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Effect of extracts of two Amazonian Fabaceae on Cryptotermes brevis (Walker) (Isoptera: Kalotermitidae)

ABSTRACT - In urban centers, the most important genera of termite pests are Cryptotermes
(Kalotermitidae), Coptotermes (Rhinotermitidae) and Nasutitermes (Termitidae). Results obtained with
plant extracts for termites control show that they may be a potential cheap control method. In Brazil, the
phytopharmacological collection is still understudied, more investigations on the biological proprieties
of forests species that present toxicity to xylophagous insects are needed. The goal of this paper is to test
the antifeedant and repellent potential of Tachigali paniculata and Peltogyne venosa (Fabaceae) against
Cryptotermes brevis (Walker) (Isoptera: Kalotermitidae). Ethanolic tested extracts were obtained from
P venosa and T. paniculata bark. The experiment was performed in Petri dishes containing filter paper
impregnated with 0.1; 1; 2; 5 and 10% concentrations of cited extracts. Each Petri dish was considered
as an experimental unit, containing ten pseudo-workers and a soldier. The experiment was observed
during 30 days. Bark extracts from P. venosa and T. paniculata presented antifeedant activity (p <
0.0001) for C. brevis, however, only P. venosa showed an increase in mortality when compared to other
treatments (P <0.001, F, = 27.296). Tests with extracts from other parts of the plants in question are
recommended for future studies. Furthermore, we suggest the use of solvents with different polarities
for new mortality tests, since the preliminary studies identified potential insecticide compounds, like
alkaloids and saponins.

KEY WORDS: Botanical insecticides, Termites, Urban pests, Amazon

RESUMO - Em centros urbanos, os géneros mais importantes de cupins-praga sdo Cryptotermes
(Kalotermitidae), Coptotermes (Rhinotermitidae) e Nasutitermes (Termitidae). Resultados obtidos com
extratos vegetais para o controle de cupins indicam que estes apresentam potencial no fornecimento de
um método barato de controle. No Brasil, o acervo fitoquimico ainda ¢ pouco estudado, necessitando
investigagdes sobre as propriedades biologicas de extratos de espécies florestais com toxicidade a
insetos xilofagos. Este trabalho objetivou testar o potencial inseticida e deterrente alimentar de Tachigali
paniculata e Peltogyne venosa (Fabaceae) em Cryptotermes brevis (Walker) (Isoptera: Kalotermitidae).
Foram testados extratos etandlicos obtidos a partir de cascas de P. venosa e de T. paniculata. O
experimento foi montado em placas de Petri contendo papel de filtro impregnado com solugdes de 0,1;
15 2; 5 e 10% dos referidos extratos, com cada unidade experimental contendo dez pseudo-operarios
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e um soldado. O experimento foi acompanhado durante trinta dias. Os extratos da casca de P. venosa
e T. paniculata apresentaram agao de deterréncia alimentar (p < 0,0001) em C. brevis, porém apenas
P. venosa apresentou um aumento na mortalidade, quando comparados com outros tratamentos (P <

0,001, F

3,76

=27,296). Recomendam-se, para estudos futuros, testes com extratos preparados a partir de

outras partes das plantas em questdo. Além disso, sugere-se a utilizagdo de solventes com polaridades
crescentes para novos testes de mortalidade, uma vez que estudos preliminares identificaram compostos
com potencial inseticida, como alcaloides e saponinas.

PALAVRAS-CHAVES: Inseticidas botanicos, Cupins, Tachigali paniculata, Peltogyne venosa

Os cupins tém grande importancia para os ecossistemas
florestais, pois estdo entre os primeiros agentes a atuar na
ciclagem de nutrientes, decompondo os diversos residuos
florestais, como tocos, casca, ramos ¢ folhas secas, além
de alterar a estrutura e a aeragdo do solo. Entretanto, o
impacto ambiental provocado pelo processo de urbanizagao,
ao mesmo tempo em que causa a erradicacdo de muitas
espécies, favorece a instalagdo e crescimento de espécies
sinantrépicas, as quais muitas vezes, acabam se tornando
pragas importantes. Cerca de 70 a 80% das espécies de
cupins estdo entre as espécies favorecidas pelo processo
de urbanizagdo, e sdo pragas capazes de causar danos
importantes em edificagdes, sendo, portanto, importantes
economicamente (Edwars & Mill 1986). Nas cidades, os
géneros-praga mais importantes de cupins sdo Nasutitermes
(Termitidae) Coptotermes (Rhinotermitidae), e Cryptotermes
(Kalotermitidae) (Wilson 1971, Bandeira 1998).

