgatando-se material

sobrenadante do bal&o coletor e os destilados do restante da destilagéo.

6.3.8. CondicOGes dos experimentos, dados de observacdo coletados
e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em blocos ao acaso, com quatro
repeticbes. Cada unidade experimental constou, dependendo do
experimento, de 6, 10 e 20 lagartas, recebendo cada uma um cubo da
respectiva dieta, com massa aproximada de 4 gramas. Os experimentos
foram conduzidos em condi¢Bes semicontroladas de laboratorio, a 25°C +
1°C, fotofase natural e umidade relativa do ar 65 + 10%.

Os dados de observacdo coletados (sobrevivéncia de lagartas,
consumo de dieta, peso de lagartas, peso de pupas e viabilidade de
pupas) foram submetidos a andlise pelo pacote estatistico
NTIA/EMBRAPA (Centro de Ciéncias Rurais, Departamento de Fitotecnia,
cedidos pela EMBRAPA 1986, 1988, 1989).

Os biotestes realizados tiveram as seguintes caracteristicas:

Bioteste 1. Efeito de extratos de espécies vegetais, em doses
variadas, na sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda, no quarto instar
(6 lagartas por repeticéo), realizado no laboratério, em novembro de 2002,
com 0s seguintes tratamentos:

1- Agua destilada

2- Destilado de ariticum, Rollinia silvatica (St. Hil.) Mart -
Annonanceae. 100 gramas de folhas secas (em estufa, a 45°C) em po,
misturadas com 1,5 L de agua, foram destilados até resultar em um litro
de destilado.

3- Destilado de cinamomo sombrinha, Meliah azedarach L. var.

umbracolifera (Knox) Rehder — Meliaceae. 100 gramas de frutos secos
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(em estufa, a 45°C) em po6, misturados com 1,5 L de agua, foram
destilados até resultar em um litro de destilado.

4- Destilado de canela-de-cheiro, Cinnamomum zeylanicum Breyn. —
Lauraceae. 100 gramas de folhas secas (em estufa, a 45°C) em pg,
misturadas com 1,5 L de agua, foram destilados até resultar em um litro
de destilado.

5- Extrato bruto fresco de cinamomo sobrinha, Meliah azedarach L.
var. umbracolifera (Knox) Rehder — Meliaceae. 30 gramas de folhas
frescas para 90 mL de agua destilada.

6- Extrato bruto fresco de guaco, Mikania laevigata Schultz-Bip -

Asteraceae. 30 gramas de folhas frescas para 90 mL de agua destilada.

Os extratos foram aplicados sobre as lagartas e sobre as dietas,
imergindo-as por trés segundos. Escorridos os excessos de liquido,
lagartas e dietas foram colocadas individualmente em frascos de plastico
transparente, de 100 mL.

Bioteste 2. Efeito de extratos de espécies vegetais, na dose de 1/3
(p/v) na sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda, no quarto instar, em
experimento delineado em blocos ao acaso (10 lagartas por repetigéo),
realizado no laboratorio, em fevereiro de 2003. Os extratos vegetais, a
partir de folhas, foram adicionados as dietas na concentragdo de 25%. O
bioteste constou dos seguintes tratamentos:

1- Testemunha (agua destilada)

2- Arruda: Ruta graveolens L. (Rutaceae)

3- Aroeira-precoce: Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae)

4- Aroeira-preta: Lithraea brasiliensis (Vell.) Engl. (Anacardiaceae)

5- Alamandra-arbustiva: Allamanda schottii Pohl (Apocynaceae)

6- Ariticum: Rollinia silvatica (St. Hil.) Mart. -Annonaceae

7- Angico-vermelho: Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan -
Mimosaceae

8- Babosa: Aloe arborescens Mill. -Liliaceae
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9- Cinamomo sombrinha: Meliah azedarach L. var. umbracolifera

(Knox) Rehder - Meliaceae

10- Espirradeira, var. vermelha: Nerium deander L. - Apocynaceae

11- Guaco: Mikania laevigata Schultz-Bip - Asteraceae

12- Mamoneira: Ricinus communis L. -Euphorbiaceae

13- Aveloz: Euphorbia tirucalli L. -Euphorbiaceae

14- Samambaia-das-taperas: Pteridium aquilinum (L.) Kuhn -
Pteridaceae

15- Salso-chordo: Salix humboldtiana Willd. -Salicaceae

Bioteste 3. Efeito de extratos de espécies vegetais, na dose de 1/3
(p/v) no crescimento e desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda, no
quinto instar, em experimento delineado em blocos ao acaso (6 lagartas
por repeticdo), realizado no laboratério, em marco de 2003. Os extratos
vegetais, a partir de folhas, foram adicionados as dietas na concentracéo
de 25%. O bioteste constou dos seguintes tratamentos:

1)Testemunha: dgua destilada

2) Capim-santo: Cymbopogon densiflorus Stapf. - Poaceae

3) Ciprestre: Cupressus sempervirens L. - Cupressasseae

4) Eucalipto: Eucaliptus citriodora Hook. - Myrtaceae

5) Capim-cidré: Cymbopogon citratus (Stapf.) DC. - Poaceae

6) Jurubeba: Solanum paniculatum L. - Solanaceae

7) Nim 0,125%: Azadirachta indica A. juss. -Meliaceae

8) Nim 0,0625%

Bioteste 4. Efeito de extratos de espécies vegetais, na dose de 1/3
(p/v) no crescimento e desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda, no
segundo instar, em experimento delineado em blocos ao acaso (6
lagartas por repeticéo), realizado no laboratério, em margco de 2003. Os
extratos vegetais, a partir de folhas, foram adicionados as dietas na

concentracdo de 25%. O bioteste constou dos seguintes tratamentos:
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1)Testemunha: 4gua destilada

2) Capim-santo: Cymbopogon densiflorus Stapf. - Poaceae
3) Ciprestre: Cupressus sempervirens L. - Cupressasseae
4) Eucalipto: Eucaliptus citriodora Hook. - Myrtaceae

5) Capim-cidr6: Cymbopogon citratus (Stapf.) DC. - Poaceae
6) Jurubeba: Solanum paniculatum L. - Solanaceae

7) Nim 0,125%: Azadirachta indica A. juss. -Meliaceae

8) Nim 0,0625%

6.4. Resultados e discussao

Os efeitos de extratos vegetais, adicionados a dieta de Spodoptera
frugiperda, sobre o crescimento e desenvolvimento de lagartas desta
espécie, em quatro biotestes, sdo apresentados nas tabelas a seguir.

Na Tabela 1, onde constam os dados de sobrevivéncia de lagartas,
obtidos no Bioteste 1, observa-se que apenas o tratamento 6 (extrato
aguoso de cinamomo a 1/3, p/v) diferiu significativamente da testemunha,
determinando um indice de sobrevivéncia de 83,3%. Isto se deveu
provavelmente a dois fatores: o avancado estadio de desenvolvimento
dos insetos e a relativa pequena ingestdo do extrato, aplicado apenas
superficialmente. Atente-se ao fato de que as lagartas tenderam a
alimentar-se evitando o consumo de dieta contaminada, fazendo galerias
na mesma, utilizando apenas a parte interna. Por outro lado, a aplicagéo
direta sobre as lagartas ndo deve ter produzido efeito, ja que o extrato de
M. azedarach atua apenas por ingestdo, além de ser deterrente alimentar
(HUANG et al.,, 1995; RODRIGUES & VENDRAMIM, 1998). Para os
demais caracteres, 0s insetos aparentemente ndo sofreram efeitos

deletérios sob qualquer tratamento, e entdo ndo foram considerados.
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TABELA 1. Valores médios para o carater sobrevivéncia (S) em porcentagem de
lagartas de Spodoptera frugiperda, em experimento, submetidas a
aplicacdo de extratos de espécies vegetais na concentracao de 1/3

(p/v), em laboratério. 2005.

Tratamentos Sobrevivéncia**
Agua destilada 100,0 a
Destilado de ariticum 95,8 ab
Destilado de cinamomo 95,8 ab
Destilado de canela-de-cheiro 100,0 a

Extrato bruto fresco de cinamomo 83,3 b

Extrato bruto fresco de guaco 95,8 ab

C.V.% 14,4

** F-teste significativo a 1%
Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si (teste
Tukey 5%)

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados obtidos no Bioteste 2.
Como pode ser observado, o extrato de cinamomo ndo sé promoveu
efeitos significativos sobre todos os caracteres avaliados, como também
determinou sobrevivéncia zero em S. frugiperda, mostrando alto grau de
toxicidade desse extrato a este inseto, mesmo quando o0 consumo €
pequeno e aplicado em estadios avancados de desenvolvimento. Isto
corrobora com os resultados obtidos por outros autores (McMILLIAN et
al.,, 1969; HUANG et al., 1995; HUANG et al., 1996; RODRIGUES &
VENDRAMIM, 1997; BOHNENSTENGEL et al., 1999; SOUZA &
VENDRAMIM, 2000; TORRES et al.,, 2001; GAJMER et al., 2002), em
experimentos, onde extratos de M. azedarach se mostraram eficientes no

controle desse inseto.
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TABELA 2. Valores médios para os caracteres consumo médio de dieta por
individuo (C) em mg de matéria seca, sobrevivéncia de lagartas (S)
em porcentagem, peso médio de pupas (P) em mg e viabilidade de
pupas (V) em porcentagem, de lagartas e pupas de Spodoptera
frugiperda, tratadas com extratos frescos aquosos de folhas de

espécies vegetais, na concentracdo de 1/3 (p/v), em laboratorio.

2005.

Tratamentos C ** S p* Ve
Testemunha 283 abc 97.5a 2275 abcd 100,0
Arruda 266,75 abcd 925a 206,8 cd 97,5
Aroeira-precoce 261 abcd 925a 215,8 abcd 100,0
Aroeira-preta 272 abc 95.0a 209,8 bed 95,0
Alamandra 316,5 abc 925a 240,8 a 97,5
Avriticum 322,25 abc 9752 230,0 abed 97,2
Angico-vermelho 260 abcd 925a 228,5 abcd 97,5
Babosa 320 abc 100,0a 232,5 abc 97,5
Cinamomo 162,5d 0.0b - -
Espirradeira 346,25 ab 9252 201,25d 86,4
Guaco 356 a 97.5a 2415 a 97,5
Mamona 295,5 abc 92,52 205,8 cd 95,0
Aveloz 241,25 bcd 925a 230,0 abcd 97,5
Samambaia 332,25 ab 97,52 231,5 abcd 92,5
Salso-chorao 216,75 cd 90.0a 238,8 ab 90,0
Média 283,5 - 224,3 -
Desvio padréo 42,4 - 12,2 -
C.V.% 15,0 16,0 54 17,6

** E-teste significativo a 1%

"S F-teste ndo significativo a 5%

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si (teste
Tukey 5%)
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Na Tabela 3 s&o apresentados os resultados obtidos com o Bioteste 3,
quando foram aplicados extratos de espécies vegetais na dieta artificial de
lagartas S. frugiperda no quinto instar. Como mostram os resultados, as
duas doses de nim (0,1250% e 0,0625%), além de determinarem o0s
menores consumos de dieta, causaram efeitos drasticos na sobrevivéncia
de lagartas, peso final de lagartas e viabilidade de pupas. Estes
resultados confirmam os obtidos por outros autores, que atestam o poder
de deterrente alimentar e de alta toxicidade por ingestédo, do 6leo de nim,
principalmente em lepidépteros (SCHMUTTERER, 1988; ISMAN et al.,
1990; SCHMUTTERER, 1990; WILPS et al., 1992; ADEL & SCHNAL,
2000; MORDUE & NISBET, 2000; TRINDADE et al., 2000; GELBIC &
NEMEE, 2001; MARTINEZ & EMDEN, 2001; MANCEBO et al., 2002;
LIANG et al., 2003).

Dentre os demais extratos avaliados, somente o de E. citriodora
destacou-se. Apesar de nao causar efeitos deletérios significativos,
mesmo que valores médios para sobrevivéncia de lagartas, peso de
pupas e viabilidades de pupas tenham sido menores, o consumo de dieta
foi significativamente menor que a testemunha, denotando agéo repelente
ou de deterréncia alimentar. Provavelmente os efeitos deletérios se
acentuariam se o experimento fosse elaborado a partir de instares mais
precoces. Extratos de eucalipto tém sido relatados como toxicos a insetos,
inclusive lepidopteros (COITINHO et al. 2004; MENEGATT et al., 2004;
OLIVEIRA et al. 2004).
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TABELA 3. Valores médios para os caracteres consumo médio por parcela (C)
em gramas, sobrevivéncia de lagartas (S) em porcentagem, peso
médio de pupas (P) em mg e viabilidade de pupas (V) em
porcentagem, de lagartas e pupas de Spodoptera frugiperda,
tratadas com extratos frescos aquosos de folhas de espécies

vegetais, na concentracao de 1/3 (p/v), em laboratério. 2005.

