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RESUMO

A procura por estratégias alternativas e métodos adequados a protec¢ao das culturas
agricolas é essencial ao reforco dos objetivos de uma agricultura que se pretende
gradativamente mais sustentdvel. Nas ultimas décadas tem sido produzido um numero
consideravel de estudos que corroboram o potencial inseticida de constituintes quimicos
derivados do metabolismo secunddrio das plantas, cuja utilizagdo é sugerida como ferramenta
alternativa aos pesticidas de sintese empregues frequentemente na gestdo de pragas
agricolas.

O trabalho que se apresenta foi efetuado no ambito do Projeto “InovFarmer.MED -
Melhorar a cadeia de abastecimento do Mediterrdneo através de modelos de negdcios
agroalimentares inovadores para fortalecer a competitividade dos pequenos agricultores, com
o figo-da-india e figo como estudo de caso” e tem por finalidade a avaliacdo do potencial
bioativo de extratos botanicos para o possivel desenvolvimento de uma alternativa ecoldgica
para a protecdo das culturas.

Neste contexto, o presente estudo investigou o teor em compostos fendlicos totais e
a atividade antioxidante de extratos obtidos a partir de folhas e de cladddios, das espécies
Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill., respetivamente. Foram realizadas extracdes
etandlicas a 70% e 96% para folhas, a 70% para cladédios e, adicionalmente, uma extragao
salina de cladédios com NaCl 0,15M. Os resultados demonstraram que o extrato etandlico a
70% (EFO01) foi o mais rico em compostos fendlicos nas folhas de figueira (7,2 £ 0,6 mg EAG/g),
enguanto nos cladddios, o extrato salino (EC04) apresentou os maiores valores (51,8 + 2,4 mg
EAG/g). A relagdo entre o teor fendlico e a atividade antioxidante nao foi linear, com o extrato
etandlico a 90% (EF02), a apresentar maior atividade antioxidante (ABTS 50,0 + 6,2 g TE/g e
DPPH 37,0 £ 8,0 g TE/g) em relagdo ao extrato EFO1.

Os extratos foram posteriormente testados quanto ao seu potencial inseticida em
lagartas de terceiro instar de Phthorimaea absoluta Meyrick por contacto e ingestdo, pelo
método de imersao de folhas. Os efeitos secundarios dos mesmos extratos foram testados no
mirideo zoofitéfago Macrolophus pygmaeus (Rambur), que pode desempenhar um papel
importante no controlo biolégico daquela praga. Para determinacdo de toxicidade sobre estes
insetos, foi utilizada a metodologia de exposicdo a superficie contaminada. Os resultados

obtidos sugerem que os extratos testados ndo exibiram o nivel de toxicidade esperado em



lagartas de terceiro instar de P. absoluta, ainda que o tratamento efetuado com o extrato
etandlico de folhas a 70% (v/v) tenha diferido significativamente do grupo de controlo (p <
0,05). Por sua vez, na avaliacdo ecotoxicoldgica dos extratos em M. pygmaeus, verificou-se que

nenhuma das formulagGes botanicas diferiu significativamente do controlo negativo (p > 0,05).

PALAVRAS-CHAVE: extratos botanicos, Ficus carica, Opuntia ficus-indica, Phthorimaea

absoluta, Macrolophus pygmaeus, potencial inseticida.






ABSTRACT

The search for alternative strategies and suitable methods for crop protection is
essential to reinforce the objectives of sustainable agriculture. In recent decades, a
considerable number of studies have been carried out confirming the insecticidal potential of
chemical constituents derived from the secondary metabolism of plants, whose use is
suggested as an alternative tool to pesticides of synthetic origin, frequently employed in
agricultural pest management.

The following study is part of the project “InovFarmer.MED - Improving the
Mediterranean supply chain through innovative agri-food business models to strengthen
small-scale farmers competitiveness” and aims to evaluate the bioactive potential of botanical
extracts for the possible development of an ecological alternative for crop protection.

In this context, the present study investigated the total phenolic compound content
and antioxidant activity of extracts obtained from the leaves and cladodes of Ficus carica L.
and Opuntia ficus-indica (L.) Miller, respectively. Ethanolic extractions at 70% and 96% were
performed for the leaves, 70% for the cladodes, and additionally, a saline extraction of
cladodes with 0,15M NacCl. The results showed that the 70% ethanolic extract (EFO1) was the
richest in phenolic compounds in fig leaves (7,2 + 0,6 mg GAE/g), while in cladodes, the saline
extract (EC04) exhibited the highest values (51,8 + 2,4 mg GAE/g). The variation between
phenolic content and antioxidant activity was not linear, with the 96% ethanolic extract (EF02)
showing higher antioxidant activity (ABTS 50,0 + 6,2 g TE/g and DPPH 37,0 + 8,0 g TE/g)
compared to the EFO1 extract.

The extracts were subsequently tested for their insecticidal potential on third instar
Phthorimaea absoluta Meyrick caterpillars through contact and ingestion, using the leaf
dipping method. The extracts were also tested to evaluate potential side effects on the
zoophytophagous mirid Macrolophus pygmaeus (Rambur), which may play an important role
in the biological control of P. absoluta. To determine toxicity to these insects, a surface
contamination exposure method was used. The results suggest that the tested extracts did not
exhibit the expected level of toxicity in third instar P. absoluta caterpillars, although treatment
with the 70% (v/v) ethanol leaf extract significantly differed from the control group (p < 0.05).
In turn, in the ecotoxicological evaluation of the extracts on M. pygmaeus, it was found that

none of the botanical formulations significantly differed from the negative control (p > 0.05).

Vi



KEYWORDS: botanical extracts, Ficus carica, Opuntia ficus-indica, Phthorimaea absoluta,
Macrolophus pygmaeus, insecticidal potential.
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Avaliagdo do Efeito Bioativo de Extratos Botdnicos de Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill. sobre Phthorimaea absoluta Meyrick e
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem-se verificado, um pouco por todo o mundo, a crescente
preocupacdo societal com a qualidade e seguranca dos alimentos, a saude humana e a
sustentabilidade do ambiente (Velasques et al., 2017), especialmente porque na agricultura
convencional a protecdo das culturas relativamente a acdo de pragas e doencgas se faz,
recorrentemente, com a aplicacdo de pesticidas de sintese (Ngegba et al., 2022). Ora, o recurso
a estes produtos causa elevados impactos ambientais, desde a poluicdo dos solos, a
contaminacdo de aguas subterraneas e a sérios desequilibrios nos ecossistemas (Isman, 2017).
Na saude humana, os pesticidas provocam uma série de efeitos adversos, desde intoxicacdes
agudas a doencas crénicas que incluem varios tipos de cancro, doenca de Alzheimer, doenca
de Parkinson, neurotoxicidade, infertilidade, diabetes, doencas do foro respiratério (Ahmad et
al., 2024) e desregulagao enddcrina (Miranda et al., 2022). Além disso, acrescentam-se 0s
problemas de resisténcia adquirida por parte dos inimigos das culturas?, fruto de uma
utilizacdo cada vez maior e indiscriminada de pesticidas (Visakh et al., 2023). Também diversos
servicos dos ecossistemas, como a polinizagdo e a regulacdo natural de pragas por artrépodes
auxiliares (insetos, acaros e aranhas que, habitualmente, se agrupam em predadores,
parasitéides e parasitas) sdo negativamente afetadas pelo uso de pesticidas sintéticos (Rundlof
etal., 2015; Potts et al., 2016).

As implicacGes praticas da regulamentacdo rigorosa em matéria de residuos de
pesticidas de sintese nos produtos agricolas da Unido Europeia (UE) exigem a exploracdo de
alternativas de protecdo novas e sustentdveis na gestdo de pragas agricolas, em alinhamento
com a estratégia “Do prado ao prato”, que visa reduzir a utilizagao de pesticidas em 50% até
2030 (Fragkouli et al., 2023). Com efeito, surge a necessidade de se trilharem diferentes
caminhos na protecdo das culturas, para o que a investiga¢ao cientifica tem desempenhado
um papel fundamental na procura por novas solucdes eficazes na gestao de pragas e onde se
incluem, em particular, as inUmeras substancias resultantes do metabolismo secundario das
plantas.

Neste sentido, no dmbito do Projeto InovFarmer.MED, cujo objetivo é a melhoria da

cadeia de abastecimento do Mediterraneo através de modelos de negdcios agroalimentares

10s inimigos das culturas sdo organismos que, pela sua atividade, podem contribuir para a redu¢do quantitativa ou qualitativa
da produgdo de uma cultura agricola, com consequéncias prejudiciais a agricultura. Os inimigos das culturas podem ser
agrupados em pragas, patogénios causadores de doencas e infestantes (Amaro, 2003)
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inovadores para o fortalecimento da competitividade dos pequenos agricultores, a partir de
casos de estudo centrados em espécies como a figueira (Ficus carica L.) e a figueira-da-india
(Opuntia ficus-indica (L.) Mill.), desenvolveu-se este trabalho com a perspetiva de avaliar o
potencial de uma alternativa ecolégica que minimize os prejuizos causados por populagdes de
artréopodes em determinadas culturas agricolas, com recurso a formulacdo e aplicacdo de
extratos botanicos. Pretendeu-se explorar novos usos de F. carica e O. ficus-indica, cuja
disponibilidade nos paises da bacia mediterranica é grande (Fragkouli et al., 2023) e reduzir os
subprodutos gerados por estas culturas, numa perspetiva de economia circular (Ayuso et al.,
2022; Rodrigues et al., 2023).