No Brasil, os problemas com cupins vém crescendo
e causando prejuizos cada vez maiores em diversas
areas urbanas. Ha uma série de fatores que contribuem
para o crescimento do problema, tais como a deficiéncia
de formagdo técnica em controle desta praga, caréncia
de informagdes sobre a biologia de espécies de cupins
economicamente importantes em ambiente urbano e a
desinformacao generalizada da populagdo com relacao aos
problemas que esses insetos podem causar (Laera 1998,
Milano 1998).

Para a AmazoOnia brasileira, Constantino & Cancello
(1992) citam a existéncia de 149 espécies de cupins.
Entretanto, o trabalho de Dambros ez al. (2017) menciona 271
espécies ou morfoespécies, mas € provavel que este nimero
nao represente sequer 45% das espécies existentes nessa
regido, conforme estimativa de Bandeira & Harada (1991).

Cupins de madeira seca do género Cryptotermes
representam uma praga urbana, formando coldnias de dificil
identificagdo. Em grande parte das infesta¢des, quando se
da a percepcao das pelotas fecais proximas ao ninho, ¢ sinal
de que a coldnia ja esta bastante desenvolvida. Eles podem
atacar desde moveis domésticos até madeiramento estrutural
de construcdo civil, podendo existir varias colonias em uma
unica peca de madeira, diferenciadas a partir do nimero de
reprodutores primarios (Grassé 1985).

Hé mais de 400 milhdes de anos, as plantas ja adquiriam
efetivos mecanismos de defesa que asseguravam sua
sobrevivéncia sob condi¢des ambientais adversas e na
presenca de inimigos naturais (Viglianco et al. 2008). Com o
intuito de combater espécies-praga, biocidas organosintéticos
vém sendo aprimorados desde a década de 1950. Sao muito
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potentes, obtidos de metabolitos secundarios responsaveis
pela defesa das plantas, sendo estes mais seguros para o
homem e animais domésticos, € menos nocivos para o
ambiente do que alguns inseticidas sintéticos (Stoll 1986,
Viegas Jinior 2003).

Nos ultimos anos, diversas substancias com atividades
inseticidas advindas de plantas pertencentes a diferentes
familias tém sido descobertas, podendo-se citar a rotenona,
a nicotina e a nor-nicotina, obtidas de espécies da familia
Fabaceae (Viegas Jinior 2003), as piretrinas e piretroides,
de espécies de Asteraceae, que hoje correspondem a
aproximadamente um ter¢o dos inseticidas mais utilizados, e
outras substancias de algumas espécies pertencentes a familia
Meliaceae, que possuem mais de 50 compostos terpenoides
conhecidos (Rodriguez & Vendramim 1998, Penteado 1999,
Vieira et al. 2000, Ferreira et al. 2001).

Em especial, espécies arboreas da familia Fabaceae
possuem compostos quimicos com atividades biologicas
diversas. Sao fenois, flavonoides e derivados, terpenos,
alcaloides, compostos cianogénicos, quinonas, € outros com
propriedades inseticidas e repelentes (Fengel & Wegener
1984, Logan et al. 1990, Santos 2003, Simdes ef al. 2003).
Neste sentido, a investigagdo das propriedades biologicas
de extratos de espécies florestais conduz ao isolamento de
metabolitos com toxicidade a insetos xil6fagos, servindo como
compostos-modelo para inseticidas, repelentes e/ou deterrente
alimentar.

A Amazonia possui uma grande diversidade de Fabaceae
e aproximadamente 67 espécies foram identificadas (Silva &
Souza 2002) no arquipélago das Anavilhanas, no baixo rio
Negro, entre os municipios de Manaus e Novo Airdo. Dentre
as espécies encontradas, Peltogyne venosa (Vahl) Benth (pau-
roxo) e Tachigali paniculata (Aubl) (tachi preto), sdo espécies
arboreas frequentes na regido e objetos do presente estudo.