Tratamentos C* S** pr* \%
1)Testemunha 150,5 a 91,7a 201,0a 100
2) Capim-santo 134,2 a 875a 199,0 a 95,2
3) Cipreste 1442 a 91,7a 196,5a 100
4) Eucalipto 87,2 bc 79,2 a 188,2 a 94,7
5) Capim-cidré 140,2 a 83,3 a 192,2 a 100
6) Jurubeba 132,1 a 87,5a 198,2 a 95,2
7) Nim 0,125% 67,5¢C 0,0b - -
8) Nim 0,0625% 100,6 b 8,3b 105b 0
Média 119,5 - - -
C.V.% 10,2 26,8 55 -

** F-teste significativo a 1%
Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si (teste
Tukey 5%)

O Bioteste 4 (Tabela 4) tem como diferenca na elaboracao,
relativamente ao Bioteste 3, apenas o numero de repeticdes (cinco) e o
estagio das lagartas de S. frugiperda tratadas, que estavam no segundo
instar. Como era de se esperar, pela maior sensibilidade nos estadios
iniciais, as duas doses de nim (0,1250 e 0,0625%) tiveram efeitos mais
drasticos ainda, de tal forma que nenhum inseto sobreviveu (0%).
Igualmente, corroborando com resultados obtidos por outros autores
(COITINHO et al. 2004; MENEGATT et al., 2004; OLIVEIRA et al. 2004),
E. citriodora determinou sobrevivéncia zero em S. frugiperda. Cumpre
ainda ressaltar que o extrato de Solanum paniculatum (jurubeba)
promoveu efeitos deletérios nos caracteres peso e viabilidade de pupas,

este ultimo alcangando o valor médio de apenas 44%.
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TABELA 4. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia de lagartas (S) em

porcentagem, peso médio de pupas (P) em mg e viabilidade de

pupas (V) em porcentagem, de lagartas e pupas de Spodoptera

frugiperda, tratadas com extratos frescos aquosos de folhas de

espécies vegetais, na concentracdo de 1/3 (p/v), em laboratdrio.

2005.
Tratamentos S** p** \/**
1)Testemunha 94,0 a 218 a 86 a
2) Capim-santo 92,0 a 218 a 78 a
3) Cipreste 90,0 a 204 a 74 a
4) Eucalipto 0,0b - -
5) Capim-cidré 90,0 a 226 a 68 ab
6) Jurubeba 86,0 a 150 b 44 b
7) Nim 0,125% 0,0b - -
8) Nim 0,0625% 0,0b - -
Média - 203,2 -
Desvio padréo - 21,1 -
C.V.% 9,6 10,4 19,2

** F-teste significativo a 1%

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si (teste

Tukey 5%)

6.5. Conclusodes

Os experimentos realizados permitem concluir que:

AV O 0leo de Azadirachta indica, mesmo em doses relativamente
baixas (0,1250% e 0,0625%), adicionado a dieta de S. frugiperda, em

s

laboratério, é extremamente tOxico a esta espécie, até mesmo em

estadios (instares) de desenvolvimento mais avancados.

\4 O extrato aquoso de folhas de Melia azedarach, na concentragédo

de 1/3 (p/v) , adicionado a dieta de S. frugiperda, em laboratorio, é téxico

a este inseto-praga, mesmo em sendo aplicado em estadios ou instares

de desenvolvimento larval mais avancados.
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\V4 O extrato aquoso de folhas de Eucalipto citriodora, na
concentracdo de 1/3 (p/v), adicionado a dieta de S. frugiperda, em
laboratério, € toxico a este inseto-praga, quando aplicado em estadios
iniciais de desenvolvimento, como no segundo instar.

\4 O extrato aquoso de folhas de S. paniculatum, na concentragédo de
1/3 (p/v), adicionado a dieta de S. frugiperda, em laboratério, promove
efeitos deletérios nesta espécie, quando aplicado no segundo instar de
desenvolvimento larval.

\V4 A presenca de agentes inseticidas em alguns extratos, detectados
nos experimentos, através da metodologia utilizada e que se mostrou
eficiente, permite concluir que h4 um imenso potencial a explorar nas

espécies vegetais, na busca por uma agricultura mais sustentavel.
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7. AVALIACAO DA ACAO INSETICIDA DO EXTRATO DE Meliah
azedarach L. VAR. UMBRACOLIFERA (KNOX) REHDER (MELIACEAE)
EM LAGARTAS DE Spodoptera Frugiperda (J. E. SMITH, 1797)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Resumo

Visando avaliar o efeito de Melia azedarach sobre o crescimento e
desenvolvimento de Spodoptera frugiperda, doses do extrato agquoso de
folhas desta meliacea (0; 0,31; 0,52; 0,62; 1,04; 1,25; 2,02; 2,50; 4,17;
5,00; 8,33; 16,67 e 33,33%, p/v) foram testadas em lagartas desta
espécie, em trés experimentos, no laboratério (fotofase natural, 25 + 1°C,
UR 65 + 10%) do Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade
Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS), no periodo de marco a
dezembro de 2003. Preliminarmente todo o material foi desinfetado com
hipoclorito de sodio a 0,5%, por um minuto e lavado apds com &agua
potavel . Apos trituracdo e filtragem, o extrato aquoso foi incorporado a
25% nas dietas fornecidas as lagartas, visando simular o consumo no
campo, quando aplicado sobre folhas de milho (Zea mays). As lagartas
foram sempre mantidas individualmente em frascos de plastico de 100
mL, com as respectivas dietas (em torno de 3 a 4 gramas). Em dois
bioensaios as dietas contendo as diversas doses de extrato de M.
azedarach foram oferecidas &s lagartas na forma crénica. Noutro
bioensaio, os insetos consumiram dietas com tratamento apenas por
cinco dias. Os experimentos foram conduzidos em blocos ao acaso com

quatro repeticdes, 24 lagartas por tratamento no primeiro bioensaio e 80
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lagartas por tratamento nos demais. A partir dos dados de observagéo
coletados (sobrevivéncia de lagartas, consumo de dieta, peso de lagartas,
peso de pupas e viabilidade de pupas), submetidos a andlise estatistica,
foi possivel alcancar os objetivos propostos neste trabalho. Nos dois
testes com fornecimento de dieta tratada durante todo o tempo de
experimentacdo, mesmo as concentragdes menores, como as de 0,52 e
0,31%, tiveram efeitos deletérios drasticos sobre S. frugiperda,
inviabilizando totalmente o ciclo de vida do inseto. Até mesmo nho
experimento onde o consumo de dieta tratada foi temporéario, apesar do
namero relativamente alto de pupas viaveis, as mariposas oriundas nao
conseguiram proliferar. Concluiu-se que o extrato de Melia azedarach
contém componentes extremamente téxicos e antialimentares a
Spodoptera frugiperda, o que torna esta espécie mais promissora que 0
nim (Azadirachta indica) para a Regido Sul do Brasil, pela maior
disponibilidade de material para preparacdo de extratos, pela maior
adaptacdo dessa espécie e pela maior sustentabilidade que significa a

coleta de folhas, sem comprometimento da planta.

Abstract

With the objective of evaluating the effect of Melia azedarach on
Spodoptera frugiperda, doses from aqueous extract of this Meliaceae (0;
0.31; 0.52; 0.62; 1.04; 1.25; 2.02; 2.50; 4.17; 5.00; 8.33; 16.67 and
33.33%, w/v) were tested on larvae, by three experiments in the laboratory
(natural photophase, 25 + 1°C, HR 65 + 10%) at Universidade Federal de
Santa Maria (Santa Maria, RS, Brazil), from March to December 2003.
The extract was included in diets at 25%, simulating field conditions, when
the liquid is sprayed on leaves of Zea mays. The worms were maintained
individually in flasks of 100 mL, containing the diets (about 3 or 4 g). In two

bioassays the doses of extract were always present in diet. In another,
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insects were in contact with de extract by five days. Preliminary, all the
material was disinfected with sodium hypochlorite at 0.5%, for one minute.
The experiments were conducted in randomized complete block, four
repetitions, 24 (one bioassay) and 80 (two bioassay) larvae by treatment.
From the observations collected (larval survival, consumption dry matter of
diet, larval weight, pupal weight and pupal viability), submitted to statistical
analysis, it was possible get the objectives proposed in this work. In two
tests with chronic treatment, including the lower doses (0.52% and 0.31%),
all characters analyzed on S. frugiperda were affected, reducing the pupal
viability to zero. In the bioassay with temporary treatment even under
lower dose (0.52%) adult insects didn’t product descendents. Hence, Melia
azedarach certainly contains extremely toxic and deterrent compounds to
Spodoptera frugiperda. Due M. azedarach having more adaptation to
South Region of Brazil than Azadirachta indica, in addition to more
availability of material (plants and leaves) and the use of leaves for making
extracts, it's possible to affirm that this specie is more promising than nim

and more adequate for a more sustainable agriculture.

7.1. Introducéo

Muito antes dos inseticidas sintéticos, os produtos ou extratos de
vegetais, j& eram utilizados no controle de pragas de lavouras,
principalmente nos paises tropicais, onde este problema sempre tem sido
mais sério, mas ao mesmo tempo, e exatamente por isso, a
disponibilidade de espécies contendo metabdlitos de defesa é muito
maior, comparativamente com regiées mais frias da Terra. De acordo com
LAGUNES & RODRIGUES (1989) os primeiros inseticidas de origem
vegetal que se tem noticia sdo principalmente a nicotina, a piretrina, a

rotenona e a sabadilha.
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Os inseticidas vegetais foram superados pelos produtos sintéticos pela
maior eficiéncia e economicidade destes, quando ainda entdo ndo se
tinha conhecimento dos efeitos que os novos defensivos agricolas tinham
na saude e no ambiente. Se a tecnologia anterior estava defasada e
necessitava inexoravelmente ser substituida pela nova tecnologia dos
produtos da quimica moderna, esta, por sua vez, também esta
completando seu ciclo, para dar espaco a uma nova era tecnolégica. O
principio do movimento recursivo (MATURANA, 2001) também aqui se
aplica, quando os extratos vegetais voltam a cena, mas num novo
patamar. Os antibidticos, os agrotdxicos, enfim, os biocidas atuais ndo
mais satisfazem as necessidades da medicina, da agricultura ou mesmo
da industria. Como instrumentos que sao, 0s agrotoxicos na agricultura
estdo no fim da sua vida util. Os extratos vegetais voltam novamente a
serem estudados, mas com outros objetivos: municiar a quimica
ultramoderna e a biotecnologia, respectivamente, com novas estruturas
moleculares modelos para a sintese de derivados e com novos genes de
resisténcia, que com o fim da barreira entre as espécies, alcancado pela
ciéncia, passa a ser uma nova arma na defesa dos cultivos agricolas
contra as pragas.

O presente trabalho pretendeu avaliar a bioatividade em laboratério do
extrato de folhas de cinamomo (Melia azedarach) fornecido na dieta
artificial de lagartas de Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho),
visando fornecer subsidios a novas avaliagBes a partir do fracionamento
de compostos, bem como para a realizagdo de ensaios de campo, no
controle de lepidopteros pela aplicagcdo direta dos extratos de folhas. Os
bioensaios foram realizados nos laboratérios do Departamento de Defesa
Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS),
2003.
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7.3. Revisao de literatura

As familias das Meliaceae, Asteraceae, Labiaceae, Aristolochiaceae e
Annonaceae tém sido as principais fontes de metabdlitos secundérios
com potencial de causar efeitos no crescimento e desenvolvimento de
insetos e outras pragas (SCHMUTTERER, 1990).

Resultados obtidos nos ultimos anos tém elevado a familia Meliaceae
a um grau de destaque importante, principalmente para o controle de
insetos mastigadores, especialmente lepidopteros (VENDRAMIM &
SCAMPINI, 1997).

Dentre as espécies vegetais mais estudadas atualmente, o nim
(Azadirachta indica) da familia das meliaceas, tem sido a principal.
Estudos a partir do nim tém sido os grandes responsaveis pelo interesse
na busca de novas moléculas praguicidas a partir das plantas,
principalmente pelo fato da azedaractina ter agcdo comparavel a muitos
inseticidas sintéticos e agdo muito especifica em processos bioquimicos e
de desenvolvimento muito peculiares dos insetos (KLOCKE, 1987).
Certamente isto também provocou o interesse de pesquisas em outras
espécies da familia das meliaceas como Melia azedarch e Trichillia spp.

Usada ha muitos anos principalmente na india, para muitissimas
finalidades (inseticida, nematicida, vermifugo, bactericida, fungicida e
outros), essa espécie encontra-se disseminada por varias regides do
mundo, principalmente de clima tropical e algumas de clima subtropical
(SCHMETTERER, 1990; MARTINEZ, 2002). No Brasil o nim encontra-se
distribuido principalmente do Parana para cima (MARTINEZ, 2002;
NEVES & NOGUEIRA, 1996). Entretanto, em regides mais frias do Brasil,
principalmente no Rio Grande do Sul e Santa Catarina, esta espécie nao
deve adaptar-se bem, j& que temperaturas abaixo de 4 °C podem levar &
morte principalmente as plantas mais jovens (MARTINEZ, 2002).

Os resultados obtidos com A. indica foram tdo promissores pelo

ndamero de pragas controladas por seus extratos, principalmente insetos
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(VENDRAMIM & SCAMPINI, 1997; BOGORNI, 2003), que houve um
crescimento muito grande do interesse inclusive por outras espécies da
familia das meliaceas, principalmente o cinamomo (M. azedarach) e
triquilia (T. palida).

Os problemas de adaptacdo de A. indica em regibes de clima
subtropical ndo se limitam somente as baixas temperatura, mas também
relativamente a outros caracteres. Tanto isto é verdade, que o Instituto de
Pesquisas Agrondmicas do Parana (IAPAR) realiza atualmente pesquisas
no sentido de enxertar ramos de nim sobre M. azedarach, visando maior
precocidade e produtividade (MARTINEZ, 2002), prejudicadas pela falta
de adaptacéo de A. indica em regibes mais frias.