Os extratos botanicos sdo compostos por matéria extraida obtida a partir de plantas
inteiras ou partes especificas, como folhas, caules, cascas, raizes, flores e/ou frutos. Resultam
da dissolucdo dos seus constituintes soltUveis em solventes de extracdo e da sua separacao dos
materiais vegetais ndo dissolvidos (Monagas et al., 2022). Podem conter centenas de
compostos bioativos diferentes, tém um interesse relevante devido as suas potenciais func¢des
bioldgicas, tais como efeitos antivirais, antimicrobianos, antioxidantes e anti-inflamatdrios
(Wani et al., 2023) Neste trabalho, as formulacdes, obtidas a partir de folhas de F. carica e
cladddios de O. ficus-indica, foram analisadas e testadas em duas espécies distintas de insetos
para posterior avaliacdo das percentagens de mortalidade obtidas.

Alguns dos compostos bioativos presentes em extratos botanicos podem, porém, ser
toxicos para insetos benéficos e animais aquadticos (Potts et al., 2016) e, além disso, podem
causar fitotoxicidade. Com efeito, a aplicacdo de inseticidas naturais carece, em muitos casos,
de estudos direcionados a sua aplicacao pratica em condi¢des agroecoldgicas complexas,
particularmente, na compreensao dos mecanismos de atuag¢dao inerentes aos extratos
botanicos, quando aplicados em diferentes culturas sob diferentes condi¢bes de crescimento
(Isman, 2017).

A presente dissertacdo inicia-se com um breve enquadramento tedrico (capitulo 2)
que se divide em trés seccdes. Na primeira seccao aborda-se a importancia dos compostos
bioativos no desenvolvimento de alternativas aos inseticidas de sintese, o modo como atuam
e a sua presenca no mercado. De seguida (seccdo 2), caracterizam-se, de forma geral, as
espécies botanicas selecionadas para o estudo e apresentam-se alguns dos seus principais
compostos quimicos. Na sec¢do 3 sdao apresentados e caracterizados os insetos sujeitos aos

tratamentos com os extratos botanicos formulados. No terceiro capitulo desta dissertacao

2



Avaliagdo do Efeito Bioativo de Extratos Botdnicos de Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill. sobre Phthorimaea absoluta Meyrick e
Macrolophus pygmaeus (Rambur) /

descreve-se o material e métodos utilizados, onde se inclui a descrigdo pormenorizada dos
procedimentos e técnicas levadas a cabo, desde a colheita do material vegetal até a obtencdo
das formulacbes definitivas e execucdo dos ensaios de bioatividade. No capitulo quatro
apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos. Por ultimo (capitulo 5), apresentam-se as

conclusdes e propdem-se algumas linhas de trabalho futuras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. COMPOSTOS BIOATIVOS DO METABOLISMO VEGETAL COM EFEITO INSETICIDA
2.1.1. BIOINSETICIDAS: CONCEITO E CARACTERISTICAS

As politicas destinadas a regulacao da utilizagdao de inseticidas estdao a tornar-se mais
rigorosas um pouco por todo o mundo (Visakh et al., 2023; Kim et al., 2023) e motivaram um
crescimento exponencial da investigacdo cientifica sobre abordagens ecolégicas e de baixo
risco (Chen et al., 2021). Nas ultimas duas décadas foram realizados esforgos consideraveis no
sentido de se estudarem as atividades bioldgicas de diversas espécies vegetais capazes de
controlar eficazmente populacdes de artrépodes que causam elevados estragos e prejuizos
em culturas agricolas (Peng et al., 2023).

Estudos recentes (Quadro 1) sugerem que determinados compostos bioativos com
propriedades inseticidas, abundantemente encontrados em diversas familias botanicas, como
por exemplo, nas Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae ou
Zingiberaceae (Benelli et al., 2019; Campos et al., 2019; Canté-Tejero et al., 2022), podem ser
explorados enquanto alternativas promissoras aos inseticidas de sintese (Maazoun et al.,
2019; Oyedeji et al., 2020; Ahmed et al., 2022; Zhao et al., 2022), nomeadamente, aos
piretréides e organofosforados (Fragkouli et al., 2023).

O desenvolvimento de inseticidas botanicos (bioinseticidas?) baseia-se, sobretudo, no
aproveitamento de substancias resultantes do metabolismo secundario das plantas (Leng et
al., 2011) presentes em extratos e éleos essenciais (OEs) que apresentam atividade inseticida,
repeléncia e toxicidade em insetos-alvo, para além de poderem possuir propriedades
antifungicas, antivirais e antibacterianas (Khater et al., 2012).

Os extratos botanicos podem ser obtidos a partir de material desidratado,
essencialmente através de um método de extracdo sdlido/liquido em que sdo utilizados
solventes aquosos ou organicos, como por exemplo, a acetona, etanol, metanol (menos
recomendavel), hexano ou acetato de etilo (Saravanan, 2022). Os extratos com acdo inseticida

geralmente contém compostos, tais como alcaloides, saponinas ou esterdis reconhecidos

2De acordo com o regulamento da UE (baseado no Regulamento (EC) n.2 1107/2009 e na Base de Dados de Substancias Ativas
da CE), um biopesticida (onde se incluem bioinseticidas) sdo substancias ativas presentes em organismos vivos (como
bactérias, fungos, virus) ou extraidas diretamente de plantas ou outros seres naturais, usadas contra inimigos das culturas
agricolas. Estas substancias sdo autorizadas com base nos mesmos critérios aplicaveis aos produtos quimicos, mas realgam-
se pela sua origem bioldgica.

4
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como metabolitos secundarios das plantas (Wiwattanawanichakun et al., 2022; Zhao et al.,
2022).

Podem também ser preparados a partir de dleos essenciais, que sdo misturas
complexas que contém um grande numero de compostos volateis em diferentes
concentragbes (Chen et al., 2021; Canto-Tejero et al., 2022), nos quais se incluem
fenilpropanoides de baixo peso molecular, sesquiterpenos e monoterpenos como o a-
terpineno, p-cimeno, canfora, carvacrol, timol, linalol (Salazar et al., 2022), entre outros
(Quadro 1). Para obter OEs, a destilacdo por arraste de vapor é o método mais frequente
(Pumnuan et al., 2022), mas por fermentagdo ou extragdo com solventes (Salazar et al., 2022).

Os perfis quimicos das formula¢des botanicas e/ou dos seus componentes podem
variar em funcao de fatores ambientais durante o desenvolvimento das plantas (por exemplo,
altitude, niveis de nutricdo e condigdes climdticas na drea de cultivo) (Chen et al., 2021;
Zimmermann et al., 2021), fatores bioldgicos (por exemplo, gendtipos e intera¢do das plantas
com outros organismos) (Chen et al., 2021), das fases do crescimento vegetativo e da época
de colheita. Além disso, os métodos de armazenamento e extracdo também afetam a
composicao quimica dos OEs (Zimmermann et al., 2021; Qi et al., 2023).

Os compostos bioativos resultantes do metabolismo secundario das plantas sao
desejaveis (Li et al., 2023) devido as suas propriedades ecotoxicoldgicas favoraveis (Ouarhach
etal., 2022), como por exemplo, a baixa persisténcia no solo devido a sua elevada volatilidade
(Salazaretal., 2022), facil degradacdo (Wu et al., 2020; Ouarhach et al., 2021), baixa toxicidade
para os organismos ndo visados (Ahmed et al., 2022; Li et al., 2023; Peng et al., 2023),
nomeadamente para o ser humano (Murugan et al., 2023; Pimentel et al., 2023), e boa relacao
custo-eficacia (Kumari et al., 2022; Prasannakumar et al., 2023). A acdo destes compostos
depende de moléculas sintetizadas pelas plantas que fazem parte dos seus mecanismos de
defesa intrinsecos contra as populacdes de artrépodes inimigas das culturas agricolas
(Ouarhach et al., 2021).

Considera-se que mais de 2000 espécies de plantas dispdem de potencial para inibir
a atividade dos insetos mediante varios mecanismos, onde, entre outros, se incluem a
toxicidade por contato, supressao do comportamento reprodutivo, inibicdo de crescimento ou
reducdo da fecundidade e da fertilidade (Ghabbari et al., 2018; Murugan et al., 2023).

Os extratos e os OEs podem ser utilizados, por exemplo, como fumigantes, inseticidas

de contacto ou repelentes (Zimmermann et al., 2021). O modo de aplica¢do é o principal fator

5
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associado a toxicidade dos compostos quimicos, independentemente da espécie de inseto-
praga (Almadiy, 2021; Nobsathian et al., 2021). Por exemplo, o método da fumigacdo estd
relacionado com a alta volatilidade dos principais compostos presentes em OEs (Saravanan,
2021). Durante a fumigagao, os OEs podem ser inalados ou penetrar na cuticula dos insetos e,
como consequéncia, promover uma taxa de mortalidade elevada (Kumari et al., 2022). Esses
compostos afetam o processo respiratério dos insetos quando invadem o seu organismo
através da traqueia (Almadiy et al., 2021). Com efeito, sdo provocadas altera¢des bioquimicas
e fisioldgicas, bem como, disturbios metabdlicos que conduzem a sua asfixia e morte
(Zimmermann et al., 2021). A este respeito, o ponto seguinte aborda de forma mais

desenvolvida mecanismos que interferem com a normal atividade dos insetos.