Particularmente, os estudos sobre o potencial de extratos
da casca de espécies leguminosas lenhosas, constituem-se em
atividades que ndo comprometem a biodiversidade, pois sendo
substratos renovaveis, podem representar uma alternativa a
novos produtos com agdo inseticida.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
inseticida e a deterréncia alimentar dos extratos obtidos
da casca das espécies florestais lenhosas P. venosa e T.
paniculata da Amazdnia Central sobre Cryptotermes brevis
(Walker) (Isoptera: Kalotermitidae).

Material e Métodos

Insetos. Cinco colonias de C. brevis foram coletadas no
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campus da Universidade Federal do Amazonas — UFAM, em
Manaus - AM. Tais colOnias encontravam-se instaladas em
pecas de madeira proveniente de diferentes localidades. As
pecas de madeira contendo as colonias foram mantidas em
sala com ambiente ndo controlado.

Material Vegetal. A coleta do material vegetal foi feita no
Arquipélago de Anavilhanas, localizado no baixo rio Negro,
entre os municipios de Manaus e Novo Airdo, no estado do
Amazonas.

Cascas de P. venosa (pau-roxo) e 7. paniculata (tachi-
preto), espécies arboreas frequentes na regido, foram
coletadas nas margens de ilhas. O material foi seco ao
sol no proprio local, acondicionado em sacos plasticos e
transportado para a cidade de Manaus.

Obtencao dos extratos e preparo das solucdes
extrativas. No Laboratério de Quimica da Madeira/
Coordenagdo de Pesquisas em Produtos Florestais — CPPF,
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia/INPA,
o material vegetal seco foi triturado em moinho Wiley e
pesado (Balanga CELTAC FA2104N). Em frasco Mariott,
foram adicionados cerca de 1000 g da serragem das amostras
e 2000 mL de etanol 95% (Merk). As extracdes foram
realizadas a frio, durante trés dias, e filtradas em algodao
hidroéfilo ao final desse periodo. O extrato foi concentrado
em rotacvaporador (Re 120 - Biichi) a 50°C, sob vacuo, ¢ o
etanol recuperado. Logo ap6s, o material obtido foi levado
a estufa =~ 60°C (Fanem, Mod. 315 SE) para evaporagao do
solvente remanescente. Ao final, o extrato bruto foi macerado,
pesado e acondicionado em frasco escuro. Os extratos brutos
obtidos em etanol sdo solidos, de cor variando de marrom-
claro a escuro, aparentemente uma mistura de material
cristalino e amorfo. Nestes extratos, foram realizados testes
de solubilidades em agua e mistura agua-etanol com auxilio
de agitador mecanico, em placa de agitacdo e aquecimento
médio de 40°C (Quimis Q 261-12) para facilitar a dilui¢do
de componentes como resinas ou ceras presentes no extrato.
Este teste faz-se necessario para determinacdo do limite
de solubilidade dos mesmos, para o posterior preparo
das solugdes extrativas. Dando prosseguimento, solugdes
extrativas foram preparadas para utilizacdo nos testes
biolégicos no seguinte esquema, segundo Barbosa et al.
(2007) e ASTM (2007):

A-Solvente: mistura agua: alcool (1:1)

B-Extratos: dilui¢do em concentragdes de amostra:
solvente em 0,1; 1; 2; 5 ¢ 10% (m/v).

Montagem do experimento. A unidade experimental
consistiu de uma placa de Petri de 5 cm de diametro
contendo o corpo de prova, impregnado com extrato (tratado
com solugdo extrativa). Na parte interna de cada placa, foi
adaptado um cilindro plastico com 6 cm de altura por 4 cm
de didmetro aberto nas duas extremidades, com o objetivo de
evitar a fuga dos cupins, delimitando a area disponivel para
os mesmos. Em cada unidade experimental, foram utilizados
10 falsos operarios (pseudergate) nos ultimos instares de
desenvolvimento ¢ um soldado foram colocados em cada
unidade experimental, totalizando 1.430 cupins.