A espécie M. azedarach esta muito bem adaptada ao Sul do Brasil e
poderia certamente ser uma alternativa mais viavel que o proprio nim, se
seus extratos forem quase ou tdo eficientes quanto este. Acrescente-se
que o cinamomo é largamente distribuido no Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, tanto que poderia ser utilizado quase que de imediato, da
mesma forma que é utilizado o nim, que praticamente ndo esta disponivel
aos nossos agricultores e industria desta regiéo.

Trabalhos cientificos com extratos de Melia azedarach ainda séo
poucos quando comparados com o0 que se dispbe atualmente sobre
Azadirachta indica, mas atestam a eficiéncia dessa espécie como
promissora enquanto excipiente de aleloquimicos poderosos no controle
de pragas. Dentre os reagentes mais utilizados, Spodoptera frugiperda
tém sido o mais comum, provavelmente pelas menores dificuldades nas
criacOes artificiais e pela importancia deste inseto como praga agricola.

Um dos trabalhos cientificos mais antigos que se disp6e na literatura
talvez seja o de McMILLIAN et al. (1969) que adicionaram extratos de
folhas de cinamomo a dieta artificial (1% e 3%) provocando mortalidade
de 90 e 100% em lagartas de Spodoptera frugiperda, respectivamente,
além de afetarem significativamente outros caracteres como peso,

tamanho e taxa de alimentacdo das lagartas.
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No Brasil cresce cada vez mais o interesse por Melia azedarach e
avolumam-se estudos sobre o potencial inseticida desta espécie.

RODRIGUES & VENDRAMIM (1997) testaram extratos de folhas e
ramos de cinamomo a 1%, que fornecidos as lagartas, incorporados a
dieta, provocaram mortalidade de 100% em Spodoptera frugiperda. Os
mesmo autores (RODRIGUES & VENDRAMIM, 1998) avaliaram
novamente extratos de cinamomo adicionados a dieta de lagartas de S.
frugiperda demonstrando que o0s componentes dos extratos dessa
melidcea inibem a ingestdo de alimento, resultando em menor peso e
alongamento da fase larval.

O interesse despertado no Brasil na familia das melidceas pode ser
comprovado pelo ultimo Congresso Brasileiro de Entomologia (2004).
Diversos autores apresentaram trabalhos, onde extratos de Trichilia ssp. e
de M. azedarach foram testados contra insetos, com eficiéncia,
comparativamente com outros extratos, inclusive com o de nim.

VENDRAMIM & BOGORNI (2004) avaliaram extratos de seis espécies
de Trichilia spp. contra lagartas de Spdoptera frugiperda no primeiro
instar. Todos os extratos mostraram diversos graus de eficiéncia, com
efeitos deletérios mais notérios para T. pallida e T. pallens, que afetaram
diversos parametros analisados. Extratos de T. pallida, por sua vez,
aplicados também sobre S. frugiperda, causaram mortalidade de 84%
(ROCHA et al, 2004). A partir do fracionamento destes, foram
identificados trés limondides, avaliados em novo bioensaio, causando 0s
seguintes indices de mortalidade em lagartas tratadas no primeiro instar:
Gedunina, 69%; 22-desacetilgedunina, 78%; e limonina, 92%. Tais
resultados comprovaram a atividade inseticida dos limonoides isolados de
frutos de Trichillia pallida para Spodoptera frugiperda. Em outro
experimento, extratos de T. pallida, desta vez aplicados em Tuta absoluta,
provocaram mortalidade larval de 93% aos 10 dias apés a infestacdo, em

avaliacoes realizadas por CUNHA et al. (2004).
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No Congresso Brasileiro de Entomologia de 2004, PARUSSOLO et al.
(2004) apresentaram trabalho demonstrando a eficiéncia do cinamomo
(M. azedarach) sobre S. frugiperda, quando extratos a 1% desta meliacea
mostraram eficiéncia acima de 80% no controle de lagartas. No mesmo
evento, SILVEIRA et al. (2004) relataram experimento a campo na cultura
do milho, onde extratos vegetais de nim (Azadirachta indica), cinamomo
(Melia azedarach) e Trichillia pallida foram aplicados sobre lagartas de
Spodoptera frugiperda. Os autores concluiram que estes extratos
vegetais, com uma so aplicagdo, determinaram uma menor infestacao da
praga, mas ndo o suficiente como Unico método de controle, mas que
aplicacdes sucessivas podem trazer resultados mais promissores. De
gualquer forma, o extrato de cinamomo, apresentou resultados
semelhantes ao de nim e triquilia.

Os extratos de cinamomo tém sido testados também contra outros
insetos importantes, como pragas agricolas.

SOUZA & VENDRAMIM (2000) demonstraram a eficiéncia de extratos
de frutos verdes de M. azedarach contra ninfas de Bemisia tabaci, apesar
dos indices de mortalidade serem inferiores aos obtidos com extratos de
A. indica e T. pallida. TORRES et al. (2001) também avaliaram a acéo
inseticida do extrato de frutos verdes de cinamomo, mas contra Plutella
xyslostella (traga-das-cruciferas), comparativamente com 6leo de nim (A.
indica). Quando a eficiéncia do 6leo de nim chegou a 100% de
mortalidade de larvas deste inseto, 0 extrato de frutos de cinamomo a
10% (p/v) alcangcou 96% de lagartas mortas. GAJMER et al. (2002)
trabalhando com extratos metandlicos de sementes de nim e de
cinamomo no controle de Earias vittella inferiram que ambas as espécies
contém componentes importantes com efeitos adversos sobre o
crescimento e desenvolvimento deste inseto, com agdo mais severa dos
extratos de A. indica. Por outro lado, BRUNHEROTO (2000), testando
extratos de diferentes estruturas vegetais de cinamomo contra Tuta

absoluta (traga-do-tomateiro), comparativamente com extrato de nim,
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concluiu que os extratos de folhas sdo mais eficientes que as demais
partes da planta, de tal forma que a concentragdo de 0,1% (p/v) foi
considerada adequada para estudos de bioatividade de M. azedarach. Na
mesma concentracgdo (0,1%), o extrato de sementes de A. indica mostrou
maior atividade inseticida que o de folhas de cinamomo. Entretanto isto
ndo deve significar obrigatoriamente maior eficiéncia dos metabdlitos
contidos numa ou outra espécie vegetal, ja que componentes, com maior
ou menor atividade inseticida, diferem de espécie para espécie e ainda
podem estar em maior ou menor concentragdo nos extratos.

O crescente interesse em pesquisar extratos de cinamomo comecgou a
surtir efeito também na area de quimica, objetivando desvendar estruturas
moleculares de compostos bioativos presentes nesta espécie, que a se
julgar pelo nim, devem também ser as dezenas. Se 0 nim apresenta
vantagens como a baixa toxicidade a mamiferos e degradacéo rapida em
contato com os componentes ambientais (SCHMUTTERER, 1990), é de
se esperar condigcbes semelhantes dos extratos de cinamomo, pelo
menos em relagdo a seguranca ambiental, j& que relativamente pouco se
sabe sobre os componentes desta espécie e sua toxicidade.

HUANG et al. (1995) Isolaram uma nova meliacarpinina, seis trichilinas
e trés azedaractinas, azedaractina a, 12-O-acetilazedaractina A e 12-O-
acetilazedaractina B, como agentes antialimentares em cinamomo. Em
continuidade a tais estudos, os autores isolaram outro importante
limonoide antialimentar, batizado como azedaractina C, diferente dos
demais, por ter um oxigénio sem funcdo no carbono 12. Mais tarde
HUANG et al., (1996), com uma equipe maior, isolaram outros dois
importantes limondides antialimentares, salanal e meliacarpinina, em
Melia azedarach, entre quatro limondides ja conhecidos, salanina,
deacetilsalanina, nimbolinina B e nimbolidina B.

Trés anos depois, BOHNENSTENGEL et al. (1999) desvendaram as
estruturas moleculares de trés novas meliacarpinas, denominadas 1,3

dicinamoil- 11- hidroximeliacarpina, 1-cinamoil-3-metacrilil-11
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hidroximeliacarpina e 1-cinamoil-3-acetil-11-hidroximeliacarpina, como
principais constituintes inseticidas e reguladores (desruptores) do
crescimento de folhas de cinamomo. Estas propriedades foram
comprovadas contra Spodoptera littoralis e comparaveis com a
azedaractina do nim, quando incorporadas na dieta artificial e oferecidas a
larvas, em ensaio cronico de alimentagéo.

Assim, se as propriedades dos extratos de cinamomo sao
semelhantes aos do nim, cresce em importancia avancar nos estudos de
M. azedarach, objetivando oferecer aos nossos produtores e industria
uma opg¢ao mais viavel economicamente. Mesmo em regides do Brasil
onde o nim se adapta melhor, ndo h& ainda matéria-prima suficiente, o
gue determina o encarecimento do produto. Na Regido Sul, acrescente-se
ainda a falta da adaptagéo de A. indica, enquanto que o cinamomo, bem
adaptado e de rapido crescimento, € ainda fartamente distribuido nesta
regido. E se as propriedades inseticidas mais importantes estdo nas
folhas, como tudo indica, a disponibilidade de matéria-prima torna-se

ainda maior, tanto em quantidade, quanto no periodo de coleta.

7.3. Material e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério do Departamento
de Defesa Fitossanitaria do Centro de Ciéncias Rurais, da Universidade
Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS, 2003).

A partir de lagartas de Spodoptera frugiperda, em diversos instares,
criadas em dieta artificial desenvolvida no Departamento de Defesa
Fitossanitaria (PARRA,1996, modificada), diversas doses de extrato
aquoso de folhas de cinamomo (Melia azedarach) foram incorporadas na
dieta, visando avaliar o efeito do mesmo no crescimento e

desenvolvimento desses insetos.
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Os extratos brutos frescos foram preparados a partir de folhas verdes
trituradas em liquidificador doméstico por dois minutos e depois coadas
através de tecido de algoddo. Preliminarmente todo o material foi
desinfetado com hipoclorito de sédio a 0,5%, por um minuto. Os extratos
foram incorporados a 25% nas dietas fornecidas as lagartas, visando
simular o consumo no campo, quando aplicado sobre folhas de milho (Zea
mays). As lagartas foram sempre mantidas individualmente em frascos de
plastico de 100 mL, com as respectivas dietas preliminarmente pesadas
(matéria seca).

A partir dos dados de observacgéo colhidos (sobrevivéncia de lagartas,
consumo de dieta, peso de lagartas, peso de pupas e viabilidade de
pupas), em experimentos fatoriais conduzidos em blocos ao acaso
submetidos a analise estatistica de acordo com o0 pacote estatistico
NTIA/EMBRAPA (Centro de Ciéncias Rurais, Departamento de Fitotecnia,
cedidos pela EMBRAPA 1986, 1988, 1989) foi possivel alcancar os
objetivos propostos no trabalho.

Os biotestes realizados tiveram as seguintes caracteristicas:

Biotestel

Diversas doses de extrato aquoso de cinamomo, especificadas abaixo,
foram adicionadas a dieta artificial e fornecidas a lagartas no terceiro
instar de maneira cronica. Experimento em blocos ao acaso, com quatro
repeticdes e 6 lagartas por parcela (24 lagartas por tratamento), realizado
no dia 15 de marco de 2003.
Tratamentos
1 - Testemunha ou 4gua destilada (0)
2- 1/192 ou 0,52% (p/v)
3- 1/96 ou 1,04% (p/v)
4- 1/48 ou 2,02% (p/v)
5- 1/24 ou 4,17% (p/v)
6- 1/12 ou 8,33% (p/v)
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7-1/6 ou 16, 67% (p/v)
8- 1/3 ou 33,33% (p/v)

Bioteste 2
Similarmente ao ensaio anterior, 0 experimento, em blocos ao acaso,
com quatro repeticdes, teve 80 lagartas no segundo instar por tratamento
(20 por parcela) e foi realizado dia 20 de junho de 2003.
Tratamentos:
1- Testemunha ou agua destilada (0)
2- 1/320 ou 0,31% (p/v)
3- 1/160 ou 0,62% (p/v)
4- 1/80 ou 1,25% (p/v)
5- 1/40 ou 2,50% (p/v)
6- 1/20 ou 5,00% (p/v)

Bioteste 3

Diversas doses (especificadas a seguir) de extrato aquoso de M.
azedarach foram fornecidas & dieta artificial de lagartas S. frugiperda no
segundo instar, por cinco dias. A partir de entdo, aos insetos foi oferecida
dieta normal (a mesma da testemunha). Experimento conduzido em
blocos ao acaso com quatro repeticdes e 20 lagartas por parcela (80 por
tratamento), realizado no dia 04 de dezembro de 2003.
Tratamentos:
1 - Testemunha ou 4gua destilada (0)
2- 1/192 ou 0,52% (p/v)
3- 1/96 ou 1,04% (p/v)
4- 1/48 ou 2,02% (p/v)
5- 1/24 ou 4,17% (p/v)
6- 1/12 ou 8,33% (p/v)
7-1/6 ou 16, 67% (p/v)
8- 1/3 ou 33,33% (p/v)
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7.4. Resultados e discusséao

Os efeitos de doses de extrato de M. azedarach, adicionado a dieta de
Spodoptera frugiperda, sobre o crescimento e desenvolvimento de
lagartas desta espécie, em trés biotestes, sdo apresentados nas tabelas a
seqguir.