2.1.2. MECANISMOS DE ACAO QUE INDUZEM TOXICIDADE NOS INSETOS

Os mecanismos de acdo que podem decorrer de compostos presentes em plantas,
consistem, por exemplo, no bloqueio de enzimas protetoras ou na perturbagao do sistema
nervoso (Quadro 1).

Os insetos dispdem da capacidade inata de produzir enzimas que Ihes conferem uma
acao protetora e desintoxicante. Estas enzimas desempenham um papel fundamental na
manutenc¢do do metabolismo dos radicais livres e das suas func¢des fisioldgicas (Zhang et al.,
2023). As enzimas de desintoxicagdo comuns nos insetos incluem a acetilcolinesterase (AChE),
a carboxilesterase (CarE) e a glutationa-S-transferase (GST) (Pengsook, 2020; Qi et al., 2023),
qgue favorecem a degradacdo das moléculas presentes nos inseticidas e a maximizacdo da
resisténcia aos mesmos (Peng et al., 2023). Contudo, varios compostos fitoquimicos tém a
capacidade de bloquear a atividade dessas enzimas, pelo que sdao provocadas altera¢des nas
condicdes bioldgicas e fisiolégicas do inseto (Almadiy et al., 2021).

A atividade inseticida de certos compostos vegetais pode também atuar sobre o
sistema nervoso dos insetos (Visakh et al., 2021). Por exemplo, os monoterpenos volateis tém
um potencial elevado, capaz de causar efeitos neurotoxicos (Li et al., 2023). A neurotoxicidade
esta substancialmente relacionada com: a) a inibicdo da AChE e da enzima Na+/K+-ATPase, b)
a reducdo da atividade da GST, c) a interferéncia com os canais de cloreto (Cl) dependentes
do acido y-aminobutirico (GABA) e d) o bloqueio dos recetores de octopamina e tiramina,
entre outros mecanismos ou efeitos fisioldgicos possiveis (Campos et al., 2019; Almadiy et al.,

2021; Qi et al., 2023).
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A inibicdo da acetilcolinesterase desencadeada nos artropodes tem sido um dos
mecanismos de a¢do mais estudados pelos investigadores (Peng et al., 2023; Qi et al., 2023).
Os monoterpenoides causam a morte dos insectos ao bloguearem a sua capacidade de
produzir AChE (Figura 1) (Pengsook, 2020). De acordo com Benelli et al. (2020), o efeito de
compostos extraidos da planta Mentha arvensis L. no sistema nervoso dos insetos resultou em
hiperatividade, excitagdo e morte, o que, segundo os autores do estudo, pode indicar que os
extratos com elevado teor de monoterpenos inibem a a¢do da AChE (Benelli et al., 2020). A
enzima alvo, a AChE, é uma enzima-chave no sistema nervoso dos insetos, que pode inibir a
transmissdo dos impulsos nervosos e, desse modo, catalisar a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) (Figura 2). Por consequéncia, é provocada a morte do inseto, devido a uma
excitacdo excessiva (Ribeiro et al., 2020; Nobsathian et al., 2021; Peng et al., 2023). Os
sintomas incluem tremores, convulsdes, hiperatividade e, eventualmente, paralisia (Al
Dawsari Mona, 2019). Além disso, as muta¢des na AChE diminuem a sensibilidade do alvo e,

por conseguinte, a resisténcia aos pesticidas (Nobsathian et al., 2021).

ionicos GABA
Inseto Neurotoxicidade

Inibicdo da AChE,
octopamina e canais %

Extratos botinicos, OEs

Figura 1. Acdo neurotoxica de agentes botanicos apds inibicdo de recetores especificos do inseto. Abreviaturas:
GABA: 4cido gama-aminobutirico; AChE: acetilcolinesterase.

Num estudo realizado por Murugan et al. (2023), o eugenol (um composto aromatico
pertencente ao grupo dos fendis) atuou como um inibidor moderado da acetilcolinesterase.
Os resultados sugeriram uma forte ligacdo do eugenol as proteinas alvo da AChE. Além disso,
verificou-se que os terpendides a-pineno, B-pineno, limoneno e B-felandreno, inibem a AChE
em Reticulitermes speratus (Kolbe) (Che et al., 2019). A inibicdo da atividade da AChE em
Callosobruchus maculatus (Fab.) e Sitophilus zeamais Mots. pelo linalol, limoneno e L-carvona
foi observada por Oyedeji et al. (2020) e por Visakh et al. (2023). Nos insetos, por exemplo,
extratos de Pimpinella anisum L. cujo componente primadrio é o trans-anetol, podem afetar

negativamente a atividade proteica e inibir enzimas-chave (Zhang et al., 2023). O trans-anetol
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pode atuar como inibidor da AChE com efeitos sistémicos, pela neutralizacdo dos mecanismos
de defesa no intestino médio dos insetos (Zimmermann et al., 2021). Além disso, Chen et al.
(2021) observou que os extratos etandlicos das sementes de Salvia hispanica L. promoveram
o bloqueio da AChE. O estudo demonstra que o 6leo essencial de S. hispanica e o seu composto
mais abundante (a-tujona) apresentaram uma forte atividade inseticida contra Spodoptera
exigua (HlUbner), devido a interagdo sinérgica entre os seus quatro compostos principais (a-
tujona, (+)-canfora, 1,8-cineol e a-cariofileno). Também o carvacrol, constituinte principal da
espécie botanica Origanum syriacum L. subsp. Syriacum, foi descrito como inibidor da AChE,
por lhe ter sido detetada a capacidade de afetar negativamente a transmissao sinaptica nos
insetos (Benelli et al., 2019). Além disso, o carvacrol é capaz de interagir com os recetores
GABA e octopamina (Figura 2) e, dessa forma, provocar toxicidade nos insetos-alvo (Al Dawsari
Mona et al., 2019).

A Na*/K*-ATPase é outra das enzimas que desempenha um papel fundamental no
sistema nervoso central dos insetos. A inibicdo da Na*/K*-ATPase pode levar a perturbacdo do
equilibrio idénico e a disrupgdo da transmissao de impulsos nervosos nos insetos (Oyedeji et
al., 2020). Um estudo realizado por Pimentel et al. (2023) comprovou o efeito inibidor de um
6leo essencial extraido de Camellia sinensis Kuntze e dos seus constituintes nas atividades da
Na*/K*-ATPase e da GST em adultos de C. maculatus e S. zeamais.

Foi ainda documentada uma reducao significativa na atividade da GST em adultos S.
zeamais e C. maculatus, desencadeada por compostos extraidos de Acalypha wilkesiana

Mill.Arg. e de onde se destacam o geraniol, o linalol, o 3-careno e o citral (Paiva et al., 2023).

Os monoterpenos interferem igualmente com a octopamina, que é um
neurotransmissor excitativo presente no sistema nervoso central e periférico dos insetos, e
com os canais de cloreto dependentes do GABA, pelo que provocam perturbag¢do no sistema
nervoso dos artrépodes (Almadiy et al.,, 2021). O efeito téxico pode ocorrer através do
bloqueio desses canais nos insetos (Khursheed et al., 2022). Por exemplo, a ativacdo dos
recetores GABA pode ser o mecanismo, pelo qual, certos monoterpenos, como a tujona,
exercem os seus efeitos neurotéxicos (Nia et al., 2015; Khursheed et al., 2022). Outro exemplo
é o timol, que interfere com os canais de cloreto dependentes do GABA em Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae), ou mosca da fruta comum, como é conhecida (Visakh

etal., 2023).
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Figura 2. Estruturas quimicas da octopamina (1), acetilcolina (2) e acido y-aminobutirico (3).
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Quadro 1. Estudos recentes que avaliam o efeito toxicoldgico de extratos vegetais ou dleos essenciais em insetos alvo.

Familia da planta Espécie da planta Origem Principais compostos identificados Inseto alvo Resultados na aplicagdo em insetos Referéncia
A crisina demonstrou étima eficiéncia e promoveu a
. - - . , reducdo das atividades da carboxilesterase, enzima  (Wiwatt: .
Acoraceae Acorus calamus L. Rizomas Crisina (5,7-dihidroxi-flavona) Spodoptera litura Fab. ¢ T . o (Wiwattanawan
que favorece a diminuicdo de efeitos tdxicos nas etal., 2022)
larvas.
Um extrato aquoso desenvolvido pelos autores do
. . . . L. Dactylopius opuntiae estudo revelou boa atividade inseticida em D. (Naboulsietal.,
Amaranthaceae Atriplex halimus L. Folhas Saponinas triterpendides viop p . R . (Naboulsi et a
(Cockerell) opuntiae. As ninfas e as fémeas adultas mostraram- 2022)
se mais sensiveis ao extrato.
L O B-cariofileno e a canfora apresentaram toxicidade
, Tribolium castaneum, N
. Partes aéreas da - ~ . . significativa, por contacto, em S. oryzae e L. X
Asteraceae Blumea balsamifera Borneol, B-cariofileno e canfora Lasioderma serricorne e . . o - (Qietal., 2023)
planta . . serricorne. O OE de B. balsamifera exibiu atividade
Sitophilus oryzae
repelente em T. castaneum.
. L Os compostos botadnicos exibiram  efeitos .
. , i Partes aéreas da . . A Tribolium castaneum . .. . L (Almadiy et al.,
Achillea biebersteinii a-terpineno, p-cimeno e canfora insecticidas consideraveis - promoveram a inibi¢do
planta (Herbst) 2021)

Asteraceae; Lamiaceae

da atividade da AChE.