Os corpos de prova constituiam-se da quarta parte do
papel de filtro INLAB tipo 50, com porosidade de 2,0 pm
impregnada com as solucdes extrativas de P. venosa e T.
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paniculata nas concentragdes de 0,1 a 10% (m/v) (Supriana
1985, Bléaske & Hertel 2001, Barbosa et al. 2007). O controle
foi representado por papel de filtro sem impregnagdo e o
tratamento jejum pela unidade experimental sem papel
de filtro. Foram feitas dez réplicas para cada tratamento,
totalizando 130 corpos de prova (Fig. 1). Cada corpo de prova
foi impregnado com 100 pl de extrato, espalhados de forma
homogénea sobre o papel de filtro, evitando-se que alguma
parte ndo ficasse impregnada.

Solvente Controle
‘Pellog/ne venosa ‘ ‘ Tachigali pamculata ‘

10,0% 10,0%

x 10
Figura 1. Representagdo dos tratamentos utilizados no
experimento com extratos. Concentragdes de cada extrato
em porcentagem.

O experimento foi mantido em temperatura ambiente
de aproximadamente 27°C, acondicionando-se as unidades
amostrais em caixas de isopor com tampa para evitar a
incidéncia de luz e a maior variagdo de temperatura e de
umidade que poderiam causar a morte dos individuos.

Teste de deterréncia alimentar. Para este teste, foi medido
0 peso seco de cada corpo de prova com extrato por meio
de balanca de precisao (CELTAC FA2104N). O periodo
do experimento foi de 30 dias, apds o que o consumo dos
corpos de prova foi calculado através da subtragdo de seus
pesos antes e depois do experimento, para avaliar o potencial
deterrente alimentar de cada concentracdo dos extratos
testados (Tsunoda & Nishimoto 1986, Tsunoda 1991, Ahn et
al. 1998, ASTM 2005, Taylor et al. 2006, Mao & Henderson
2007).

Teste de mortalidade. A mortalidade por consumo
consistiu no acompanhamento do experimento de deterréncia
alimentar, onde as placas foram monitoradas durante os 30
dias. A avaliagdo do potencial inseticida por ingestao foi
calculada baseando-se na comparacao da mortalidade entre
todos os tratamentos, levando-se em considerag¢do o consumo
dos corpos de prova tratados ¢ da amostra testemunha (sem
tratamento).

A mortalidade por contato foi avaliada observando-se as
concentragdes em que os corpos de prova ndo apresentaram
sinais de consumo, comparados com a mortalidade do
tratamento jejum e controle. Entretanto, a mortalidade dos
individuos foi significativamente maior que o controle. Como
os corpos de prova estiveram todo o tempo em contato com
os individuos, ndo se fez necessario outro experimento de
mortalidade por contato.

Analise dos dados. Para o teste da deterréncia alimentar,
utilizou-se uma analise de variancia (ANOVA) com contraste
para os tratamentos. Na analise, foram estabelecidos quatro
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contrastes, o tratamento controle, com solvente, e as
amostras que continham o agente em teste dividido em baixa
concentragdo (0,1; 1 e 2%) e alta concentragio (5 e 10%).
A analise com contraste foi escolhida para observar em um
primeiro momento se houve deterréncia no consumo dos
corpos de prova tratados com os extratos vegetais, quando
comparado ao controle. A comparagdo da eficiéncia entre os
extratos, por sua vez, foi feita utilizando-se uma analise de
covariancia (ANCOVA), com as concentragdes dos extratos
como fator e a espécie vegetal como cofator. Para o teste da
mortalidade causada pelos extratos vegetais sobre os cupins,
foi usada uma ANOVA com contraste, entretanto, com quatro
niveis de fator, tratamento controle, solvente, cupins em
jejum e amostras com o extrato em teste. A quantidade de
individuos mortos durante o experimento foi relacionada a
concentra¢ao do extrato ao qual ficaram expostos, entretanto,
foram aplicados dois modelos, uma regressao linear e um
modelo exponencial. A selecdo do modelo que melhor se
ajustou aos dados foi feita através do critério de informagao
de Akaike (AIC). Todas as analises estatisticas foram
processadas utilizando-se o software R Developmente Core
Team (2020) a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Deterréncia alimentar. Para T. paniculata, o efeito
deterrente foi significativo para a alta concentragdo de 5 e
10% (P < 0,001, F, . = 27,236) (Fig. 2), enquanto que para
P venosa, a resposta de inibicdo alimentar foi evidenciada
em baixa e altas concentracdes (P < 0,001, Fl66 = 27,236)
(Fig. 3). Esse padrao evidencia que, apesar de os dois extratos
vegetais possuirem agdo de deterréncia frente a espécie de
cupim estudada, a forca dessa caracteristica ¢é relacionada a
qual espécie vegetal ¢ observada.