Na Tabela 1 s&do expressos os valores médios para diversos
caracteres analisados no Bioteste 1. Fornecidas na dieta das lagartas, as
sete doses de extrato de M. Azedarach (de 33,33% a 0,52%) acabaram
determinando mortalidade total dos insetos, mesmo que sob doses
menores estes tenham resistido por mais tempo. Sob a dose de 0,52%
ainda sobreviveram e chegaram a formar pupas 8,3% de lagartas, apos
50 dias de ciclo; entretanto estas poucas pupas formadas foram
totalmente inviaveis. Oferecidos os tratamentos de forma crénica, ha que
se indagar se o fornecimento por um tempo limitado de extrato, poderia
determinar a recuperacdo das lagartas sob determinadas doses. Ha que
se acrescentar que para todas as doses o consumo de dieta foi
extremamente inferior ao da testemunha.

Noutro experimento (Bioensaio 2, Tabela 2) as doses de extrato de
folhas de M. azedarach variaram de 5,00% a 0,31%. De forma
semelhante ao que aconteceu no Bioteste 1, no Bioteste 2 ndo houve
praticamente sobrevivéncia de lagartas para todos as doses testadas.
Mesmo na dose de 0,31% as lagartas (13,8%) sobreviventes aos 40 dias
nao conseguiram gerar pupas Vviaveis. Isto era de se esperar, pois como
pode ser observado na Tabela 2, as lagartas tratadas com 0,31% de
extrato de M. azedarach alcancaram o peso médio de 76,9 mg, enquanto
gue na testemunha o valor médio alcancado foi de 294,2 mg. Compare-se
também o consumo de dieta em matéria seca que chegou a 644,2 mg na

testemunha, contra 55,0 mg no tratamento referido. Resta também saber
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se os tratamentos ndo fossem aplicados de forma cronica, qual seria a
capacidade de recuperagéo desses insetos.

No Bioteste 3, apresentado nas Tabela 3 e Tabela 4, foi possivel uma

resposta parcial a esta questdo, j& que os tratamentos, adicionados as
dietas foram fornecidos apenas por cinco dias, para lagartas no segundo
instar. Somente para a dose de 0,52% houve a formacgédo de pupas
viaveis. Entretanto, de 23,8% de sobrevivéncia de lagartas aos 65 dias da
instalacdo do ensaio, ou seja, 19 de 80 lagartas sobreviveram para formar
pupas, com peso médio de 164,3 mg, contra 240,4 da testemunha.
Destas pupas, 12 transformaram-se em mariposas. Estas mariposas,
conduzidas para reproduzir coletivamente, ndo produziram prole. Neste
experimento, como pode ser observado na Tabela 4, ndo foi detectado
consumo de dieta normal (sem extrato, do sexto dia em diante), a partir da
dose de 2,02% e mesmo para os tratamentos com 0,52 e 1,04% este
consumo foi muito pequeno (89,1 e 11,4 mg, respectivamente),
comparativamente com a testemunha (520,5). O consumo de dieta tratada
em cinco dias foi tdo pequeno que nao foi possivel detectar nada para
nenhuma das doses, com excegédo da testemunha, cujo consumo chegou
a 10,6 mg de matéria seca por lagarta.
Estes resultados corroboram com os obtidos por todos os autores que
trabalharam com extratos de M. azedarach em S. frugiperda (McMILLIAN
et al,1969; RODRIGUES & VENDRAMIM, 1997; RODRIGUES &
VENDRAMIM, 1998; PARUSSOLO et al., 2004; SILVEIRA et al.,2004) e
gue demonstram a alta eficiéncia também contra outras pragas (SOUZA &
VENDRAMIM, 2000; BRUNHEROTO, 2000; TORRES et al, 2001;
GAJMER et al., 2002), comparavel aos extratos de nim (A. indica).

O extrato de M. azedarach, como demonstram o0s resultados
constantes na Tabela 1, Tabela 2 e Tabela 4, além de extremamente
toxico a S. frugiperda, parece ter acdo anti alimentar (deterrente
alimentar), mesmo sob concentragfes relativamente baixas. Esta acao

deterrente parece ser tao eficiente que mesmo no experimento em que 0
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extrato de cinamomo foi oferecido as lagartas por apenas 5 dias, a volta &
dieta normal ndo s6 ndo significou uma melhora na performance dos
insetos devido & toxidez dos componentes do referido extrato, como
também ndo determinou uma melhora significativa no consumo final de
dieta, como também foi observado por RODRIGUES & VENDRAMIM,
1998. A acdo anti alimentar e a toxidez de M. azedarach parece também
estar de acordo com os resultados obtidos por HUANG et al. (1995) e
HUANG et al. (1996), que identificaram diversos compostos toxicos anti
alimentares, inclusive semelhantes aqueles encontrados em A. indica.
BOHNENSTENGEL et al. (1999), igualmente desvendaram as estruturas
moleculares de trés novas meliacarpinas, como principais constituintes
inseticidas e reguladores (desruptores) do crescimento de folhas de
cinamomo, comparaveis a azedaractina do nim.

Devido aos efeitos drasticos, mesmo de doses mais baixas do extrato
de cinamomo em diversos caracteres avaliados, tornou desnecessario
estabelecer curvas de regressdo, demonstrando a necessidade de
utilizacéo de concentracdes ainda mais baixas nos bioensaios.

A familia Meliaceae, a qual pertence M. azedarach tem sido muito
promissora (VENDRAMIM & SCAMPINI, 1997) no controle de insetos
mastigadores. A eficiéncia do extrato de M. azedarach ganha mais
importéncia ainda quando os compostos mais toxicos aos insetos, ou pelo
menos em maior concentracdo, estdo nas folhas (McMILLIAN et al.,1969;
BRUNHEROTO, 2000, tornando mais sustentavel a utilizacdo do
cinamomo, pois a coleta dessas estruturas, além da maior quantidade e
por mais tempo, ndo comprometeria a sobrevivéncia da arvore.
BRUHEROTO (2000) ainda acrescenta que a concentracéo de 0,1% (p/v)
foi adequada para estudos de bioatividade de M. azedarach, o que ratifica
as avaliagOes feitas por outros autores citados anteriormente e neste
trabalho de pesquisa. A maior adaptacdo de M. azedarach,
comparativamente com A. indica, que ndo suporta temperaturas abaixo de
4 °C (MARTINEZ, 2002), muito comuns na Regido Sul do Brasil, coloca o
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cinamomo numa situagdo promissora impar, sugerindo maior énfase do
uso dessa meliacea em pesquisas cientificas. Diante de todas estas
evidéncias, M. azedarach parece ser mais promissora do que A. indica no
Sul do Brasil.

TABELA 1. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia aos 5 dias (S5), 10
dias (S10), 15 dias (S15), 20 dias (S20) e final (Sf) em
porcentagem; viabilidade de pupas (V) em porcentagem e consumo
de matéria seca de dieta em miligramas por parcela, de lagartas e
pupas de Spodoptera frugiperda, tratadas com extratos frescos
aquosos de folhas de cinamomo (Melia azedarach), em diversas

doses (p/v), em laborat6ro. 2005.

Dose (p/v) S5** S10** S15%* S20** Sf** \/** C**

0,00 100,0 100,0 91,7 91,7 91,7 90,9 603,3
0,52 91,7 91,7 62,5 37,5 8,3 0,0 25,0
1,04 83,3 79,2 45,8 16,7 0,0 0,0 26,1
2,02 75,0 66,7 20,8 0,0 0,0 0,0 29,7
4,17 58,3 54,2 0,0 0,0 0,0 0,0 35,8
8,33 50,0 45,8 0,0 0,0 0,0 0,0 32,2
16,67 45,8 45,8 0,0 0,0 0,0 0,0 22,5
33,33 41,7 33,3 0,0 0,0 0,0 0,0 23,6
C.V.% 19,2 19,1 24,1 35,8 66,1 53,6 19,2

** E-teste significativo a 1%

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si (teste Tukey
5%)

Observagbes: Empupamento na testemunha aos 15 dias da instalagdo do
experimento e nos demais tratamentos, quando ocorreu, chegou até 50
dias.
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TABELA 2. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia aos 5 dias (S5), 10
dias (S10), 15 dias (S15), 20 dias (S20) e 40 dias (S40) em

porcentagem; peso de lagartas aos 15 dias (P15) em mg, peso de

lagartas aos 20 dias (P20) e consumo de matéria seca de dieta em

mg por parcela (C), de lagartas e pupas de Spodoptera frugiperda,

tratadas com extratos frescos aquosos de folhas de cinamomo

(Melia azedarach), em diversas doses (p/v), em laboratorio. 2005.

Dose%  S5™ S10** S15%* S20** S40** P15** P20** C*
0,00 98,8 97,5 97,5 97,5 97,5 294,2 294,2 644,2
0,31 97,5 95,0 90,0 67,5 13,8 57,4 76,9 55,0
0,62 98,8 93,8 85,0 60,0 0,0 37,2 37,2 32,5
1,24 98,8 93,8 85,0 63,8 0,0 28,0 24,2 30,2
2,50 95,0 83,8 83,8 31,2 0,0 21,8 24,9 46,5
5,00 96,2 72,5 40,0 3,8 0,0 13,0 13,0 23,0
C.V.% 7,6 10,7 9,6 19,4 22,9 19,9 22,9 17.8

** E-teste significativo a 1%

"> F-teste nao significativo a 5%

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si (teste Tukey

5%)

Observacdes: Empupamento aos 18 dias na testemunha.
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TABELA 3. Valores médios para os caracteres sobrevivéncia aos 5 dias (S5), 10
dias (S10), 15 dias (S15), 20 dias (S20), 40 dias (S40) e 65 dias
(S65) em porcentagem; e viabilidade de pupa (V) em porcentagem,
de lagartas e pupas de Spodoptera frugiperda, tratadas com
extratos frescos aquosos de folhas de cinamomo (Melia azedarach),

em diversas doses (p/v), em laboratério. 2005.

Dose (p/v)  S5* S10%  S15%  S20%*  S40™  S65* I
0,00 98,8 98,8 98,8 98,8 98,8 98,8 95,0
0,52 95,0 91,2 86,2 76,2 55,0 23,8 66,7
1,04 96,2 90,0 75,0 52,5 12,5 3,8 0,0
2,02 96,2 53,8 25,0 8,8 1,2 0,0 0,0
4,17 93,8 41,2 12,5 2,5 0,0 0,0 0,0
8,33 96,2 30,0 11,2 1,2 0,0 0,0 0,0
16,67 97,5 17,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
33,33 97,5 28,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C.V.% 8,1 9,5 17,2 24,2 21,8 29,0 71,0

** F-teste significativo a 1%

" F-teste ndo significativo a 5%

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si (teste Tukey
5%)

Observacdes: Empupamento na testemunha aos 19 dias.
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TABELA 4. Valores médios para os caracteres peso final de lagartas (Pl) em
mg, peso de pupas em mg, consumo de matéria seca de dieta em
mg por parcela aos 5 dias (5d) de tratamento e consumo total de
dieta normal, de lagartas e pupas de Spodoptera frugiperda,
tratadas com extratos frescos aquosos de folhas de cinamomo

(Melia azedarach), em diversas doses (p/v), em laboratério. 2005.

Dose (p/v) PI** Peso pupas** Consumo 5d** Consumo total**
0,00 454,4 240,4 10,6 520,5

0,52 59,0 164,3 0 89,1

1,04 16,8 - 0 11,4

2,02 - - 0 0

4,17 - - 0 0

8,33 - - 0 0

16,67 - - 0 0

33,33 - - 0 0
C.V.% 13,5 17,2 32,8 24,5

** F-teste significativo a 1%

7.5. Conclusdes

Os resultados obtidos nas condicbes deste experimento permitem
concluir que:

Vv O extrato de Melia azedarach tem caracteristicas toxicas e
antialimentares a Spodoptera frugiperda.

Vv A acdo semelhante de extratos de M. azedarach e Azadirachta
indica coloca a primeira como mais promissora por ser uma espécie
adaptada a Regido Sul do Brasil.

v Por estarem nas folhas o compostos inseticidas mais importantes
ou em maior concentragdo nestas estruturas, torna a espécie M.
azedarach ainda mais promissora que A. indica, pela maior
disponibilidade de material para preparagdo de extratos e pela maior

sustentabilidade de sua retirada sem comprometimento da planta.
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8. AVALIACAO DA ACAO INSETICIDA DE EXTRATOS DE Rollinia
silvatica (St. Hil.) Mart. (ANONACEAE) NO CONTROLE DE
Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

Resumo

Visando avaliar o potencial inseticida de Rollinia silvatica (ariticum),
extratos de folhas desta espécie foram testados no controle de lagartas
de Spodoptera frugiperda, em bioensaios realizados no Departamento
de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria- UFSM
(Santa Maria- RS), no periodo de maio de 2003 a abril de 2004. Doses
de Oleo essencial (0; 1,25%; 2,50; 5,00 e 10,00%, v/v) e de destilado (0;
12,5%; 25,0; 50,0 e 100,0%, v/v) foram adicionadas a dieta artificial e
pulverizadas sobre S. frugiperda. Os extratos de folhas frescas foram
obtidos a partir da combinagdo dos processos de hidrodestilacdo e
destilagdo a vapor. O Odleo essencial se constituiu na camada
sobrenadante do bal&o coletor e o restante correspondeu ao destilado. O
delineamento experimental utilizado nos diversos experimentos foi
blocos ao acaso, com quatro repeticbes e 40 lagartas por tratamento
(fotofase natural, temperatura de 25 + 1°C e UR 65 +10). O dleo
essencial se mostrou efetivo estatisticamente s6 a 10%, com apenas
35% de controle, enquanto que o destilado apresentou eficiéncia de
82,5% em sua versdao mais concentrada, sem que em nenhuma
situacdo, outros caracteres, além de sobrevivéncia, fossem

significativamente afetados. Por outro lado, os resultados permitem
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concluir que comprovadamente extratos de R. silvatica contém um ou

mais compostos com potente atividade inseticida.

