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Flavonoids and Insecticidal Activity Against Spodoptera frugiperda of Myrsine
coriacea (Primulaceae)
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This study was conducted to evaluate the insecticidal effects of Myrsine coriacea (Primulaceae) against
one of the main pests of maize, the fall armyworm (Spodoptera frugiperda), as well as performing the
phytochemical study of M. coriacea. In the experiments for ingestion against S. frugiperda, the leaf
extract of M. coriacea showed larval mortality of 46.67 %. From M. coriacea leaves were isolated the
flavonoids catechin and quercetin. This is the first report of the isolation of flavonoids in M. coriacea.
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1. Introducgao

A cultura do milho (Zea mays L.) € uma das mais importantes mundialmente, tanto no
ambito social como econdmico.! Atualmente, o Brasil se encontra como o terceiro maior
produtor mundial de milho, estando a sua frente somente Estados Unidos e China.” Na safra de
2019/20 a estimativa nacional de plantio do milho, considerando a primeira, segunda e terceira
safras, deverd apresentar uma drea de 18,4 milhdes de hectares, e uma producio recorde de
100,6 milhdes de toneladas.

Dentre as pragas mais comuns encontradas na agricultura brasileira, destaca-se a lagarta-do-
cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), que pode reduzir o rendimento em até
57 % dependendo da safra e do hibrido utilizado.* Historicamente, a lagarta é controlada com
uso de agroquimicos de diferentes grupos quimicos, como piretroides, organofosforados e outros
que sdo utilizados no inicio do ataque, quando notado nas plantagdes.’ A preocupacio atual
com uso deste tipo de controle tem sido com as populacdes resistentes aos produtos quimicos e
a diminuicdo dos agentes de controle bioldgico, devido ao uso inadequado dos agroquimicos.®
A adocdo limitada do manejo integrado de pragas (MIP) e estratégias de gerenciamento de
resisténcia de insetos afetaram negativamente o controle da lagarta-do-cartucho no Brasil.

Atualmente, a evolugdo da resisténcia de lagarta-do-cartucho do milho a algumas tecnologias
de milho Bt (milho geneticamente modificado, no qual foram introduzidos genes especificos
da bactéria de solo, Bacillus thuringiensis) aumentou o uso de inseticidas contra essa praga
em regides produtoras de milho.” Neste contexto, a busca por novos produtos mais seletivos,
que sejam menos téxicos e menos danosos a0 meio ambiente € de grande importincia.' Assim,
técnicas alternativas de controle vém sendo buscadas, incluindo-se dentre elas os inseticidas
de origem vegetal. O uso de extratos e 6leos essenciais isolados de plantas € uma alternativa
a utilizacdo de inseticidas sintéticos.

O género Myrsine € um dos mais diversos da familia Primulaceae (anteriormente denominada
Myrsinaceae) no Brasil, com 26 espécies, das quais 16 sdo consideradas endémicas.®
Estudos fitoquimicos com espécies de Myrsine tém relatado a presenga de flavonoides,’"?
hidroquinonas,'*'® benzoquinonas,'” terpenos,'® saponinas,'' além de derivados do dcido
benzoico'** e dleos essenciais.'®**% Adicionalmente, compostos isolados de Myrsine tém
sido descritos por suas atividades biologicas,''*!*2"-%¢ incluindo atividade inseticida.'> Neste
sentido, o presente trabalho teve como objetivo a avalia¢do de extratos de Myrsine coriacea
sobre a lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda, bem como o isolamento de metabdlitos
secunddrios desta espécie vegetal.
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2. Material e Métodos

2.1. Procedimentos experimentais gerais

Os experimentos de RMN (Ressondncia Magnética
Nuclear) foram adquiridos em MeOD (metanol deuterado),
utilizando espectrometro Bruker Avance III - 9,4 (400 MHz
para frequéncia do hidrogénio e 100 MHz para carbono),
equipado com trocador automético de amostra e sonda de
5 mm BFO (smart probe com ATMA®).

2.2. Material vegetal

As folhas e os frutos Myrsine coriacea (um individuo)
foram coletados no més de setembro de 2008, em Andpolis-
Goids, no Campus da Universidade Estadual de Goids, e
identificados pela Dra Maria de Fatima Freitas (UFRJ).
A exsicata do material vegetal encontra-se depositada no
Herbério da Universidade Estadual de Goids ( n°. 4215).