0,035
]

0,025
|

Consumo (g)
1

0,015
1

0,005
L

[ T T
Controle Solvente Baixa

Concentragdo dos extratos

Figura 2. Consumo de corpos de prova tratados com
diferentes concentracdes de extrato de T. paniculata, pelo
cupim C. brevis. Linha escura é a média, os quadrados
representam o primeiro quartil e as barras o terceiro quartil.
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Figura 3. Consumo de corpos de prova tratados com
diferentes concentragdes de extrato de P. venosa, pelo cupim
C. brevis. Linha escura ¢ a média, os quadrados representam
o primeiro quartil e as barras o terceiro quartil.

Quanto a concentragao dos extratos, ambas as espécies
tiveram menor consumo nas maiores concentragdes. No
caso de P. venosa, o consumo cai instantaneamente com
o aumento da concentragdo do extrato, padrdo distinto ao
observado para 7. paniculata, onde o consumo so apresenta
queda quando a concentragdo do extrato esta em torno de 5%
(Fig. 4, Tabela 1). A espécie vegetal teve um papel relevante
no declinio do consumo dos corpos de prova, sendo que P,
venosa apresentou uma reducao mais acelerada quando as
concentragdes de seu extrato aumentaram. Tal resultado
ressalta a importancia de estudos com diversos extratos
vegetais, pois 0s mesmos apresentam taxas de repulsa
distintas. Os dois extratos, quando em alta concentragao
(10%) possuiram o mesmo valor de consumo, evidenciando
que a possivel estabiliza¢do para essa caracteristica nas duas
espécies seja no mesmo limiar fisioldgico da espécie de cupim
usada como modelo.

P venosa

-O-

T. paniculata

Consumo (g)

01 1,0 20 5,0 10,0
Concentragdo do extrativo (%)

Figura 4. Consumo dos corpos de prova tratados com
diferentes concentragdes de extratos de P. venosa e T.
paniculata, pelo cupim C. brevis. Circulos preenchidos e
linha solida representam valores observados para P. venosa e
sua média respectivamente. Circulos vazios e linha tracejada
T paniculata.

Sociedade Entomolégica do Brasil



Efeito dos Extratos de duas Fabaceae Amazoénicas a Cryptotermes brevis...

Pierrot et al.

Tabela 1. Analise de co-variancia, espécie vegetal ¢ concentragdo do extrato, na determinagdo do consumo em gramas dos

corpos de prova por C. brevis.

Fator GL
Concentragao do Extrato 1
Espécie Vegetal 1
Concentragdo x Espécie 1
Residuo 96

O extrato de P. venosa apresentou maior potencial
deterrente a C. brevis do que T. paniculata. A intensidade
do consumo se apresentou inversamente proporcional
a concentragcdo de extrato testada, entretanto, para 7.
paniculata, tal efeito foi observado apenas a partir de 5%
(Fig. 4).

Nao foram encontrados trabalhos sobre ac¢do de extratos
de T paniculata ou P. venosa em insetos, para efeito de
comparagdo com os resultados obtidos no presente trabalho.
Jesus et al. (1998), em estudo de durabilidade natural de
madeiras da Amazonia a organismos xiléfagos, classificou
a madeira de Peltogyne catingae Ducke (Caesalpiniaceae)
como altamente duravel, e a de Tachigalia sp. como duravel,
sendo estimada uma vida util de 5 anos para esta ultima. Entre
os poucos estudos realizados com extratos de leguminosas
(Fabaceae), pode-se destacar o de Saito et al. (2004), que
trabalharam com 26 espécies vegetais, das quais quatro
apresentaram atividade antialimentar, incluindo Machaerium
hirtum (Vell.) Stellfeld (Fabaceae). Os autores observaram
que as espécies que apresentaram atividade fagoinibidora
contém, principalmente, saponinas, alcaloides, flavonoides
e cumarinas. Essas classes de substancias responsaveis
pela atividade de deterréncia alimentar estdo presentes em
diversas espécies vegetais, indicadas em uma extensa lista
bibliografica sobre o assunto (Waligora 1998, Ritu et al.
1999, Calcagno et al. 2002, Piubelli et al. 2003). Alguns
desses compostos foram detectados em 7. paniculata e P.
venosa (Barbosa et al. 2006), o que sugere que os resultados
observados no presente trabalho podem ser atribuidos a tais
compostos, presentes nessas duas espécies, principalmente
saponinas, alcaloides e flavonoides.