Abstract

Aiming to test the potential as insecticide of Rollinia silvatica, extracts
of leaves from this plant were applied on larvae of Spodoptera
frugiperda, through bioassays at laboratory, at Universidade Federal de
Santa Maria, Rio Grande do Sul state, Brazil (2003 and 2004). Some
doses of essential oil (from 1.25% to 10%, v/v) and distillated (from
12.5% to 100%) were added in artificial diet and sprayed on S.
frugiperda. Both, essential oil and distillated, were obtained from
distillation of leaves, respectively by separating the upper part from the
rest of the liquid. The experimental design adopted was the randomized
complete block, five and six treatments, with four repetitions and 40
worms by treatment, natural photofase and 25 + 1°C. Only 10% of
essential oil and pure distillated showed significance, but with low levels
of larval control (35% and 82.5%, respectively). On the other hand, the
results permit to conclude there are one or more compounds in extracts

of R. silvatica, with potent insecticidal activity.

8.1. Introducéo

A histéria da botanica é, em grande parte, a luta do homem para
adaptar-se a natureza, utilizando as plantas na medicina, industria e
agricultura. As defesas fitoquimicas contra pragas, principalmente para o
controle de insetos, sdo conhecidas pela humanidade desde a
antiglidade (GALLUN & KHUSH, 1984), apesar da aplicacdo dos
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conhecimentos estar ainda na sua fase inicial (NORRIS & KOGAN,
1984).

As pragas fitéfagas tem sido inegavelmente o maior problema que a
humanidade tem enfrentado na producdo de alimentos (FRANKEL,
1977), causando desde pequenas e grandes perdas localizadas, até
enormes prejuizos em vastas extensdes de terra (ALLARD, 1960;
DAHMS, 1967; ELLIOT, 1967; BREWBACKER, 1969).

Sulfato de nicotina do fumo (Nicotiana tabacum, L.); rotenona de
Derris spp. e Lonchocarpus spp. (diversos timbds); piretrina, retirada do
Crysanthemum cinerariaefolium e varios alcaldides da sabadilha
(Schoenocaulon officinale) s&o alguns exemplos da utilizagéo de plantas
inseticidas de forma sistemética (LAGUNES & RODRIGUES, 1989) e
que foram substituidos pelos inseticidas sintéticos, pela relativa maior
eficiéncia e economicidade destes.

A retomada da pesquisa de produtos bioativos de espécies vegetais,
entretanto, faz-se atualmente a luz dos novos conhecimentos, nas
diversas é&reas do conhecimento, visando uma agricultura mais
adequada as necessidades e exigéncias da humanidade. Metabdlitos de
defesa das plantas, desvendadas suas estruturas quimicas, podem
servir como molde a novas moléculas sintéticas e contribuir para a
descoberta de novos genes de resisténcia a pragas.

O presente trabalho objetivou avaliar o potencial de extratos (6leo
essencial e destilado) de Rollinia silvatica, como inseticida, a partir de
bioensaios em laboratério com S. frugiperda, para fornecer subsidios as
areas de quimica e biologia molecular, além da possibilidade de
utilizacdo direta destes produtos de origem vegetal em pequena escala,

com a extensado das avaliagbes em experimentos de campo.
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8.2. Revisao de literatura

O uso de plantas inseticidas e de plantas resistentes a fitofagos tem
uma base comum, que é o emprego de aleloquimicos presentes na
planta, como protecdo (VENDRAMIN & CASTIGLIONI 2000) e que séo
extremamente importantes na busca de uma agricultura mais
sustentavel.

Os produtos derivados de metabdlitos secundarios provenientes de
vegetais, mais aceitos pelos consumidores, por terem menor impacto
ambiental e por serem menos toxicos aos mamiferos, tém sido
investigados mais intensivamente pela industria atual (WEDGE &
CAMPER, 2000).

As plantas tém sido a fonte mais comum de pesquisas na avaliagcao
de produtos naturais e tém contribuido enormemente na producédo de
produtos farmacéuticos modernos. Mesmo assim, a imensa maioria, de
aproximadamente 250 a 500 mil espécies de plantas superiores no
mundo, ainda néo foi avaliada e o pouco que ja foi testado (5 a 15%) se
restringiu apenas a alguns poucos alvos terapéuticos (MILLER &
GEREAU, 2000; ECHEVERRIGARAY et al., 2001).

Dentre as plantas inseticidas, talvez ndo haja atualmente no mundo
nenhuma mais conhecida e popular do que a Azadiracta indica (arvore
do nim), cujo extrato ja € inclusive comercializado em diversos paises.
Estima-se que mais de 200 espécies de insetos podem ser controladas
com o composto ativo do nim, a azadiractina, além de atuar como
fungicida e nematicida (BURG & MAYER, 1998). Muito conhecido no
Brasil, o cinamomo (Melia azedarach), da mesma familia do nim,
também é conhecido ha véarios anos como planta inseticida.

JULKUNEN-THTTO et al. (1993) avaliaram diversos compostos
fendlicos de Salix myrsinifolia (Salisb.) com efeito inseticida, os quais
mostraram diferencas relativas em seus conteddos, em funcdo de

variagdes ambientais. Igualmente, JOHNSON et al.(2000) observaram
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grande variag@o no conteudo de acetogeninas (inseticida e anti-tumoral)
em Asimina triloba (L.) Dunal, conforme a estagdo do ano.
Diferentemente, (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1995) avaliaram a variagéao
de terpenos em Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Labiateae), na defesa
contra herbivoros, observando que as diferencas ambientais nao
possuem forte efeito sobre a herbivoria nessa espécie, mas que a
variabilidade genética na composicdo quimica foi a estratégia mais
importante na defesa contra herbivoros, reduzindo-lhes a sobrevivéncia
e a eficiéncia. Acrescente-se ainda que a producdo de metabdlitos
secundarios de defesa das plantas pode ser de natureza constitutiva
(presentes independentemente da ocorréncia ou ndo de estresses) e de
expressdo ativada, regulada pela acdo de estresses bioticos (TAIZ &
ZEIGER, 1998; GERSHENZON et al., 2000; RODRIGUEZ-
CONCEPCION & BORONAT, 2002; McKAY et al., 2003; MARTIN et al.,
2003).

Quando uma planta é investigada, ndo é descartada a possibilidade
de haver mais de um alvo terapéutico, tanto que na busca por agentes
anti-tumorais tem-se descoberto novos antibiéticos, fungicidas,
bactericidas e até inseticidas.

Em trabalho cooperativo entre diversos paises, no Suriname,
KINGSTON et al.(2000), buscando agentes anti-cancerigenos, relatam
diversas espécies de plantas, onde foram encontrados compostos
importantes, com potencial inseticida: Renealmia alpinia(rott) Maas
(Zingiberaceae), Eclipta Alba (L.) Hassk, Himatanthus fallax (Muell.Arg.)
Plumel, Allamanda cathartica L. (Apocynaceae) e Miconia lepidota DC
(Melastomataceae), dentre outras.

Diversos géneros da familia das anonaceas sdo conhecidos,
inclusive no Brasil, por apresentarem espécies popularmente usadas
como plantas medicinais e pelos frutos comestiveis, muito apreciados
principalmente pelas populagdes rurais (LORENZI, 1998; JOHNSON et
al., 2000; DAMASCENO et al., 2002; PIMENTA et al, 2003). Até hoje ja
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foram isolados perto de 400 compostos dessa familia, considerados
entre os mais potentes conhecidos inibidores do Complexo | (NADH:
ubiquinona oxiredutase), nos sistemas de transporte de elétrons da
mitocéndria e da NADH:oxidase da membrana plasmatica, que induzem
apoptose (morte programada da célula), talvez como consequéncia da
privacdo de ATP, tendo, portanto, um étimo potencial na aplicagdo como
praguicida ou antitumoral (JOHNSON et al., 2000). Os referidos autores
citam a asimicina o bulatacim e o trilobacim (dentre mais de 40) como
acetogeninas altamente bioativas e os géneros Uvéria, Asimina, Annona,
Goniothallamus, Rollinia e Xylopia como 0s mais promissores para a
pesquisa agricola. As acetogeninas sdo acidos graxos de cadeia longa
(politerpenos) com 32 ou 34 carbonos (JOHNSON et al., 2000),
encontradas exclusivamente nas anonaceas, que podem ser extraidas
da casca, ramos, frutos verdes e sementes, através de solventes
organicos como etanol, diclorometano, hexano e metanol.

As acetogeninas com potencial inseticida, contidas na graviola
(Annona muricata), por exemplo, podem ser 10 mil vezes mais potentes
gue a adriamicina no combate a diversos céanceres (MOSS, 2003).
Varios estudos realizados em populagdes que consomem plantas
anonaceas (frutos e chas) com certa regularidade relacionam este habito
com diversos males, inclusive com o parkinsonismo (CAPARROS-
LEFEBVRE & ELBAZ, 1999; LITVAN et al, 1999). Em diversos paises,
algumas anonaceas sao utilizadas, pelas populagbes rurais, como
controladoras da fertilidade, para produzir esterilidade temporaria, sendo
muito comum, inclusive no Brasil, 0 uso de extrato de sementes de
Annona squamosa (fruta-do-conde) como abortivo (DAMASCENO et al.,
2002).

Por causa desse potencial toxico em geral das acetogeninas,
contidas nas espécies da familia das anonaceas, é que até hoje ainda
ndo foi possivel lancar no mercado nenhum inseticida derivado das
mesmas (NAUEN & BRETSCHNEIDER, 2002). Pelo seu mecanismo de
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acao, inibindo o Complexo | NADH da mitocondria, impedindo assim o
transporte de elétrons até a ubiquinona (LEHNINGER et al, 1995), de
forma semelhante a rotenona (YAMAMOTO, 1970), mas véarias vezes
mais potentes que a mesma (JOHNSON et al., 2000), as acetogeninas
com agéo neurotodxica, podem ser perigosas aos mamiferos, inclusive ao
homem. Entretanto, avaliacdes no potencial existente nesta familia tém
sido cada vez mais intensificadas, jA que a descoberta de moléculas
novas pode levar a sintese de compostos inseticidas neuroativos, mas
gue atuem em novos sitios-alvos (CASIDA & QUISTAD, 1998), e
portanto mais especificos e seguros.

Nesses géneros mais promissores, da familia das anonaceas,
encontramos no Brasil, principalmente, Annona crassiflora Mart., Rollinia
mucosa (Jacquin) Baill., R. sericea (R. E. Fries) R. E. Fries e Xylopia
frutescens Aubl. (LORENZI, H., 1998).

8.3. Material e métodos

O presente trabalho, foi desenvolvido no periodo de maio de 2003 a
abril de 2004, no Departamento de Defesa Fitossanitaria do Centro de
Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria,
RS), em laboratério, com temperatura de 25 + 1°C, fotofase natural e UR
65 + 10%.

8.3.1. Coleta, estocagem do material vegetal e preparacdo de
extratos vegetais

As coletas de folhas de Rollinia silvatica (St. Hil) Mart. (Annonaceae)
foram efetuadas durante todo o periodo de realizagdo dos experimentos,
com mais freqiiéncia de setembro a maio, visando utilizagcdo imediata
dos extratos vegetais. Foi utilizado material de apenas uma planta de R.

silvatica, isolada, com mais de trinta anos de idade, cujos extratos
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mostraram preliminarmente ag&o inseticida contra S. frugiperda. As
folhas foram coletadas do tergo inferior, na base da planta, em toda a
sua volta. Em fungéo dos objetivos a alcancar, preferiu-se trabalhar a
partir de folhas frescas, imediatamente processadas ou estocadas em
congelador a -20°C, quando ndo era possivel a sua utilizacao imediata.
Da destilagdo (combinagcdo de destilagdo a vapor com
hidrodestilagdo) das folhas frescas ou congeladas, resultaram no 6leo
essencial e no destilado. 750 gramas de folhas frescas foram colocados,
parte (aproximadamente a metade) em contato com agua (1,5 litros) e
parte em contato com vapor d'dgua, para efetuar a destilagdo, em
caldeira com 5 litros de capacidade (panela de pressdo doméstica).
Depois de recolhido 1 litro de liquido destilado, separou-se o material
sobrenadante (6leo essencial) do restante (destilado). Os dleos
essenciais e destilados foram estocados em frascos de vidro e mantidos
no escuro, a -20°C, sendo os Ultimos também em refrigerador a + 3°C,

por no maximo uma semana.

8.3.2. Material reagente, manejo e aplicacdo dos tratamentos

Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda, como material reagente,
criadas em laboratério com dieta artificial.