2.3. Obtencdo dos extratos

As folhas de M. coriacea (675,5 g) foram secas em estufa
com circulagdo de ar a temperatura de aproximadamente 50
°C, moidas em moinho de facas e extraidas com etanol 95 %
afrio (3 ciclos extrativos, com agitacio manual esporddica),
levando a obtencao do extrato denominado MCFE (227,5 g,
33,7 %). Os frutos (412,5 g) foram triturados e submetidos
a extragdo com etanol 95 % a frio (3 ciclos extrativos,
com agitacdo manual esporddica), resultando no extrato
denominado MCFrE (62,0 g, 15,0 %). Em ambos os
casos, o solvente foi evaporado em evaporador rotativo, a
temperatura de 45 °C.

2.4. Fracionamento do extrato das folhas

O extrato etandlico das folhas de M. coriacea (227,5
g) foi suspenso em uma mistura EtOH (etanol)/H,O
(4gua) (1:3) e particionado sucessivamente com hexano,
CH,CI, (diclorometano) e AcOFEt (acetato de etila). Apos
a evaporacdo dos solventes foram obtidas quatro fracdes:
MCFEH (fracdo hexanica, 17,0 g), MCFED (fracado
diclorometanica, 18,0 g), MCFEA (fragdo acetato de etila,
30,0 g) e MCFEW (fragao hidroalcéolica, 80,0).

Parte da fragio MCFEA (5,0 g) foi submetida a
fracionamento em coluna (¢ x h = 5,5 x 24 c¢m) de silica
gel (230 - 400 mesh), eluida com CH,Cl,/MeOH (metanol)
(9:1) em eluigdo isocratica. Foram obtidas 14 fracdes:
MCEFEA 1 - MCFEA 14. A fracao MCFEA 13 (500 mg) foi
submetida a fracionamento em coluna (p x h=3 x 15 cm) de
silica gel (230 —400 mesh), eluida com CH,ClL,/MeOH (9:1)
em eluicdo isocrética, resultando em nove fragées: MCFEA
13.1 - MCFEA 13.9. A fracdo MCFEA 13.3 (150 mg) foi
submetida a fracionamento por CLAE (Cromatografia
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Liquida de Alta Eficiéncia), coluna preparativa C,,,
Phenomenex, (¢ x h=1x 30 cm), eluida com MeOH/H,O
(2,5:7,5) em eluigdo isocrética, fornecendo a substancia 1
(10 mg, 0,2 %). A fragao MCFEA 7 (400 mg) foi submetida
a fracionamento em coluna (¢ x h=3 x 19 cm) de silica gel
(230 - 400 mesh), eluida com CH,C1 /MeOH (9,6:0,4) em
eluigdo isocratica, fornecendo a substincia 2 (5 mg, 0,1 %).

2.5. Ensaios bioldgicos por ingestao com S. frugiperda

Os ensaios bioldgicos foram realizados em condi¢des de
laboratério a 25 + 1 °C, UR (umidade relativa) de 70 = 5 %
e fotofase de 12 h. Para realizacdo dos testes, foi mantida em
laboratério criagdo de S. frugiperda (J.E. Smith), em dieta artificial.”’
Os adultos foram alimentados com solugio de mel a 10 %.

Para a realizacdo dos bioensaios, os extratos brutos das
folhas e dos frutos de M. coriacea foram incorporados a dieta
artificial para S. frugiperda na propor¢io de 100 mg de extrato
para 100 g de dieta (0,1 % de extrato na dieta). A incorporacio
do extrato foi feita ao final do preparo da dieta quando esta
apresentava temperatura de cerca de 50 °C, evitando assim
a degradacgdo dos possiveis compostos presentes.”® Além
das dietas correspondentes a cada tratamento, foi também
preparada uma dieta controle, sem extrato, utilizando uma
mistura de solventes (hexano/metanol/agua 1:1:1) e outro
tratamento composto somente pela dieta artificial. Depois do
preparo, as dietas foram vertidas em tubos de vidro (8,5 cm
de altura x 2,5 cm de didmetro), previamente esterilizados
e em seguida tampados com algoddo hidréfugo. Apds 24
h, foi feita a inocula¢@o das lagartas recém eclodidas de S.
frugiperda, utilizando-se uma lagarta por tubo. As pupas
obtidas foram pesadas 24 h apds a pupacao e transferidas para
copos plésticos de 50 mL de capacidade, onde permaneceram
até a emergéncia dos adultos.