Tagetes minuta L. e

Ramos, folhas e

Diidrotagetona, (Z)-tagetona, (2)-B-
ocimeno e (E)-ocimenona (T. minuta);

Sitophilus oryzae L. e

O ensaio demonstrou-se eficaz, especialmente pelo
método de fumigagdo; observou-se o efeito do OE

(Zimmermann et

Mentha arvensis L. flores Mentol, mentona e neo-mentol (M. Sitoph zeamais Motsch.  de M. arvensis no sistema nervoso dos insectos, al., 2021)
arvensis) indiciando a inibicdo da AChE.
. . e Observou-se neste estudo a elevada toxicidade do
Sesquiterpenos (6xido de cariofileno, . . . L G )
. . . . Metopolophium fitol em M. dirhodum. A sua principal contribuigdo  (Benellietal.,
Stevia rebaudiana Folhas espatulenol e (E)-nerolidol), e diterpenos ) - - ) N
(fitol) dirhodum para a atividade aficida poderd dever-se a 2020)
capacidade de interagdo com o sistema GABAérgico.
O extrato de sementes apresentou maior toxicidade
Sementes, (97,0% de mortalidade) em lagartas de P. xylostella. .
. . Handroanthus , (Silva et al.,
Bignoniaceae . L flores, frutos, Lapachol Plutella xylostella Contudo, também o extrato de flores apresentou
impetiginosus s - 2023)
folhas e casca resultados satisfatérios em termos de mortalidade
das larvas de P. xylostella.
. . e O dleo essencial de C. rudolphianus revelou-se téxico
Metil-chavicol, (E)-cariofileno, eugenol, . e
) . L - . . . para oinseto em estudo, quer por contacto, quer por  (Ribeiro et al.,
Euphorbiaceae Croton rudolphianus Folhas bicicloelemeno, biciclogermacreno e Sitophilus zeamais . - o . .
ingestdo. O processo de fumigagdo também foi 2020)

espatulenol

eficaz.
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Quadro 1. Estudos recentes que avaliam o efeito toxicoldgico de extratos vegetais ou 6leos essenciais em insetos alvo. (cont.)

Familia da planta Espécie da planta Origem Principais compostos identificados Inseto alvo Resultados na aplicagao em insetos Referéncia
4 - , Aphis gosspyii e O eugenol, a anagirina e a esparteina apresentaram Kamel etal.,
Retama raetam Partes aéreas Eugenol, anagirina e esparteina Phis g py . .g~ & P " P (kamel et a
da planta Amrasca biguttula inibicdo da AChE em A. Gosspyii 2023)
L . Lectinas, flavonas, flavonadis, xantonas e Tribolium castaneum Atividade dissuasora das saponinas; Interferéncia (de Lima et al.,
Fabaceae Crotalaria stipularia Sementes X = . .
saponinas (Herbst) na reprodugdo e/ou crescimento dos insetos. 2023)
. X Callosobruchus . L - -
Marrubium astracanicum , - . . - . . Maior eficacia das aplicagdes topicas em adultos de
. Partes aéreas Longipinano, (E)-, acido palmitico, hexa- chinensis (L.) e i ] . (Aker et al.,
Jacq. subsp. Astracanicum . . - C. chinensis. Os extratos hexanicos apresentaram
da planta hidrofarnesil acetona e neofitadieno Callosobruchus . - 2023)
Jacg. maior toxicidade para os adultos de C. maculatus.
maculatus
Verificou-se toxicidade do extrato em C. capitata;
. . . i as fémeas demonstraram maior sensibilidade; o
s Carvacrol, E-cariofileno e éxido de Ceratitis capitata . L. . - . (Ouarhach et al.,
Lavandula coronopifolia Folhas e . potencial de toxicidade por ingestdo em adultos foi
cariofileno Wiedemann ) R . . 2022)
mais elevado e também dissuadiu
significativamente a oviposi¢do (cerca de 94%).
, . . . . Toxicidade relevante para ambos os insetos; foi .
Origanum Carvacrol, y-terpineno, p-cimeno, timol e Myzus persicae, e - . (Benelli et al.,
) . Folhas A X . relatado que o carvacrol inibe a AChE e interage
syriacum subsp. syriacum a-terpineno Spodoptera littoralis R 2019)
com os recetores GABA e octopamina.
O dleo essencial de S. hispanica apresentou-se
L . Partes aéreas a-tujona, (+)-canfora, 1,8-cineol e a- . eficaz no controlo das larvas de S. exigua, A eficacia (Chen etal.,
Salvia hispanica L. o Spodoptera exigua . ~ ~
da planta cariofileno do OE variou em fung¢do da dose exata e da duragdo 2021)
da exposicdo.
. . . O extrato de C. pareira e as suas fragdes exibiram .
. . . , Palmitato de etilo, oleato de etilo, . i L - . ) (Kumari et al.,
Menispermaceae Cissampelos pareira L. Raizes; caules R . . Aphis craccivora Koch efeitos inseticidas promissores sobre os afideos em
linoleato de metilo e 8-octadecendico 2022)

estudo.

Monimiaceae/

Linalool, safrole, 1,8- cineole e

Nanoemusdes do OE de L. philippiana, quando
comparadas com OE puro, apresentaram maior

(Salazar et al.,

Laureliopsis philippiana Folhas Tuta absoluta Meyrick estabilidade a baixas concentragdes durante um
Atherospermataceae methyleugenol , R . A 2022)
periodo temporal mais alargado e maior eficiéncia
em termos de toxicidade para o inseto.
Callosobruchus
maculatus Fabricius, O extrato hexanico apresentou toxicidade extrema
Pentadecane, y heptadecane, 1- Callosobruchus e uma boa resposta de repeléncia contra C ® tal
Piperaceae Piper retrofractum Vahl Fruto heptadecene, 8-heptadecene, 1- chinensis Linnaeus, e maculatus e C. chinensis. Por outro lado, umnuan et at.,

tetradecanol, 1-tridecene, e tridecane

Sitophilus zeamais
Motschulsky

demonstrou baixa atividade inseticida em S.
zeamais.

2022)
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Quadro 1. Estudos recentes que avaliam o efeito toxicoldgico de extratos vegetais ou dleos essenciais em insetos alvo. (cont.)

Familia da planta Espécie da planta Origem Principais compostos identificados Inseto alvo Resultados na aplicagdo em insetos Referéncia
Oleato de etilo, linoleato de etilo, A aplicagdo do extrato de C. ajacis promoveu
: o . . ~ . 0 (s (Pengetal.,
Ranunculaceae Consolida ajacis Sementes palmitato de metilo, (9E)-9-octadecenoato  Plutella xylostella alteragdo nas enzimas metabdlicas e neurotdxicas 2023)
de metilo e erucilamida de P. xylostella.
Callosobrunchus As atividades da AChE e da Na+/K+-ATPase foram

Rutaceae

Citrus sinensis

Pele do fruto

Terpineol, 3-careno, citral, d-limoneno e

linalol

maculatus e
Sitophilus zeamais

inibidas de forma significativa em C. maculatus e
em S. zeamais.

(Oyedeji et al.,
2020)

Solanaceae

Solanum torvum (Sw.)

Folhas

Alcaldides, saponinas, taninos, esterdis,
flavondides, fendis e antraquinonas

Callosobruchus
maculatus (F.)

O extrato obtido apresentou efeito repelente e
elevados niveis de toxicidade; a mortalidade
observada em C. maculatus foi superior a 98%
durante 72 horas de tratamento.

(Murugesan et
al., 2021)

Taxaceae

Cephalotaxus sinensis

Folhas e ramos

B-gelandreno, 6xido de cariofileno, B-

cariofileno e a-pineno

Megoura japonica,
Plutella xylostella e
Sitophilus zeamais

O OE de C. sinensis revelou-se téxico em M.
japonica, P. xylostella e S. zeamais, quer por
contacto, quer por fumigagdo.

(Ma et al., 2020)

Zingiberaceae

Curcuma longa L.

Folhas

a-phellandrene, 2-careno, eucaliptol e

terpinoleno

Rhyzopertha
dominica; Tribolium
castaneum (Herbst)

A aplicagdo do extrato apresentou bons niveis de
toxicidade e repeléncia, quer por contacto, quer por
fumigagdo.

(Kim et al., 2023)

Etlingera elatior

Inflorescéncias

Dodecanal, dodecanol, B-cariofileno, a-
pineno, n-decanol e B-farneseno

Sitophilus zeamais

O dodecanal e o dodecanol promoveram forte agdo
dissuasora e capacidade de inibir, em pelo menos
67% a atividade da amilase no intestino do inseto.