Posturas da criacdo artificial, foram colocados sobre a dieta, em
recipientes de plastico, de 250 ml. Larvas de primeiro instar foram
individualizadas e transferidas para recipientes transparentes de plastico
de 100 ml, com cubos de aproximadamente 4 gramas de dieta. A partir
deste momento, as lagartas estavam prontas para serem utilizadas.

Visando simular as condicbes em ambiente natural, no que tange ao
consumo de produto aplicado sobre a parte aérea de plantas, foram
feitos testes preliminares, com mistura de agua e espalhante adesivo,
até imediatamente antes do ponto de escorrimento. A partir desta

relacdo, calculou-se a participagdo dos extratos no peso das dietas
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artificiais das lagartas testadas, para os bioensaios, verificando-se o
efeito por ingestao.

Para a aplicagdo dos extratos (contato) as lagartas foram colocadas
em coador doméstico, de nailon, e mergulhadas rapidamente (3s) no
liquido do respectivo tratamento. Escorridos os excessos de liquido, os
insetos (lagartas) foram recolocados de volta nos seus respectivos
recipientes.

Os experimentos foram conduzidos em blocos ao acaso, com 4
repeticbes. Cada unidade experimental constou de 10 lagartas no
terceiro instar e recebeu um cubo da respectiva dieta, com massa
aproximada de 4 gramas.

Os principais dados de observacdo coletados foram o namero de
lagartas mortas, nimero de pupas e numero de adultos, oriundos dos
tratamentos. As leituras foram feitas diariamente, até o Ultimo estadio

larval.

8.3.3. Anadlise estatistica

Os procedimentos de andlise e interpretacdo de experimentos foram
realizados usando o pacote estatistico NTIA/EMBRAPA (Centro de
Ciéncias Rurais- Departamento de Fitotecnia, cedidos pela EMBRAPA
1986, 1988, 1989). Os dados para indice de mortalidade e viabilidade de
pupas, nas analises estatisticas, foram transformados em arco-seno da
raiz quadrada da propor¢cdo de insetos mortos ou Viaveis,
respectivamente, para insetos (lagartas ou pupas) originalmente
presentes.

8.3.4. Biotestes

Bioteste 1. Efeito de doses de 6leo essencial, nas concentracdes de
0; 1,25; 2,50; 5,00 e 10,00% (v/v) e de destilado puro de Rollinia silvatica
(ariticum), por contato , no crescimento e desenvolvimento de lagartas
de S. frugiperda, (05/2003).
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O O6leo essencial de ariticum foi diluido em agua e o restante
(destilado) compoOs outro tratamento. Em todos os tratamentos foi
adicionado espalhante adesivo (produto comercial) a 0,1%.

Bioteste 2 e bioteste 3. Efeito de doses de destilado de Rollinia
silvatica, por contato, nas concentracdes de 0; 12,5%; 25,0; 50,0 e 100%
(v/v) , no crescimento e desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda
(07/2003 no bioteste 2 e 04/2004 no bioteste 3).

Os tratamentos foram obtidos através da diluigdo em agua destilada.
A testemunha se constituiu em agua destilada. Em todos os tratamentos
foi adicionado espalhante adesivo (produto comercial) a 0,1%.

Bioteste 4- Efeito de doses de destilado de R. silvatica (ariticum), por
ingestdo, nas concentragbes de 0; 12,5; 25,0; 50,0 e 100% (v/v), no
crescimento e desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda (04/2004).

Os tratamentos, incluindo a testemunha, foram adicionados a dieta

artificial das lagartas.

8.4. Resultados e discusséao

Bioteste 1. Efeito de doses de Oleo essencial e destilado de ariticum
(Rollinia silvatica), por contato, em diversas concentragdes, no
crescimento e desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda, UFSM,
2003.

No referido bioteste (Tabela la e 1b) observou-se que apenas a
dose de 10% de 6leo essencial de R. silvatica afetou a sobrevivéncia e o
peso de pupas, determinando, respectivamente, um indice de
mortalidade final de 35%, com pequena reducdo no peso de pupas
(apesar de estatisticamente significativa), o0 que, provavelmente por esta
razdo, nao afetou a viabilidade de pupas. Dentre os tratamentos
testados, o destilado foi o que causou niveis de mortalidade mais altos

(82,5%, em média) das lagartas, sugerindo que os compostos bioativos,
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com maior eficiéncia inseticida, extraidos de R. silvatica, estejam
contidos no destilado e que ndo puderam ser separados por diferenca de
densidade.

Na familia das anonaceas, a qual pertence R. silvatica, ja foram
identificados e isolados centenas de compostos com potente acao
inibidora do Complexo | da mitocondria, que potencialmente podem agir
como inseticidas (JOHNSON et al., 2000). Desta forma, o 6leo essencial
e o0 destilado de R. silvatica devem conter, certamente, diversos
compostos bioativos. Por outro lado, as acetogeninas, acidos graxos
terpendides com 32 ou 34 carbonos devem estar contidos
principalmente no destilado, na forma de emulsdo, j& que normalmente
sdo extraidos através de solventes orgéanicos. O 6leo essencial, como
material sobrenadante, obtido por destilagéo, provavelmente deve conter
teores relativamente baixos de acetogeninas e mais elevados de
monoterpenos e sesquiterpenos, com 10 e 15 carbonos,
respectivamente (TAIZ & ZEIGER, 1998), que também podem possuir
atividade inseticida (RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT, 2002).
Entretanto, somente conhecendo o0 teor de cada um desses
componentes é que sera possivel determinar quais moléculas sdo mais
promissoras.

Além da maior mortalidade determinada pelo destilado de R.
silvatica, observa-se na Tabela 1a uma acdo mais rapida do mesmo,
comparativamente com as doses de 6leo essencial. Nas primeiras 24
horas, por exemplo, o tratamento destilado de R. silvatica determinou o
nivel médio de mortalidade de 62,5%, ou seja, 0 equivalente a 76% da
mortalidade acumulada até a fase de pupa, enquanto que para o
tratamento com 10% de Oleo essencial esta relacdo foi de 43%.
Entretanto, dadas a alta variedade de compostos bioativos (JOHNSON
et al., 2000), provavelmente existentes na espécie avaliada, e a acdo de
diversos ingredientes ativos até o nivel de partes por bilhdo (MOSS, R.

W., 2003), ndo se pode afirmar que moléculas mais promissoras estejam
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no o6leo essencial ou no destilado. Outro aspecto a se levar em
consideragdo é que, imediatamente a aplicacdo dos tratamentos, todas
as doses de Oleo essencial e a dose Unica de destilado promoveram
acdo paralisante nas lagartas. A referida agéo foi revertida parcialmente
principalmente nos insetos onde o tratamento foi com 6leo essencial.
Entretanto, ficou evidente a presenca em todos os tratamentos, com
excecdo da testemunha, de substancias, no minimo, com efeito
neurotoxico (SALAZAR, 1998; NAUEN & BRETSCHNEIDER, 2002), em
fungdo dos sintomas observados. Ndo pode deixar de ser evidenciado
que o efeito paralisante pela aplicacdo de dleo essencial puro causou
letalidade de 100%, nos testes preliminares.

Os testes de hipéteses de regressdo das doses de 6leo essencial
para os caracteres mortalidade e peso médio de pupa determinaram,
respectivamente, uma equacao do terceiro e do primeiro graus (Figura 1)

com ajuste significativo.
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TABELA 1. Valores médios para indice de mortalidade (%), peso de

pupas (mg) e viabilidade de pupas (%) de S. frugiperda,

tratadas com doses de Oleo essencial (OE) em % (v/v) e

destilado (D) de Rollinia silvatica, em experimento (bioteste

1) realizado em laboratério, em laboratério. 2005.

1a)
Mortalidade (%)

Tratamentos 24 h 48 h 72 h
Testemunha 00c 00c 25¢c
OE 1,25% 0,0c 5,0 bc 15,0 bc
OE 2,5% 7,5 bc 10,0 bc 12,5 bc
OE 5% 5,0 bc 7,5 bc 12,5 bc
OE 10% 150b 225Db 30,0b
Destilado 62,5 a 67,5a 80,0 a
CV % 54,8 54,7 42,0
1 b)
Tratamentos Mortalidade/ Peso de pupas Viabilidade de

Lagartas (%) (mg) pupas (%)
Testemunha 50c 235,0 a 94,7
OE 1,25% 15,0 bc 2390 a 94,1
OE 2,5% 17,5 bc 222,5 ab 97,2
OE 5% 15,0 bc 221,8 ab 94,4
OE 10% 350hb 2145Db 96,4
Destilado 82,5a - -
C.V.% 24,4 3,7 14,4

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente pel o teste Tukey
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FIGURA 1. Mortalidade final (%) e peso médio de pupas (mg) de
lagartas de S. frugiperda submetidas a diversas
concentracdes (v/v) de 6leo essencial de R. silvatica. 2005.

Biotestes 2, 3 e 4. Efeito de doses de destilado de Rollinia silvatica
(ariticum), por contato e ingestdo, em diversas concentragdes, no
crescimento e desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda.

Em nenhum desses experimentos foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre doses de destilado, para os diversos
caracteres avaliados, comparativamente com o tratamento testemunha.
No bioteste 2 e bioteste 3 o valor médio para o indice de mortalidade da
testemunha (dose de 0%) foi de 5,0% e 2,5%, respectivamente, nao
havendo diferenca significativa com as demais doses testadas. A coleta
de outros dados de observagéo ndo foi necessaria. No bioteste 3, onde o
extrato de R. silvatica foi fornecido de forma crénica, através das dietas,
foram feitas todas as coletas previstas. Mais uma vez ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos, com a testemunha
apresentando os valores meédios de 2,5% para mortalidade, 472 mg para
peso de lagartas em pré-pupa, 241 mg para peso de pupa e 100% para
viabilidade de pupas. No bioteste 2 foram utilizados destilados a partir

de folhas estocadas (congeladas) por dois meses, diferentemente do
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bioteste 1, onde foram preparados destilados de folhas frescas,
recentemente colhidas (més de maio de 2003). Devido a provavel
instabilidade das moléculas bioativas (JOHNSON et al, 2000;
KINGHORN et al, 2000; WEDGE & CAMPER, 2000), deduziu-se que
provavelmente o tempo de estocagem tenha influenciado, anulando o
efeito inseticida do destilado. No ano de 2004 (més de abril), o bioteste
foi repetido (bioteste 3) com destilados a partir de folhas frescas.
Entretanto, mais uma vez o0s resultados n&o permitiram encontrar
diferencas significativas entre o0s tratamentos. A conhecida maior
resisténcia e capacidade de adaptacdo de S. frugiperda pode explicar
em parte tais resultados, apesar da sensibilidade apresentada ao
destilado na versédo mais concentrada, no bioteste 1. A isto é possivel se
adicionar os supostamente baixos teores dos ingredientes ativos nos
extratos, as variagbes por fatores ambientais e relativos a prépria
fisiologia da planta, comuns na maioria das espécies vegetais
(JULKUNEN-TIHTTO et al 1993) e para os contetudos das acetogeninas
contidas nas anonaceas (JOHNSON et al. 2000). Os compostos de
defesa de expressdo ativada sdo também fatores complicadores na
composicao dos extratos vegetais, continuamente alterada, conforme a
acao dos agentes bidticos agressores.

Entretanto, é necessario também se levar em consideracdo que a
acdo por ingestdo pode ser minimizada pelo consumo de dieta em
pequenas quantidades, resultando provavelmente em concentracdes
muito menores dos ingredientes ativos no organismo do inseto,
comparativamente com a agdo por contato, em que o animal recebe a
dose de uma s6 vez. Em adicdo, outro fator a ser considerado é que 0s
extratos foram retirados das folhas, onde a concentragdo dos mesmos &
menor (JOHNSON et al, 2000).
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8.5. Conclusdes

De acordo com o estabelecimento, conducdo e avaliacdo dos
experimentos, os dados obtidos permitem concluir que:

v Comprovadamente, extratos de Rollinia silvatica apresentam
potente agdo inseticida, cujos compostos contidos, apos fracionamento,
poderéo ser melhor avaliados em biotestes mais especificos.

v Os sintomas apresentados pelos insetos tratados com os extratos
avaliados permitem concluir que moléculas com efeitos neurotdxicos
estdo presentes no conjunto dos metabdlitos que os compdem.