Os parametros avaliados foram: duragdo das fases larval
e pupal; peso das pupas e porcentagem de insetos mortos
(mortalidade) ao final de cada fase. Para cada tratamento
foram utilizadas 30 lagartas, distribuidas em trés repeti¢oes
de dez lagartas cada, em delineamento completamente
casualizado. Os dados foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA). A comparagdo entre médias dos
tratamentos foi feita através do Teste de Tukey, ao nivel de
5 % de probabilidade de erro.

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizagao dos constituintes quimicos

O estudo quimico do extrato etandlico das folhas de M.
coriacea resultou no isolamento e identificacao do flavanol
catequina (1) e do flavonol quercetina (2) (Figura 1). As
estruturas dos flavonoides foram elucidadas com base
nas andlises dos dados de RMN 'H (Tabela 1), além da
comparagdo com dados publicados anteriormente.
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Figura 1. Flavonoides de Myrsine coriacea.

Tabela 1. Dados de RMN 'H (400 MHz, MeOD) dos compostos 1 e 2

H 8, (ppm)
catequina (1) quercetina (2)

4,58 (d, o na = 7,8 Hz)
3 3,98 (ddd, J 3ty = 5,2 Hz, st = 78HzelJ, Hap) 8,4 Hz)
4a 2,82 (dd, Jopsarsy =22Hze g, Hapy = 16,1 Hz)
43 2,52 (dd, J(H_% wy=84Hze J(MB_ Hao 16,1 HZ)

5,85 (d, o s = 2,3 Hz) 6,26 (d, J . ey = 2,0 Hz)

5,92 (d, Jirs e = 2,3 Hz) 6,52 (d, J ;1 116 = 2.0 Hz)
2’ 6,83 (d, S gy = 1,5 Hz) 7,82 (d, oo e = 2,4 Hz)
5 6,74 (m) 6,98 (d, Jovs e = 8,4 Hz)
6’ 6,74 (m) 7,68 (dd, e sy = 84Hze e = 2,4 Hz)

A substancia 1 apresentou-se como um sélido branco.
No espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) foram
observados sinais na regido de deslocamentos quimicos
de hidrogénios aromdticos em &, 5,92 ppm (d, J = 2,3
Hz) e 5,85 ppm (d, J = 2,3 Hz), referentes aos hidrogénios
H-8 e H-6, respectivamente, do anel A de um flavonoide
substituido nas posi¢des C-5 e C-7. O sinal em 6,, 6,83 ppm
(d, J = 1,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-2’, enquanto
o conjunto de sinais em 8, 6,74 ppm (m) foi atribuido aos
hidrogénios H-5" € H-6". Os sinais em 6, 4,58 ppm (d, J =
7,8 Hz), 3,98 ppm (ddd, J=5,2Hz, 7,8 Hz e 8,4 Hz), 2,82
ppm (dd, J = 5,2 Hz e 16,1 Hz) e 2,52 ppm (dd, J = 8,4
Hz e 16,1 Hz) referem-se aos sinais dos hidrogénios H-2,
H-3, H-4a e H-4p3, respectivamente. Estas informacdes, em
comparacdo com dados da literatura,? permitiram concluir
que a substancia em questdo se trata da catequina.

A substincia 2 apresentou-se como um s6lido amarelo.
No espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) foi possivel
observar um sinal em 8H 7,82 ppm (d, J = 2,4 Hz), atribuido

ao H-2’, além dos sinais em 6,98 ppm (d, J = 8,4 Hz) e 7,68
ppm (dd, J = 2,4 Hz e 8,4 Hz), referentes aos hidrogénios
H-5 e H-6’, respectivamente. Foram observados, ainda,
sinais em §,, 6,26 ppm (d, /=2,0 Hz) € 6,52 ppm (d, /= 2,0
Hz), atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente,
do sistema benzopirdnico, além do sinal do hidrogénio
quelado em &, 12,16 ppm (s). Estas informagdes, em
comparagio com dados da literatura,**3!' permitiram concluir
que a substancia em questdo se trata da quercetina.

A presenca de flavonoides, tanto na forma glicosilada
quanto na forma aglicona, tem sido relatada em algumas
espécies de Myrsine. Dos extratos metandlicos das folhas
e dos brotos de M. africana foram isolados quercetina,
miricetina e kaempferol, além de uma série de glicosideos
da miricetina e da quercetina.”!* Glico flavonoides
também estdo presentes nas folhas e nos frutos de M.
seguinii, conforme descrito por Zhong et al. (1997)" e
Matsunami et al. (2011)"!, respectivamente, e no rizoma de
M. stolonifera.”” Em adicdo aos flavonoides glicosilados,

Tabela 2. Médias da duracdo da fase larval e pupal, peso pupal, mortalidade larval e pupal de S. frugiperda alimentada com dieta artificial contendo os
extratos etandlicos das folhas e dos frutos de M. coriacea (100 mg extrato/100 g dieta). Temp.: 25 £ 1 °C; UR: 70 + 5 % e fotofase: 12 h

Duracio (dias)

Mortalidade (%)!