(Pimentel et al.,
2023)

Diminuigdo da atividade da glutationa S-transferase
e aumentaram a atividade da AChE. O diacetato de

. . . Fenilpropandides (acetato de Spodoptera litura Pengsook et al.,
Alpinia galanga (L.) Willd. Rizomas p. P . . ( . podop p-cumarilo também diminuiu a atividade da (Peng
acetoxicavicol, diacetato de p-cumarilo) Fab. . 2020)
carboxilesterase.

Eugenol, linalol, 1,8-cineol, chavicol, Os extratos de ambas as plantas resultaram em

Zingiberaceae e Elettaria cardamomum e mirtanol, 1-octadecanol, acetil eugenol, 3- Rhynchophorus ) . P Y (AID. Mona et

, Sementes . . 100% de mortalidade apds 72 horas.
Myrtaceae Eugenia caryophyllus alil eugenol ferrugineus al., 2022)
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2.1.3. INSETICIDAS COMERCIAIS DE ORIGEM BOTANICA

A comercializa¢do de inseticidas botanicos, pertencentes ao grupo dos bioinseticidas,
é hoje uma realidade que beneficia o setor agricola (De Oliveira et al., 2018). No entanto, estes
produtos sdo, por ora, produzidos numa escala relativamente pequena, quando comparados
com os inseticidas de sintese convencionais (Regnault-Roger et al., 2012).

O desenvolvimento de novos inseticidas botanicos é um desafio, pois requer uma
grande disponibilidade de recursos vegetais, a normaliza¢cdo do processamento dos substratos
fitoquimicos e a realizacdo de protocolos de garantia da qualidade (Acheuk et al., 2022). A
aprovagao regulamentar é também muito relevante, deve assegurar um registo alargado de
dados sobre o destino ambiental dos substratos bioativos e os seus possiveis efeitos toxicos
(Wu et al., 2020).

Com efeito, tal como definido no Regulamento (CE) n.2 1107/2009, a ado¢do de novos
bioinsecticidas baseados em substancias ativas (compostos puros com, neste caso,
propriedades inseticidas) e outras substancias de base registadas que possam ser Uteis para
a protecdo das plantas, deve demonstrar e garantir que nao sao cancerigenos, corrosivos ou
sensibilizantes da pele, desreguladores enddécrinos, imunotéxicos, mutagénicos e nao
neurotoxicos, e que ndo devem ter qualquer efeito adverso no ambiente.

A implementagcdo mais rapida e facil dos resultados da investigacdo sobre
bioinseticidas é imperativa, mas os requisitos regulamentares tendem a ser morosos e
dispendiosos de tal forma, que sé as grandes empresas de agroquimicos detém recursos para
o fazer, o que perpetua o uso generalizado dos inseticidas de sintese na agricultura (Isman,
2008; Pavela, 2016).

Além disso, a concorréncia dos produtos disponiveis e o desconhecimento da
existéncia de muitas outras espécies botanicas com potenciais propriedades inseticidas, sao
barreiras a comercializacdo destes produtos (Khan et al., 2017).

Ainda assim, e em consequéncia do aumento do conhecimento, em particular, sobre
os mecanismos de acdo dos bioinseticidas, tém sido desenvolvidas e registadas varias
formulac¢des botanicas no mercado europeu (Wu et al., 2020; Zhao et al., 2022). Exemplos
destes produtos comercializaveis e de ampla utilizacdo sdo o 6leo de Neem, extraido de
Azadirachta indica, e as piretrinas, extraidas de Tanacetum cinerariifolium (Nagegowda,

2022). O 6leo de Neem, por exemplo, é amplamente utilizado na India para o controlo de
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pragas agricolas e, atualmente, um dos inseticidas botanicos mais comercializados em todo o
mundo (Khater, 2012; Luiz de Oliveira et al., 2018). Os principios ativos presentes na maioria
destes produtos dependem apenas de algumas substdncias ativas, nomeadamente, a
azadiractina ou o piretro (Hamel et al., 2020; Chen et al., 2021).

A azadiractina é considerada um metabolito ambientalmente seguro e econdmico na
regulacdo das populagbes de pragas (Gumiero et al., 2008). A maioria dos estudos sobre a
azadiractina estdo voltados para a sua atividade inseticida frente a um enorme espectro de
insetos, sem que interfiram na regular atividade dos predadores naturais desses mesmos
organismos (Moreira et al., 2011).

No quadro seguinte (Quadro 2) apresentam-se alguns exemplos de inseticidas
botanicos comerciais, classificados de acordo com o principio ativo, designacdao comercial e

aplicagao.

14



Avaliagdo do Efeito Bioativo de Extratos Botdnicos de Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill. sobre Phthorimaea absoluta Meyrick e

Macrolophus pygmaeus (Rambur) /

Quadro 2. Exemplos de produtos comercialmente disponiveis com origem botanica e atividade inseticida.

Designagdo botanica

Compostos bioativos

Efeito bioldgico

Produto comercial

Allium sativum L.

Compostos de enxofre

Inseticida

AjoNey®
EcoA-Z®
L'EcoMix®
CapsiAlil®

Azadirachta indica A. Juss

Azadiractina

Inseticida

Margosom®

AZA-Direct R® AzeraTM®
Azamax®

Molt-X®

Neemix 4.5®

Azatin XL®

NeemAzal T/S®
NeemOQil®

Capsicum annuum L.

Capsaicina

Inseticida/repelente

Hot PepperWax®

ChileNey®
. P . L . Pyganic®
Tanacetum cinerariifolium Schultz-Bip. Piretrinas Inseticida .
Diatect®
Veratran®
h I icinal hitdl.
Choenocaulon officinale (Schitd!. & Cevadina, veratridina Inseticida Red Devil®

Cham.)

Natural Guard®

Citrus sinensis L.

d-limoneno e linalol

Inseticida/repelente

Demize EC®
Limocide®

5.% Rotenone ME®

Derris elliptica (Wall.) Benth. Rotenona Inseticid

rris elliptica ( ) n seticida Rotenone Dust®
Nico Dust®

Nicotiana tabacum L. Nicotina Inseticida Nico Neem®
10% Nicotine AS®

Origanum vulgare L. Carvacrol Inseticida By-O-reg+®
Natur-Gro R-50®

Rvania speciose Vahl Rianodina, riania e 9,21- Inseticida Natur-Gro®

y P didehidrorianodina Ryan 50®

Triple Plus®
EcoVia WD®

Thymus vulgaris L. Timol, carvacrol Inseticida/repelente covia ®
Promax
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2.2. BREVE CARACTERIZAGAO DAS ESPECIES BOTANICAS OBJETO DE ESTUDO

2.2.1. FICUS CARICA L.

Considerada uma das arvores de fruto mais antigas do mundo, Ficus carica L. (Figura
3), nativa do Médio Oriente, é vulgarmente denominada por figueira-comum e pertence a
familia botanica das Moraceae, que inclui mais de 800 espécies bem adaptadas a climas
quentes e secos (Arvaniti et al., 2019). Encontra-se em toda a regido mediterranica e em
Portugal, com maior predominancia nas regides de Braganca, Torres Novas e Algarve (Palmeira

etal., 2019).

Figura 3. Figueira-comum (Ficus carica L.).

A domesticacdo e expansao pelo mundo influenciou fortemente a distribuicao,
morfologia (frutos) e diversidade genética da figueira-comum (Meziant et al., 2023). Esta
cultura representa para as economias locais um importante recurso pelo seu valor econémico
e contributo ativo na manutencdo da biodiversidade (Mawa et al., 2013; Rahmasita et al.,
2021). Dados recentes disponibilizados pela FAO destacam a Turquia como lider mundial da
producdo de figos (27,3% de uma producdo que ultrapassa as 1300 toneladas e uma area
estimada que representa 19,2% dos cerca de 300 000 hectares cultivados em todo o mundo),

seguida por Egipto, Marrocos, Argélia e Irdo. Estes cinco paises sdo responsaveis pela producao
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de mais de 65% dos figos a nivel global. Ja a Espanha é o maior produtor de figos da UE, com
cerca de 3,0% da produgdo global e 5,2% da area total cultivada (FAO, 2025)

O fruto, o figo, é sazonal e pode ser colhido duas vezes por ano. A cor da casca varia
entre o roxo-escuro e o verde, em fun¢do da cultivar a que pertence (Arvaniti et al., 2019;
Sandhu et al., 2023). Os figos sdo um componente importante da equilibrada dieta
mediterranica devido ao seu elevado valor nutricional. S0 uma fonte rica em minerais,
vitaminas (principalmente tiamina e riboflavina) e fibras alimentares. Tal como outros frutos,
os figos sdo ricos em agucares livres (Meziant et al., 2023), principalmente glucose e frutose,
e acidos organicos, mas isentos de sédio e gordura (Palmeira et al., 2019).