Vv Pelo mecanismo de acdo das substancias neurotoxicas, pelo
menos diversas outras especies, principalmente da familia Lepidopterae
devem ser afetadas por extratos de R. silvatica.

v/ O uso de destilado de folhas de R. silvatica pode ser muito util na
agricultura em pequena escala, desde que a coleta do material vegetal
nao venha comprometer a planta doadora.

v/ Trabalhos mais aprofundados no género Rollinia podem ser muito
Gteis no sentido de detectar moléculas inseticidas altamente eficientes,
que podem servir de moldes para a sintese de analogos mais
adequados as novas exigéncias da sociedade, em termos de salde e
ambiente. Os avancos podem ainda atingir, a médio e longo prazos, a
area de biologia molecular, ou mais propriamente da engenharia
genética, na identificagdo, seqienciamento e clonagem de novos genes

de interesse agrondémico.
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9. AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DE EXTRATOS DE
Rollinia silvatica (St. Hil.) Mart. (ANNONACEAE) NO CONTROLE DE

Ascia monuste orseis (Latr., 1819)

Resumo

Visando pesquisar o potencial inseticida de Rollinia silvatica (ariticum),
extratos de folhas desta espécie foram testados em lagartas de Ascia
monuste orseis (lagarta-da-couve ou curucuré-da-couve), em trés
bioensaios no laboratério do Departamento de Defesa Fitosssanitéria da
Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria-RS), em abril de 2004.
As lagartas foram criadas a partir de coletas de posturas a campo e
alimentadas com folhas de couve-comum. Para a aplicagdo dos extratos,
folhas de couve e lagartas com aproximadamente 2 cm, foram imersas
por cinco segundos no liquido do respectivo tratamento (doses de 1/1 a
1/8, viv). Escorridos os excessos de liquido, os insetos foram colocados
sobre as folhas, devolvidos as caixas tipo germbox, de forma coletiva (10
lagartas por repeticdo) até o final do experimento. O delineamento
experimental utilizado foi blocos ao acaso, com 4 repetigdes e 40 lagartas
por tratamento, com fotofase natural, temperatura de 25 + 1°C. e UR 65 +
10%. Resultados promissores foram obtidos no controle da lagarta-da-
couve, quando todas as doses de destilado mostraram eficiéncia em
laboratério. Desta forma, podem ser encontrados em extratos de R.
silvatica um ou mais compostos com potente atividade inseticida, a

disposicédo das areas de quimica e engenharia genética. Os resultados
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obtidos também apontam para a possibilidade de utilizacdo direta de

extratos de R. silvatica (ariticum) na agricultura familiar.

Abstract

With the objective of investigating the potential insecticidal of Rollina
silvatica, leaf extracts of this specie were tested against larvae of Ascia
monuste orseis, by three bioassays at laboratory (natural photophase, 25
+ 1°C, RH 65 + 10%) at Universidade Federal de Santa Maria (Santa
Maria, RS, Brazil), during April 2004. The worms emerged from eggs
collected in field were artificially maintained at laboratory, on leaves of
Brassica oleracea. At the moment of installation of the experiments, the
worms (2 cm of length) and the leaves were immersed by five seconds in
the extracts (doses from 1/1 to 1/8, v/v). After drip-dry the material, larvae
and leaves were placed in germbox (11X11 cm) collectively (10 worms per
germbox). The experimental design adopted was the randomized
complete block, four repetitions, and 40 worms per treatment. Promising
results were obtained on A. monuste orseis control, since all doses of
distillated of R. silvatica show efficiency at laboratory. Certainly extract of
R. silvatica is source of one or more insecticidal compounds, that must be
studied by others scientific areas. The results at laboratory also suggest

the possibility of direct use of extract by farmers in organic agriculture.

9.1. Introducéo

A contaminagdo de alimentos por microorganismos causadores de

doengas infecto-contagiosas e por produtos quimicos toxicos ao homem e

outros animais é infelizmente uma realidade crucial no Terceiro Mundo.

Centenas de milhares de pessoas tém sido vitimas de infeccdes e
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intoxicacdes, que se ndo levam a morte, podem deixar sequelas por toda
a vida. Esta situacéo deveria ser considerada como inaceitavel por nossos
governantes, ja que no Primeiro Mundo tais questbes j& foram
ultrapassadas, relativamente, ha muito tempo. Se por um lado os paises
ricos utilizam os artificios mais variados para que continuemos
consumindo insumos j& ultrapassados ou mesmo proibidos naquelas
nagdes, por outro lado, o baixo nivel de educag¢@o de nosso povo permite
que perdure esta situacdo verdadeiramente catastrofica em termos de
saude e ambiente.

O presente trabalho visou avaliar o potencial de extratos da espécie
Rollinia silvatica, como inseticida, em bioensaios de laboratério contra
lagartas de Ascia monuste orseis, fornecendo subsidios a outras éareas,
no sentido de promover a sintese de novos compostos inseticidas, além
de remeter a prospeccao de novos genes de resisténcia, como propostas
a medio e longo prazos. A curto prazo, o objetivo do trabalho foi o de
avaliar a possibilidade de utilizacdo direta desses produtos de origem
vegetal na agricultura familiar, com o aprimoramento das avaliagbes em
experimentos de campo. R. silvatica pertence a familia das anonaceas,
muito comum no Brasil, onde se encontram diversas outras espécies
utiizadas na medicina popular, cujos frutos sao também comestiveis
(LORENZI, 1998; JOHNSON et al., 2000; DAMASCENO et al., 2002;
PIMENTA et al, 2003), onde ja foram identificados centenas de compostos

bioativos, alguns provavelmente com potencial inseticida.

9.2. Revisado de literatura

O Brasil € um dos maiores consumidores de agrotéxicos do mundo e
por falta de assisténcia técnica, segundo os dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), os agricultores geralmente aplicam
agrotoxicos em excesso (AMBIENTEBRASIL, 2002). S&o os casos do
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tomate e morango, onde séo aplicados de 30 a 40 kg/ha de agrotoxicos
por ciclo, quando se sabe que esta quantidade poderia ser bem menor
sob assisténcia técnica. Com isto, além dos consumidores, 0s proprios
agricultores passam a ser vitimas, pela exposicdo que sofrem aos
produtos toxicos. A REVISTA GALILEU (2002) denunciou os altos indices
de suicidios em municipios agricolas do Rio Grande do Sul, como sendo
consequéncia do uso indevido de agrotoxicos. Em 2001 tais indices
chegaram a 21 por 100 mil na Regido de Santa Cruz, quando a média
brasileira foi de quatro suicidios por 100 mil habitantes. Em 1996 o
problema teve destaque especial no municipio de Venancio Aires, quando
a taxa de suicidio chegou a incrivel marca de 37,22 por 100 mil
habitantes. O Governo Federal esta investigando o assunto, sem
nenhuma conclusdo até o momento. Entretanto, se sabe que, por
coincidéncia ou ndo, o problema dos altos indices de suicidio no Brasil
tem correspondido as regides onde mais se aplicam agrotoxicos.

As intoxicacdes de agricultores por agrotoxicos tém feito em torno de
300 mil vitimas por ano no Brasil (GAZETA MERCANTIL, 2001),
provocando a morte de 2 a 3 mil pessoas anualmente. A Universidade de
Séo Paulo (USP) aponta que além do descuido no uso dos agrotdxicos,
em torno de 17% dos produtos comerciais utilizados s&o classificados
como extremamente toXicos.

Se para os agricultores o problema de intoxica¢do por uso indevido de
agrotoxicos € muito grave, ndo € menor para 0s consumidores, que estao
ingerindo quantidades inacreditaveis de residuos toxicos, acima do
permitido por lei e do recomendado pela Organiza¢cdo Mundial da Saude.

Algumas tentativas para minimizar o problema, como o
aprimoramento da legislacdo ambiental e do proprio Receituario
Agronbémico, ja foram feitas, sem grande impacto, a ndo ser por fazer
desnudar o verdadeiro caos que existe nesta area. Andlises tém sido

feitas esporadicamente e todas sO conseguiram mostrar parte desse
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grande iceberg, que esconde uma situacdo que deveria envergonhar a
todos, principalmente aqueles que tém poder e conhecimento da situagao.

Desde o ano de 2001 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA, 2004) tomou para si a responsabilidade e finalmente
comecaram as analises periddicas, que em 2003 passaram a incluir o Rio
Grande do Sul e que em 2004 j4 abrangeram todo o Brasil.

Os resultados disponiveis na ANVISA (2004) demonstram que
morango, tomate e batata foram os produtos mais contaminados no
periodo de 2001 e 2002, com 46%, 26% e 22% de amostras,
respectivamente, fora dos padrfes sanitarios exigidos por lei. Os dados
mostram também, de uma maneira geral, que 83% de hortifrutigranjeiros
tinham residuos de agrotéxicos e que 22,17% estavam com excesso
desses produtos quimicos. Preocupante é também o fato de que, além de
indices de contaminacdo acima do permitido em lei, muitos produtos
encontrados ndo sado permitidos para uso na respectiva cultura. Morangos
estavam contaminados com endossulfam e tetradifom; mamao com
dicofol e metamidofés; alface com ditiocarbamatos e clorotalonil. Em
2003, novamente o morango foi o hortifrutigranjeiro mais contaminado
com o altissimo indice de 72,8% das amostras analisadas. Seguiu-se, em
ordem de contaminacdo, a mag¢a, com 24,80% e o mamao, com 11,90%
de amostras contaminadas. Em 2004, as analises de amostras do
primeiro trimestre demonstram que 12% estavam fora dos padrbes
exigidos por lei. Esta menores contaminagfes, entretanto, provavelmente
sdo resultantes de problemas climéticos, ou seja, seca e excesso de
chuvas, respectivamente nas Regifes Sul e demais regides do Brasil.

As andlises da ANVISA, entretanto, sdo realizadas apenas em nove
produtos da “cesta basica” dos brasileiros, dentre os mais consumidos,
tendo como representante das hortalicas folhosas apenas a alface,
guando o problema é bem mais abrangente, como se sabe. O Governo do
Rio de Janeiro, por exemplo, constatou (AMBIENTEBRASIL, 2002) que
salsa (42%), agriao (29%), alface (18%), espinafre (13%), couve (11%) e
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brécolis (5%), estavam significativamente contaminadas com agrotoxicos
acima do permitido em lei.

Nao é preciso, portanto, reafirmar que o problema do uso de
agrotoxicos no Brasil e a contaminacdo dos alimentos pelos mesmos é
um verdadeiro descalabro.

Entretanto a situacéo ainda deve ser bem mais grave do que parece.
Infelizmente a ANVISA, provavelmente por questées de ordem financeira,
deixou de incluir nas andlises os metais pesados e organoclorados.
Mesmo proibidos no Brasil ha véarios anos, sabe-se que os
organoclorados ainda tém possibilidade de entrar no pais via contrabando
e outros ilicitos.

O chamados “defensivos naturais”, pela Agricultura Organica e pela
Agricultura Agroecoldgica, contém, dentre outros materiais, diversos sais
de metais pesados (cobre, manganés, zinco, cobalto e outros), que séo
aplicados diretamente sobre as plantas (BURG & MAYER, 1998; CLARO,
2001). Essas préaticas podem trazer sérios problemas de saude e
ambiente, contaminando diretamente os alimentos, poluindo os solos, pois
0s metais podem ser adsorvidos pelas substancias humicas (CANELLAS
et al. 1999), e as 4guas, distribuindo-se pelo ambiente. Alguns metais
pesados, além de altamente téxicos, como os sais de cobre (ANVISA,
2004), podem ser biocumulativos e biomagnificantes, acumulando-se na
cadeia alimentar (FOSTIER, 1998; CALEFFI, 2000; FERREIRA et al.
2000; LAILSON-BRITO et al., 2000; MAZUTTI et al., 2000).

Desta forma, as novas opgdes, que a moderna sociedade impde
como solugcbes aos problemas de contaminagdo dos alimentos e do
ambiente pela agricultura convencional, ndo passam pelas chamadas
agricultura organica e agroecolégica, como tém sido propostas pelos seus
principais adeptos do ambientalismo. Apontando para uma agricultura pré
capitalista e avesso aos avangos dos novos conhecimentos,

principalmente da biologia molecular, o ambientalismo ultraconservador é
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uma proposta utdpica, adjetivo utilizado pelos seus proprios defensores,
guando conceituam a si mesmo (PINHEIRO et al., 1985).

Dentre as diversas alternativas que estdo sendo propostas pela
pesquisa atual, a descoberta de moléculas e derivados de estudos dos
metabdlitos de defesa das plantas, ou aleloquimicos presentes, como
protecdo (VENDRAMIN & CASTIGLIONI, 2000) parecem ser
extremamente importantes no avango rumo a uma agricultura que vise
principalmente a segurancga alimentar e ambiental. Produtos derivados de
plantas certamente sédo mais aceitos pela sociedade, por causarem menor
impacto ambiental e por serem menos toxicos aos mamiferos, sendo por
isto atualmente os mais intensivamente estudados pela industria (WEDGE
& CAMPER, 2000).

Entretanto, para se evitar cair novamente nos erros do passado,
quando se acreditou sempre em solucdes definitivas, que inexistem, é
preciso levar em consideracdo que 0s vegetais podem conter substancias
tdo ou mais téxicas do que os préprios agrotdxicos convencionais mais
modernos. Mesmo entre as plantas pesquisadas atualmente, muitas tidas
como promissoras, contém compostos altamente téxicos aos mamiferos
(CAPARROS-LEFEBVRE & ELBAZ, 1999; LITVAN et al., 1999;
DAMASCENO et al., 2002). Algumas acetogeninas encontradas na familia
das anonaceas, segundo NAUEN & BRETSCHNEIDER (2002), s6 ndo
foram industrializadas até agora devido ao alto grau de toxicidade aos
mamiferos, inclusive ao homem. Entretanto, de uma maneira geral, as
substancias bioativas de espécies vegetais, inclusive com agéo inseticida,
no seu estado natural, ndo trazem riscos significantes para o ambiente,
devido a rapida degradacdo na natureza (JOHNSON et al., 2000), nem
para a saude humana, quando obedecidos os periodos de caréncia,
geralmente muito curtos ou mesmo para quem aplica o produto com 0s

devidos cuidados.
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9.3. Material e métodos

O presente trabalho, foi desenvolvido no ano 2004, no Departamento
de Defesa Fitossanitaria do Centro de Ciéncias Rurais, Universidade
Federal de Santa Maria, em laboratério com temperatura de 25 + °C,
fotofase natural e UR 65 £ 10%.