Massa Pupal (mg)?

Fase Larval' Fase Pupal’ Fase Larval Fase Pupal
Folhas 36,00+4,50 19,46+2,37* 46,67+15,27* 11,33£10,26* 260,27+41,89*
Frutos 35,05+2,99 18,00+1,24* 26,67+5,77® 14,00+14,53* 273,09+35,56*
Controle 16,36+1,62° 10,80+1,20° 10,00+1,00° 8,93 +7,79* 266,95+27,18*
Dieta 17,45+2,41° 10,12+1,54° 10,00+1,00° 12,50+21,65* 271,63+23,34*

! Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).

2 Médias ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Franga et al. (2011)** descrevem a presenca da epicatequina
no extrato de folhas e galhos de M. rubra. Trabalhos
anteriores com M. coriacea descrevem o isolamento do
dcido myrsinoico A, um derivado do 4cido benzoico, a
partir dos frutos da espécie,'? além de sesquiterpenos como
B-elemeno, y-muuroleno e a-cadineno, identificados como
sendo os componentes majoritdrios do 6leo essencial das
folhas de M. coriacea.”

3.2. Atividade inseticida de extratos de folhas e frutos de
M. coriacea

4. Consideracdes Finais

Este estudo constitui o primeiro relato da atividade
inseticida de plantas do género Myrsine sobre a lagarta-do-
cartucho do milho, S. frugiperda. Além disso, a identificagdo
dos flavonoides catequina e quercetina a partir do extrato das
folhas de M. coriacea contribui com o melhor conhecimento
da quimica de flavonoides de Myrsine.

Agradecimentos

Ao comparar as lagartas alimentadas com os extratos
das folhas e dos frutos de M. coriacea incorporado a dieta
artificial, observa-se que o extrato das folhas de M. coriacea
ocasionou uma moderada mortalidade larval de 46,67 %
(Tabela 2).

As lagartas alimentadas com os extratos etanélicos das
folhas e dos frutos de M. coriacea incorporadas a dieta
artificial apresentaram alongamento da fase larval de 19,64
e 18,69 dias, respectivamente em relacao ao controle (16,36
dias) (Tabela 2). Verificou-se, portanto, uma tendéncia na
inibicdo do crescimento para os extratos de folhas e frutos.
Observou-se também um alongamento da fase pupal para
as lagartas alimentadas com os extratos.

Segundo Rodriguez e Vendramim (1996),* o
alongamento da fase larval pode trazer muitos prejuizos
para a espécie, visto que estard propenso ao ataque de
parasitas, parasitoides e entomopatégenos, provocando
maior competicio por alimento. Os adultos que emergirem
dessas lagartas ndo estardo sincronizados com a populagdo
normal, for¢ando-os a cépula entre individuos da mesma
linhagem.

De acordo com Tanzubil e McCaffery (1990),%
o alongamento da fase larval pode ndo estar ligado a
fagoinibi¢do, mas sim ao fato que o organismo do inseto
gaste muito mais energia na quebra de toxinas presentes na
dieta, provenientes do extrato, do que com o crescimento
do individuo. Com relacdo aos extratos de M. coriacea, é
mais provavel a hipétese de que ndo houve fagoinibigao,
visto que houve um alongamento da fase larval e ndo houve
diferenga significativa da massa pupal.®*

Relatos na literatura associam a atividade inseticida de
espécies de Myrsine a presenga de flavonoides e flavonoides
glicosilados,'? visto ser conhecida a atividade inseticida
desta classe de metabdlitos.*3¢

Urrea-Bulla et al. (2004)%7 e Marques et al. (2016)%
relataram a atividade anti-alimentar e os efeitos toxicos
da catequina em S. frugiperda. Rani e Pratyusha (2013)¥
observaram estes mesmos efeitos em S. litura utilizando
ensaio de disco foliar sem chance de escolha. Adicionalmente,
Mesbah et al. (2007)* relataram o efeito toxico da quercetina
em S. littoralis Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae). Essa
toxidade foi atribuida ao efeito anti-alimentar que impediu
o crescimento normal e o desenvolvimento, causando
deformagdo pupal, bem como uma reducdo da oviposi¢ao.*
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