Peres Filho et al. (20006) testaram extratos de quatro
espécies florestais, entre elas Hymenaea courbaril L.
(Fabaceae) (jatoba) em Nasutitermes sp. (Isoptera:
Termitidae), demonstrando que extratos dessa planta diluidos
em diferentes solventes ndo causaram inibi¢do alimentar,
porém, ndo sdo citados os compostos presentes nas referidas
plantas.

Isso reforga a necessidade da realizagdo de trabalhos para
obtengdo de informagdes sobre as substancias presentes em
espécies de plantas ativas. A identificacdo dos principios
ativos e testes laboratoriais com insetos podem avaliar quais
dessas substincias se mostram promissoras para serem
utilizadas comercialmente no futuro.

Mortalidade. Entre os extratos das plantas estudadas,
apenas P. venosa apresentou um aumento na mortalidade,
quando comparados com os outros tratamentos (P < 0,001,
F, 6 =27,296). O modelo que melhor se ajustou na relagdo
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F p
78,778 >0,001
70,626 > 0,001
22,582 >0,001

da mortalidade com a concentragdo do extrato de P. venosa
foi o modelo exponencial (Fig. 5), pois apresentou um menor
valor de AIC (176,141, comparado a 187,576 do modelo
linear, ambos com dois parametros). O modelo exponencial
apresentou a estrutura M = z.Concentra¢do®, onde M ¢é a
quantidade de individuos mortos, ¢ z ¢ ¢ sdo coeficientes a
serem calculados (Tabela 2).
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0,1 1,0 2,0 5,0 10,0

Concentragdo do extrativo (%)

Figura 5. Mortalidade de C. brevis exposto a diferentes
concentragdes de P. venosa. A linha representa o modelo
exponencial ajustado.

Tabela 2. Modelo exponencial para o nimero de individuos
de C. brevis mortos durante o experimento relacionado a
concentragdo do extrato de P. venosa.

Parametros Estimado Err? Valor

padrio det
z 8,070 0,207 38,991 > 0,001
@© 0,062 0,015 3,983 > 0,001

Ao longo do experimento, foram observadas exuvias
nas unidades experimentais, entretanto, nao foi evidenciado
nenhum caso de deformagao ou morte de individuos apos esse
evento. Isso confirma, a partir dos resultados, que compostos
presentes nos extratos estudados, em solvente etandlico, ndo
exercem toxidade nem ac¢do negativa no crescimento de C.
brevis.

Shapiro et al. (1994) afirmaram que alguns extratos de
plantas podem apresentar variagdes no potencial inseticida,
quando misturados ou isolados, com efeitos que podem ser
agudos ou cronicos, como reguladores de crescimento ou
deterrentes na alimentagdo de insetos.

Segundo Souza & Vendramim (2001), em uma planta
com potencial inseticida, compostos toxicos ndo estao
distribuidos uniformemente por todo o vegetal e a variagao
no efeito toxico da planta pode ser em funcdo da estrutura
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vegetal utilizada.

Os resultados obtidos confirmam acdo de deterréncia
alimentar dos extratos de 7. paniculata e P. venosa a C. brevis,
sendo que o extrato de P. venosa se mostrou mais promissor
para o uso. Entretanto, sugere-se a realizacdo de estudos
adicionais com extratos dessas plantas obtidos de diferentes
partes, como raizes, frutos, madeira e, ainda, utilizando
solventes de diferentes polaridades, a fim de aumentar a
possibilidade de se obter compostos bioativos.
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