Os frutos e as folhas de F. carica sao também considerados proveitosos pelo seu valor
farmacoldégico (Cruz et al., 2021). De forma tradicional, estes elementos tém sido aproveitados
pelos beneficios medicinais que lhes sdo atribuidos, desde propriedades antipiréticas,
purgativas e afrodisiacas, a prevencdao e capacidade de se associarem ao tratamento de
tumores e doencas de ordem inflamatédria (Pereira et al., 2020). Além disso, esta espécie
apresenta niveis considerdveis de latex, que tem sido utilizado em varias preparagdes
tradicionais, a maioria das quais, destinadas a tratar infecbes cutaneas de natureza viral
(Ladhari et al., 2020).

O género Ficus contém uma grande diversidade de metabolitos especializados, tais
como polifendis, carotendides, triterpendides, fitoesterdis e acidos gordos (Barolo et al., 2014;
Abdel-aty et al., 2019) e proteinas, em concentracdes que variam entre espécies, cultivares,
partes de plantas e condi¢des ambientais (Villard et al., 2019; Kamiloglu et al., 2023). Estas
substancias quimicas conferem varias atividades bioldgicas, onde se incluem propriedades
antioxidantes (Khadhraoui et al., 2019), antimicrobianas, nematicidas (Alves et al., 2020) e
irritantes (Cruz et al., 2022). O ponto seguinte aborda, de forma breve, a constituicdo de cada

um destes grupos de compostos.

2.2.2. PRINCIPAIS COMPOSTOS BIOATIVOS IDENTIFICADOS EM FICUS CARICA L.

2.2.2.1. Polifendis

De acordo com a literatura, a figueira comum é uma espécie rica em polifendis. Os
principais grupos de polifendis presentes incluem flavondides, acidos fendlicos e cumarinas,

gue sao apresentados nas alineas seguintes:
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a) Flavondides

Os flavondides sdo compostos por diferentes subclasses (Balasundram et al., 2006).
As subclasses encontradas em F. carica, com maior abundéncia, sdo as antocianinas, flavonais,

flavanois e flavonas.

As antocianinas, enquanto pigmentos hidrossoliveis do grupo dos flavondides,
possuem propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antiaterogénicas e anti-apoptdticas
(Speer et al., 2020). Nos figos de coloracdo escura, as concentracdes de antocianinas sdo mais
elevadas do que nos frutos de cor clara (Karantzi et al., 2021). Esta observacao encontra-se
relacionada com o facto de as antocianinas presentes nos figos de cor escura se acumularem
principalmente na pele ou epicarpo do fruto. A principal antocianina identificada em F. carica
designa-se por cianidina, com diferentes moléculas de agucar (Lama et al., 2020), onde se
destacam a cianidina 3-rutinosideo e a cianidina 3-glucosideo (Karantzi et al., 2021). Ja os
flavonodis sdo o subgrupo mais comum dos flavondides e possuem também atividades
biolégicas importantes, nomeadamente efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios,

neuroprotetores, entre outros (Kamiloglu et al., 2020; Li et al., 2021).

A rutina (quercetina 3-rutinosideo) é identificada na literatura como o principal
flavonol presente nos frutos e folhas (Li et al., 2021) de F. carica. Nos frutos, pode representar
55-80% do total de flavondis identificados (Wojdyto et al., 2016). Para além da rutina, a
guercetina e o canferol estdo identificados em figos. Em geral, sdo encontradas concentracgoes

mais elevadas de flavonois na pele do fruto do que na polpa (Palmeira et al., 2019).

Por sua vez, a catequina e a epicatequina sdo os principais 3-flavandis identificados
em amostras de figo (Pereira et al., 2017). Para além destas, também proantocianidinas foram
encontradas em figos (Feng et al., 2015). Em geral, o epicarpo (pele) apresenta concentragdes
mais elevadas de flavandis, quando comparado com a polpa dos frutos (Vallejo et al., 2012).
As principais funcdes fisioldgicas e mecanismos reguladores dos flavandis consistem em
atividades  antioxidantes,  anti-inflamatdrias, antidiabéticas, cardioprotetoras e

neuroprotetoras (Li et al., 2019).

Por fim, a apigenina, a luteolina, e as suas formas C- e O-glicosidicas, sdo descritas

como as principais flavonas encontradas, quer na pele e polpa dos frutos, quer nas folhas de
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F. carica (Zhao et al., 2021). Vallejo et al. (2012) descrevem a apigenina-rutinosideo como a

flavona mais abundante no epicarpo dos figos.
b) Acidos fendlicos

O 4cido 5-cafeoilquinico é descrito como o principal acido fendlico identificado em
frutos e folhas de F. carica (Vallejo et al., 2012; Qin et al., 2015; Wojdyto et al., 2016). Para
além deste, foram também detetados nos figos, o acido galico, 4cido siringico, acido elagico,
acido p-cumdrico e acido protocatecuico (Kamiloglu et al., 2023). Ammar et al. (2011)
relataram a presenga de 24 acidos hidroxicinamicos derivados dos acidos cumarico, cafeco,
ferulico e sindpico. Em geral, sdo encontrados niveis considerdveis de acidos fendlicos no

epicarpo do fruto com elevada atividade antioxidante (Vallejo et al., 2012).
¢) Cumarinas

O psoraleno e o bergapteno (Figura 4) sdo as principais furanocumarinas identificadas
em F. carica. Em particular, as folhas sdo a principal fonte destes compostos (Britto et al., 2021).
O nivel de psoraleno e bergapteno é relativamente elevado em folhas de F. carica
(aproximadamente 40-64% e 30-44% do total de compostos fendlicos, respetivamente)
(Oliveira et al., 2012). Para além das folhas, os frutos, a madeira e a casca do caule também
contém psoraleno e bergapteno (Kamiloglu et al., 2023). O teor de psoraleno da polpa dos
frutos tende a ser significativamente maior do que o teor verificado na pele. Para além do
psoraleno e do bergapteno, também um 4cido fenilpropandide relacionado com o psoraleno
foi identificado em F. carica (Li et al., 2021). As cumarinas possuem atividade antioxidante,

antibacteriana, anticolinesterase (Belguith-Hadriche et al., 2017), entre outras.

O o~ ~o

Bergapteno Psoraleno

Figura 4. Estruturas quimicas do psoraleno e bergapteno.
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2.2.2.2. Carotenoides

Os carotendides identificados em figos incluem a luteina, zeaxantina, B-criptoxantina,
B-caroteno, a-caroteno e licopeno (Nawade et al., 2020). O teor destes carotendides pode
variar, em fungdo da cultivar, isto é, enquanto que em algumas cultivares de F. carica, o
licopeno é encontrado em maior abundancia, noutras, sdo identificadas a luteina ou o B-
caroteno como 0s principais carotendides. Todavia, o teor total de carotendides dos figos,
quando comparado com outros frutos (por exemplo, laranja, meldo, papaia ou figo-da-india)

é considerado menor (Kamiloglu et al., 2023).

2.2.2.3. Terpenos

Os terpenos (também conhecidos como terpendides) sdo compostos naturais,
componentes primarios dos dleos essenciais, que desempenham um papel importante na
fragrancia, sabor e pigmentos das plantas (Cox-Georgian et al., 2019). As quantidades destes
compostos volateis podem variar consoante as cultivares de figo e entre figos frescos e
secados. Os figos podem conter terpenos como o limoneno, linalol, B-cariofileno, a-pineno e
germacreno (Zidi et al., 2021; Kamiloglu et al., 2023). O D-limoneno é o composto mais

abundante (Pereira et al., 20120).

2.2.2.4. Fitoesterois

Os fitosterdis constituem um dos principais componentes das membranas das células
vegetais e sdo percursores para a formacdo de diversos metabolitos secundarios, tais como
glicoalcaldides, cardendlidos e saponinas (Oliveira et al., 2012). As folhas, frutos, e latex de F.
carica incluem na sua composicao quimica campesterol, estigmasterol e, sobretudo, elevados
teores de B-sitosterol (Kumari et al., 2018) (Figura 5). Também nos ramos (casca, caule e
medula) se podem encontrar estes fitoesterdis. Adicionalmente, os compostos B-amirina, psi-
taraxasterol, betulol, lupeol, lanosterol, acetato de lupeol, B-amirina, B-sisterol e a-amirina,
foram identificados em F. carica, particularmente no latex (Oliveira et al., 2012; Kamiloglu et

al., 2023).
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Figura 5. Estruturas quimicas do psoraleno e bergapteno.

2.2.2.5. Acidos gordos

Os acidos linoleico, linolénico, oleico e palmitico encontram-se em niveis elevados,
qguer na polpa, quer na pele do figo (Guvenc et al., 2009). Num estudo realizado por Palmeira
et al. (2019), o acido a-linolénico é referido como o acido gordo mais abundante na pele e na
polpa do figo, seguido dos acidos linoleico, palmitico e oleico. Nas folhas, o acido gordo
predominante é o acido a-linolénico seguido do acido palmitico, acido y-linolénico, acido
linoleico, acido estedrico e acido oleico (Uysal et al., 2015). Geralmente, acidos gordos
polinsaturados (acido a-linolénico, o acido y-linolénico e o acido linoleico), acidos gordos
monoinsaturados (dcido oleico) e dcidos gordos saturados (acido palmitico), encontram-se em
grande quantidade nos figos e subprodutos do figo (Kamiloglu et al., 2023).

O quadro seguinte (Quadro 3) apresenta, de forma resumida, alguns dos compostos

organicos identificados em F. carica com base em diversos estudos.
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Quadro 3. Classes de compostos e compostos organicos identificados em diferentes partes da espécie Ficus

carica.