As coletas do material reativo, ou seja folhas de Rollinia silvatica (St.
Hil.) Mart. (Annonaceae), foram realizadas durante o periodo de
realizacdo dos experimentos, visando utilizacdo imediata dos extratos
vegetais.

As folhas frescas foram imediatamente processadas ou estocadas em
congelador a -20°C, quando n&o foi possivel a utilizacdo imediata.

Para se processar a destilacdo, 750 gramas de folhas frescas foram
colocados, parte (aproximadamente a metade) em contato com agua (1,5
litros) e parte em contato com vapor d’agua, em caldeira com 5 litros de
capacidade (panela de pressdo doméstica). Da destilacdo (combinacéo
de destilacdo a vapor com hidrodestilagdo) das folhas frescas ou
congeladas, resultou o destilado (D), que correspondeu ao conjunto
liquido obtido em bal&o de vidro, homogeneizado com espalhante adesivo
comercial a 0,1%.

Como material reagente foram utilizadas lagartas de A. monuste
orseis oriundas de posturas em folhas de couve-comum, coletadas no
campo.

Para a aplicacdo dos extratos (contato) as lagartas foram colocadas
em coador de nailon doméstico e molhadas rapidamente (5s) nos liquidos
dos respectivos tratamentos. Escorridos os excessos de liquido, os
insetos foram colocados sobre folhas de couve-comum, igualmente
tratadas. Cada folha comportou 10 lagartas, ambas contidas em caixas

tipo germbox.
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Os experimentos foram conduzidos em blocos ao acaso, com 4
repeticbes. Cada unidade experimental constou de 10 lagartas de 2 cm de
comprimento, aparentemente no terceiro instar.

O Unico dado de observacgédo coletado foi o indice de mortalidade. As
leituras foram realizadas nas 24, 48, 96 e 120 horas, até 0 empupamento
ou mortalidade total das lagartas tratadas com os extratos.

A analise da variancia e a regresséao foram determinadas pelo pacote
estatistico SOC (Centro de Ciéncias Rurais- Departamento de Fitotecnia,
cedidos pela EMBRAPA 1986, 1988, 1989). Os dados para indice de
mortalidade nas analises estatisticas, foram transformados em arco-seno
da raiz quadrada da proporcao de insetos mortos para insetos (lagartas)
originalmente presentes.

Experimentos conduzidos:

Biotestes 1, 2 e 3. Efeito de doses de destilado de ariticum, por
ingestao e contato, em diversas concentragdes (volume/volume de 1/1 a
1/8) no crescimento e desenvolvimento da lagarta-da-couve (04/2004).

Com excecao para o bioteste 1, os tratamentos constaram de 5 doses
de destilado (volume/volume), além da testemunha (1/1, 1/2, 1/4 e 1/8).
Folhas de couve-comum e lagartas foram molhadas com os extratos e
agua destilada (testemunha) com 0,1% de espalhante adesivo. Cada
repeticdo constou de wuma folha de couve com 10 lagartas,

acondicionadas em uma caixa tipo germbox.

9.4. Resultados e discusséao

Biotestes 1, 2 e 3. Efeito de doses de destilado de ariticum, por

ingestdo e contato, em diversas doses (volume/volume, 0, 1/8, 1/4, 1/2 e

1/1) no crescimento e desenvolvimento da lagarta-da-couve, Ascia

monuste orceus (04/2004).
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Os testes de laboratério demonstraram alta eficiéncia do destilado de
R. silvatica em todas as doses testadas (Tabela 1) no controle de Ascia
monuste orseis, de tal forma, que ndo foi possivel colher outros dados de
observacdo, além do indice de mortalidade em todos os experimentos
realizados. Nos bioteste 1 e 2, os dados indicaram que o acréscimo de
uma dose mais baixa poderia ser suficiente para estabelecer curvas para
diversos caracteres, além do indice de mortalidade, ja que a mortalidade
de 80% nas 48 horas e 85% nhas 120 horas para a dose de 1/4,
correspondeu também ao indice final em ambos 0s ensaios. Assim, a
dose de 1/8, incluida no bioteste 3, deveria preencher perfeitamente as
necessidades para se alcangar os objetivos do projeto. Entretanto, como
pode ser observado, todas as doses (de 1/1 a 1/8) foram altamente
eficientes no controle das lagartas, inviabilizando inclusive a conducéo do
experimento até o final do ciclo de vida dos insetos. A instabilidade das
moléculas que compdem o destilado, as condi¢cdes ambientais (inclusive
do manejo do experimento), como se refere ampla literatura a respeito,
poderiam explicar, em parte, algumas discrepancias nos resultados no
bioteste 3, onde a dose mais baixa (1/8) chegou a superar as doses de
1/2 e 1/4. A relativa alta sensibilidade de Ascia monuste orseis aos
componentes do extrato de R. silvatica pode também ser um dos fatores
responsaveis por estas divergéncias. Isto tudo sugere outros
procedimentos na conducdo de novos biotestes, inclusive havendo
necessidade de fracionar os componentes bioativos para utilizacdo nos
experimentos.

A atividade inseticida de extratos de R. silvatica ja era esperada.
JOHNSON et al. (2000), pesquisando acetogeninas em Asimus triloba
refere-se a Rollinia como um dos possiveis géneros com diversas
espécies contendo substancias com potencial praguicida, como asimicina,
bulatacina e trilobacina. Nos ensaios, a agdo paralisante e os sintomas
em geral provocados pelos extratos de R. silvatica sobre A. monuste

orseis, sugere a presenca de substancias neurotoxicas e que atuam de
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forma semelhante a rotenona (YAMAMOTO, 1970), mas varias vezes
mais potentes que a mesma (JOHNSON et al., 2000), que podem
inclusive ser toxicas aos seres humanos. Estes mesmo autores,
entretanto, sugerem o uso direto desses extratos pelos produtores rurais e
CASIDA & QUISTAD, (1998) levantam ainda a possibilidade de que a
descoberta de moléculas novas pode levar a sintese de compostos
inseticidas neuroativos, mas que atuem em novos sitios-alvos, portanto

mais especificos e seguros.

TABELA 1. Valores médios para indice de mortalidade em porcentagem
para lagartas de Ascia monuste orceus, tratadas com doses
de destilado de Rollinia silvatica, para os bioteste 1, 2 e 3,

em laboratério. 2005.

Dose Bioteste 1 Bioteste 2 Bioteste 3

(viv) 24h 48 h 48 h 120 h 24 h 48 h 96 h
0 175b 17,5 25c 25¢c 0,0b 0,0b 0,0c
1/8 - - - - 67,8 a 95,0 a 100,0 a
1/4 77,5a 80,0 575b 85,0b 70,6 a 82,5a 97,5 a

1/2 100,0a  100,0 90,0 a 97.5a 53,8 a 95,0 a 90,0 b

11 100,0a  100,0 82,5a 92,5 ab 62,5a 95,0 a 100,0 a

Ftrat 24,37 - 112,26 107,43** 31,27**  54,99**  347,52**

CV(%) 19,6 - 12,1 12,1 20,8 15,4 6,2

** E-teste significativo a 1%
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente pelo

teste Tukey.
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9.4. Conclusodes

A andlise dos resultados permite concluir que:

v/ Extratos Rollinia silvatica, oriundos da destilagéo de folhas desta
espécie, comprovadamente apresentam acdo inseticida altamente
eficiente no controle da lagarta-da-couve, Ascia monuste orseis.

Vv Os sintomas apresentados pelos insetos tratados com os extratos
avaliados permitem sugerir que moléculas com efeitos neurotoxicos (a¢éo
paralisante) estdo presentes no conjunto dos metabdlitos que os
compdem.

v O rendimento de extratos obtidos da destilagdo de folhas de R.
silvatica sugere ser plenamente viavel a utilizacdo direta do composto no
seu estado natural em pequenos cultivos, sem prejuizo a planta doadora.

v/ Trabalhos mais aprofundados no género Rollinia podem ser muito
Uteis visando a sintese de analogos ou derivados mais adequados as
novas exigéncias da sociedade, em termos de salde e ambiente. Os
avangos podem ainda atingir, a médio e longo prazos, a area de biologia

molecular, na busca de novos genes de resisténcia.
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10 CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

v A metodologia desenvolvida neste trabalho, em bioensaios bésicos,
com apenas a dose de 1/3 (p/v) por extrato, mostrou-se eficiente na
deteccdo de extratos de espécies vegetais promissoras, tanto como
excipientes de agentes toxicos, quanto de agentes bioestimulantes. Até
mesmo o0 desenvolvimento de biotestes béasicos de alelopatia sem
desinfeccdo dos materiais mostrou-se eficiente para leituras até cinco dias
da instalacdo dos experimentos, tempo plenamente suficiente para
alcancar os objetivos propostos, proporcionando a que se possa conduzir
tais tipos de experimentos in loco.

v/ A alelopatia € uma regra geral entre as espécies vegetais, tanto
gue, com raras excecodes, de uma forma ou de outra, praticamente todos
0s extratos vegetais aquosos, na concentracdo de 1/3 (p/v), aplicados
sobre sementes e plantulas de Lactuca sativa, provocaram efeitos
significativos na manifestacdo de um ou mais caracteres nesta espécie
reagente, tanto inibindo, quanto estimulando os mesmos.

v O extrato de Cymbopogon citratus (capim-cidrd) mostrou-se
altamente alelopatico em bioensaios de laboratério contra sementes e
plantulas de Lactuca sativa, Bidens pilosa e Triticum aestivum,
demonstrando que contém diversos compostos promissores, que podem
ser pesquisados pela area de quimica e biologia molecular, visando uma
agricultura mais sustentavel.

v O extrato de C. citratus mostrou-se altamente téxico aos materiais
reagentes, prenuncio de que possa conter agentes de controle de pragas.
A ocorréncia de efeitos horméticos sugere a presenca de compostos
herbicidas nesse extrato, dada a similaridade das curvas de dose-
resposta com a de ensaios convencionais com herbicidas.

v O extrato de Achyrocline satureioides (marcela) mostrou-se

altamente bioativo, quando testado contra L. sativa, B. pilosa e T.
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aestivum, com proeminéncia para as propriedades bioestimulantes,
capazes de ativar o crescimento de plantulas, principalmente
relativamente ao caréater estatura de plantula, com reflexos positivos nos
niveis de matéria seca das raizes e parte aérea.

Vv A. satureioides provavelmente contém também agentes tdxicos ou
inibidores do crescimento, além de um ou mais agentes protetores contra
estresse térmico, que claramente mostram interagir nos bioensaios de
alelopatia.

Vv A presenca de agentes inseticidas em extratos de Rollinia silvatica,
Melia azedarach, Eucalyptus citriodora e Solanum paniculatum,
detectados nos experimentos, através da metodologia utilizada e que se
mostrou eficiente, permite concluir que deve haver um imenso potencial a
explorar nas espécies vegetais, na busca por uma agricultura mais
sustentavel.

Vv Pela acao inseticida semelhante do extrato de Melia azedarach,
comparativamente com Azadirachta indica, e por essa espécie ser melhor
adaptada a Regido Sul do Brasil, além do fato de que o uso de folhas
para preparacdo de extratos apresenta mais caracteristicas de
sustentabilidade, pode-se inferir que esta melidcea, de farta distribuicéo
nesta Regido, é mais promissora do que o nim, nestas condigdes.

Vv O uso de destilado de folhas de R. silvatica pode ser muito util
como inseticida na agricultura em pequena escala, desde que a coleta do
material vegetal ndo venha comprometer a planta doadora.

v Trabalhos mais avangados no género Rollinia podem ser muito
Uteis visando a sintese de analogos ou derivados mais adequados as
novas exigéncias da sociedade, em termos de salude e ambiente. Os
avancgos podem ainda atingir, a médio e longo prazos, a area de biologia
molecular, na busca de novos genes de resisténcia.

v Os modelos logistico e polinomial, utilizados concomitantemente,
mostraram-se ambos eficientes para explicar matematicamente as curvas

de dose-resposta nos bioensaios para testar efeitos inibidores de extratos
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de C. citratus. J& nos bioensaios com extrato de A. satureioides, onde
foram avaliados os efeitos indutores do crescimento, 0 modelo polinomial
mostrou-se bem mais adequado para explicar matematicamente os
fendmenos bioldgicos.

Vv A espécie T. aestivum, cultivar RS-8, mostrou-se satisfatoriamente
sensivel como material reagente em ensaios de alelopatia, além de tornar
possivel a elaboracdo de experimentos relativamente mais precisos, pela
uniformidade das reacfes, certamente devida a pureza genotipica
caracteristica das variedades de trigo disponiveis no mercado.

Vv A espécie L. sativa mostrou-se adequadamente sensivel como
material reagente nos bioensaios de alelopatia, mas a aparente
variabilidade genética das variedades encontradas no mercado muitas
vezes conduziu a obtencdo de experimentos pouco precisos.
Recomenda-se entdo a selecdo de linhagens de L. sativa,
especificamente para a realizacdo de ensaios de alelopatia, com
germinagdo e crescimento e desenvolvimento de plantulas mais
uniformes.

Vv A integragdo com outros departamentos da Universidade Federal
de Santa Maria, a partir deste trabalho, e a evolucdo do processo de
cooperacgao e interconexdo com de outras areas, como a bioquimica e a
biologia molecular, visando a elaboracdo de um projeto mais amplo, a
nivel institucional, ou mesmo interinstitucional, pode significar o caminho

para a auto-suficiéncia institucional.
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