Classes de compostos

Compostos organicos

Elementos
da planta

Referéncias

Polifendis
Flavonoides

Antocianinas

Flavondis

Flavanéis

Flavonas

Acidos fendlicos

Acidos hidroxicinamicos
e hidroxibenzdicos

Cumarinas

Furanocumarinas

Antocianidinas (cianidina, cianidina 3-rutindsido e
cianidina 3-glucésido)

Rutina, quercetina, 3-rutinosideo de quercetina,
isoquercetina, glicosideo, quercetina, 7-glicosideo de
quercetagetina, 7-glicosideo de canferol, 3-glicosideo de
canferol, deoxi-hexosil-hexosideo de canferol e hexosideo
de taxifolina

Epicatequina, catequina

Apigenina, luteolina

Acido p-cumarico, acido clorogénico, 4cido elagico, cido
p-cumarico, acido galico, acido siringico e acido
protocatecuico

Psoraleno, bergapteno, angelicina, bergaptol, calepina,
marmesina, PAG, pimpinelina, rutamarina, rutaretina,
xantotoxina, xantotoxol

Pele do fruto

Fruto (polpa e
pele), folhas e
latex

Fruto

Fruto (polpa e
pele), folhas

Folhas, fruto

Fruto, folhas,
latex

(Pereira et al.,
2017; Zhang et al.,
2020; Karantzi et
al., 2021)

(Wojdyto et al.,
2016; Gaaliche et
al., 2019; Ladhari
et al., 2020)

(Viuda-Martos et
al., 2015; Francini
etal., 2021)
(Soltana et al.,
2018; Mustafa et
al., 2021)

(Kamiloglu et al.,
2015; Wojdyto et
al., 2016)

(Takahashi et al.,
2017; Wang et al.,
2017; Britto et al.,
2021)

Carotenoides

Xantofilas Luteina, a- e B-criptoxantina, zeaxantina Fruto (Yemis et al., 2012;
Petkova et al.,
2019)
Carotenos a-caroteno, B-caroteno, licopeno e tocoferdis Fruto (Nawade et al.,
2020)
Terpenos
Linalol, D-limoneno, a-pineno, 3-careno, B-cariofileno, Fruto (Russo et al., 2010;
Monoterpenos e Sesqui limoneno, mentol, copaeno, germacreno D, folhag Pereira et al., 2020; Zidi
aloaromadendreno, mirceno, estireno, a-copaeno, - etal., 2021)
cariofileno e 6-cadineno
Acidos organicos (Oliveira etal.,
Acido palmitico, acido linoleico, 4cido estearico, linoleato 2009; Pande et al.,
de etilo, hexadecanoato de etilo, éster metilico do acido Folhas 2010)
linolénico (Mawa et al., 2013;
Kumari et al., 2018)
Fitosterois
Ca'mpesterol, estigmasterol e sitosterol; B-Amirina e (Mawa et al., 2013;
psitaraxasterol; betulol, lupeol, lanosterol, acetato de Folhas

lupeol, B-sisterol e a-amirina (latex de F. carica)

Kumari et al., 2018)
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2.2.3. OPUNTIA FICUS-INDICA (L.) MILL

A espécie Opuntia ficus-indica (L.) Mill., vulgarmente designada por figueira-da-india,
piteira ou palma forrageira (Figura 6), nativa do México (Manzur-Valdespino et al., 2022), é a
espécie de cato domesticada e difundida ha mais tempo (varios séculos) em todo o mundo
(Slimen et al., 2020). Encontra-se fundamentalmente disseminada por regides dridas e
semidridas da América Central e do Sul, Australia, Africa do Sul e pela bacia do Mediterraneo
(Giraldo-Silva et al., 2017) e pensa-se que tenha sido introduzida na Peninsula Ibérica no final
do século XV (Arba et al., 2017). Os principais produtores e consumidores de figo-da-india sdo
o México e a Italia. Dos cerca de 590.000 hectares cultivados a nivel mundial, 70% encontram-
se no México que é, naturalmente, o pais onde esta espécie tem maior grau de diversidade
genética (Martins et al., 2023). A Italia é o mais importante produtor da regido mediterranica,

com 3,3% da drea de producdo mundial.

Figura 6. Figueira-da-india (Opuntia ficus-indica).

A figueira-da-india é uma planta xeréfita pertencente a ordem Caryophyllales, familia
das cacticeas, género Opuntia. Esta familia (cactaceae) inclui cerca de 2000 espécies
pertencentes a 130 géneros (Rodrigues et al., 2023). A sua adaptagao a condig¢bes climaticas
hostis, nomeadamente altas temperaturas e baixa disponibilidade de agua (Giraldo-Silva et al.,

2023), resulta da particular capacidade de desenvolvimento de um metabolismo fotossintético
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especifico, designado por Metabolismo Acido das Crassuldceas (Crassulacean acid
metabolism-CAM) (Slimen et al., 2020). Frutos, cladddios (caules carnudos em forma circular,
eliptica, oboval ou rémbica), flores e sementes podem destinar-se a multiplas aplicacdes. Os
seus aproveitamentos, tanto para nutricdo humana e animal, como para o desenvolvimento
de produtos cosméticos ou medicinais, sdo alguns dos exemplos mais descritos na literatura
(Melgar et al., 2017; Martins et al., 2023). A seccao seguinte descreve de forma resumida a
constituicdo de alguns dos principais metabolitos integrantes da planta (primdrios e

sobretudo, secundarios).

2.2.4. PRINCIPAIS COMPOSTOS BIOATIVOS IDENTIFICADOS EM OPUNTIA FICUS-
INDICA (L.) MILL

A figueira-da-india é uma fonte considerdvel de compostos bioativos. Com efeito, esta
espécie apresenta atividades biolégicas relevantes (p.e., propriedades anti-inflamatorias,
hipoglicémicas, antimicrobianas, etc.) devido ao elevado teor de antioxidantes (flavonoides,
ascorbato), pigmentos (carotenoides, betalainas) e dacidos fendlicos (acidos benzdicos,
fenilacéticos, cinamicos) (Al-Nageb et al., 2021; Silva et al., 2021). Para além destes, outros
componentes fitoquimicos (fitosterdis, saponinas e aminodcidos) estdo presentes na planta e

reforcam as suas propriedades bioldgicas e farmacolégicas (Rasoulpour et al., 2017).

2.2.4.1. Polifendis

A figueira-da-india é uma espécie rica em polifendis, nomeadamente, flavondides e
acidos fendlicos, que podem ser encontrados em maior quantidade (Pinto et al., 2021). A fonte
mais significativa de flavondides nesta espécie é a flor. Assumem maior relevo neste grupo os
glicosideos de isorametina (Figura 7), quercetina e glicosideos de canferol (Ouerghemmi et al.,
2017). Para além destes, as flores contém outros compostos organicos, nomeadamente acidos
fendlicos, onde se destacam o acido ferdlico, acido p-cumarico, acido rosmarinico e,
sobretudo, acido galico (Shoukat et al., 2023). Nos frutos em geral, predominam o canferol, a
guercetina e a isorametina, cujas propriedades antioxidantes, antibacterianas e anti-
inflamatérias Ihes sdo reconhecidas (Tahir et al., 2019). Na polpa em particular, o glicosideo
isorametina é encontrado numa quantidade significativa, quando comparado com outros
flavonodides. A pele ou epicarpo do fruto apresenta igualmente concentragdes substanciais de

isorametina, a qual se juntam a quercetina e o canferol (Shoukat et al., 2023). Nas sementes,

24



Avaliagdo do Efeito Bioativo de Extratos Botdnicos de Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill. sobre Phthorimaea absoluta Meyrick e
Macrolophus pygmaeus (Rambur) /

os taninos e derivados de feruloil prevalecem sobre todos os outros fendlicos presentes
(Chougui et al., 2013). Nos cladddios “jovens” e “médios” predominam o acido p-
hidroxibenzéico, acido p-cumadrico, acido ferulico, rutina e nicotiflorina. Estes metabolitos
alteram o seu perfil a medida que aumenta o estado de maturagao da planta (Figueroa-Pérez

et al., 2018).

OH O
OH
|
HO O
OH
OCH3;
Isorametina

Figura 7. Estrutura quimica da isorametina.

2.2.4.2. Betalainas

Os figos-da-india sdo ricos em betalainas, geralmente classificadas em dois grupos, as
betacianinas e as betaxantinas (Figura 8), com base nas suas carateristicas estruturais e
propriedades de absorcdo da luz (Garcia-Cayuela et al., 2019). As varia¢Oes deste alcaldide nos
frutos acabam por influenciar a cor dos mesmos (Daniloski et al., 2022). Deste modo, as
betacianinas sdo responsdveis pela coloracdo vermelho-plUrpura e as betaxantinas pela
coloracdo amarelo-alaranjada (Garcia-Cayuela et al., 2019). Nestes dois grupos sdo mais
conhecidas a betanina e a indicaxantina, respetivamente (Azeredo, 2020). S3o uma fonte
valiosa de corantes “naturais” e ndo sintéticos, (Khan et al., 2020). Além disso, as betalainas
possuem estabilidade quimica e varios estudos mencionam também a sua potente atividade
antioxidante que tem sido associada a protecdo contra doencas degenerativas (Moussa-Ayoub
et al., 2016). Em termos gerais, as betalainas sdo identificadas em quantidades mais elevadas
na polpa e no pericarpo de O. ficus-indica. As betaxantinas sdo abundantes na polpa, enquanto
as betacianinas, em particular a betanina, estdo altamente disponiveis no pericarpo (Slimen et

al., 2020).
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Figura 8. Estrutura quimica das betacianinas e das betaxantinas.

2.2.4.3. Carotendides

Os figos-da-india contém quantidades substanciais de carotendides, sobretudo, o
pericarpo. No entanto, é nos cladddios que é encontrado o maior conteudo de caroteno,
independentemente da cultivar (de Wit et al., 2019). A luteina, B-caroteno e B-criptoxantina
sdo os carotendides mais abundantes nos cladddios, especialmente quando estes se
apresentam em estado fresco (Leopoldo et al., 2012). Convém, por isso, realcar que o estadio
de maturacdo dos cladédios tem um impacto profundo no teor de carotendides (Slimen et al.,
2020). Em termos gerais, sdo varios os fatores que podem afetar a concentracdo de
carotendides na planta, tais como a localizagdo geografica, condi¢des climaticas, época de

colheita e cultivar (Kumar et al., 2020).

2.2.4.4. Fitosterdis

Os fitosterdis sdo constituintes bioativos que estao presentes na figueira-da-india e
onde se incluem esterdis e estandis vegetais, como o campesterol, o sitosterol e o
estigmasterol (Daniloski et al., 2022). O B-sitosterol é descrito como o esterol em maior
abundancia na polpa, pele e sementes (Slimen et al., 2020). O campesterol é encontrado com

maior predominio no fruto (especialmente na pele) e sementes (Tahir et al., 2019).
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2.2.4.5. Saponinas

As saponinas (Figura 9) sdo glicosideos que, segundo a literatura, apresentam um
vasto espetro de atividades bioldgicas, onde se incluem as atividades antibacteriana,
antifungica, antiviral, anti-inflamatdria, citotéxica e inseticida (Slimen et al., 2020). Em O. ficus-
indica, as saponinas sdo encontradas em quantidades mais elevadas nos cladédios (Figueroa-
Pérez et al., 2018), onde apresentam um perfil definido pela presenca de sitosteril 3B-D-
glucopiranosideo, estigmasteril 33-D-glucopiranosideo e campesteril 3B-D-glucopiranosideo.
Os cladddios mais jovens registam um teor mais elevado de saponinas. Apesar de se
encontrarem em menor quantidade, as saponinas também se encontram na pele do fruto e

sementes (Abdel et al., 2020).

Sapogenina

Cadeias de OH
agucar

v OH OH

Figura 9. Estrutura basica das saponinas [adaptado de Slimen et al. (2020)].

2.2.4.6. Proteinas / aminoacidos

O teor de proteinas encontrado nas diferentes partes que compdem a figueira-da-
india apresenta valores varidveis e depende, entre outros, do grau de desenvolvimento da
planta e da sua localizacdo geografica (Slimen et al., 2016). As sementes e a polpa dos frutos
sdo consideradas fontes vegetais sustentdveis de aminoacidos e proteinas. Em O. ficus-indica,
a prolina é o aminoacido predominante e representa cerca de 46% do seu conteldo. Nas
sementes, o principal aminodcido encontrado é o acido glutamico, seguido pela arginina

(Barba et al., 2020). Os principais aminoacidos encontrados nos cladédios sdo a glutamina,
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seguida da valina, lisina, arginina e leucina (Figura 10) (Figueroa-Pérez et al., 2018). Os
cladddios produzem também proteinas que se ligam a hidratos de carbono e que se designam

por lectinas.

Um dos papéis destas proteinas é a defesa contra agentes patogénicos e insetos
fitéfagos (de Santana Souza et al., 2018). Varios estudos (Paiva et al., 2013; Macedo et al.,
2015; Camaroti et al., 2017) relatam os efeitos entomotdxicos destas proteinas e o seu
potencial na prote¢do das culturas. Na realidade, a ingestao de lectinas vegetais pode exercer
efeitos deletérios sobre os insetos em todas as fases de desenvolvimento, o que interfere com
a sobrevivéncia, alimentagao, morfologia e desenvolvimento. Muitas das lectinas com efeito
inseticida tém uma capacidade de ligacdo a quitina, o que lhes permite interagir com
estruturas importantes do corpo do inseto (Macedo et al., 2015). Além disso, as lectinas

podem interferir com a fisiologia e com o comportamento do inseto (Moreira et al., 2022).

0 0 0 0
|
H}NJJ\/\I/L OH OH HN OH
NH: NH, NH,
Glutamina Valina Lisina
NH O (0]
H NJJ\N/\/\)J\ OH OH
NN \]/\I)k
NH, NH
Arginina leucina

Figura 10. Estruturas quimicas da glutamina, valina, lisina, arginina e leucina [adaptado de Moreira et al.
(2022)].

No Quadro 4 sdo apresentados, de forma resumida, alguns dos compostos organicos

identificados em O. ficus-indica com base em diversos estudos.
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Quadro 4. Classes de compostos e compostos organicos identificados em diferentes partes da espécie
Opuntia ficus-indica.

Classes de compostos

Compostos organicos

Elementos da
planta

Referéncias

Fendlicos

Flavonoides
(flavonas,
flavonais,
flavononas,
bengalendsidos,
antocianidinas)

Acidos fendlicos

Quercetina, canferol,
canferol 3-O-glucésido,
canferol 3-O-rutinosido,
Isoquercetina,
Isorhamnetina,
Isorhamnetina-3-0O-
glucésido, Isorhamnetina 3-
O-neohesperidosido,
nicotiflorina, rutina,
narcisina, nicotiflorina,
catequina

Acido cumarico, acido
galico, 3,4-di-
hidroxibenzdico, acido
ferdlico, antraquinonas,
acido salicilico

Flor; pele e
polpa do fruto;
cladddios

Cladodios; pele
e polpa do fruto

(Amaya-Cruz et al., 2019; Silva et
al., 2021; Bellumori et al., 2023;
Shoukat et al., 2023)

(Silva et al., 2021; Nova et al.,
2022; Bellumori et al., 2023)

Cumarinas Cumarina
Terpenoides
Triterpendides e
triterpenos Saponinas Cladddios (Nova et al., 2022)

pentaciclicos

Carotenoides

Luteina, B-caroteno, B-
criptoxantina e licopeno

Cladddios; pele
do fruto

(Jaramillo-Flores et al., 2003;
Cano etal., 2017)

Betalainas

Betaxantinas e
betacianinas; Indicaxantina

Pele e polpa do
fruto

(Cano et al., 2017; Melgar et al.,
2017; Garcia-Cayuela et al., 2019)

Acidos gordos

Acido palmitico, 4cido
oleico, acido linoleico, acido
linolénico e acidos
estedricos

Sementes;
cladddios

(Silva et al., 2021; Guedes et al.,
2023)

Aminoacidos

Serina e prolina, acido
gama-aminobutirico,
taurina, glutamina,
arginina, leucina e tirosina

Fruto (polpa);
cladddios;
sementes

(Kolniak-Ostek et al., 2020;
Guedes et al., 2023; Shoukat et
al., 2023)

Esterois

B-sitosterol, campesterol;
lanosterol; ergosterol

Sementes; pele
e polpa do
fruto; cladddios

(Ramadan et al., 2003; Nova et
al., 2022; Shoukat et al., 2023)
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2.3. PHTHORIMAEA ABSOLUTA MEYRICK - TRACA-DO-TOMATEIRO

Phthorimaea absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) é um microlepidéptero da
familia Gelechiidae, vulgarmente conhecido por traca-do-tomateiro que, como a prépria
designacgao indica, origina enormes prejuizos na cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum
L., Solanaceae) em diferentes geografias do globo (Tarusikirwa et al., 2020; Pandey et al.,
2023). Atualmente, a P. absoluta é considerada a principal restricao biética na producdo de
tomate, quer em ambiente protegido (estufa), quer em campo aberto (Gozel et al., 2020). Os
niveis de perda de producdo agricola sdo elevados, especialmente quando ndo sdo
implementadas estratégias de protecdo (Colmendrez et al, 2022). A introdugdo,
estabelecimento e disseminacdo desta praga em novas latitudes tem sido facilitada pelo
comércio internacional e pela capacidade de adaptacdo e desenvolvimento da espécie em

diferentes agroecossistemas (Dervisoglou et al., 2023).

2.3.1. ORIGENS E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA ATUAL

Origindria da regido dos Andes, no Peru, a P. absoluta foi descoberta pela primeira vez
na regido de Huancayo em 1917 (Araujo Soares et al., 2022), antes de se propagar para os
paises da América Latina durante a década de 1960 (Campos et al., 2017). Embora se trate de
um inseto-praga endémico neotropical, cuja distribuicdo inicial se restringia a sua area de
distribuicdo nativa, a sua area geografica alargou com sucesso apds introdugao nado intencional
na bacia do Mediterraneo (Marchioro et al., 2016). Julga-se que terd sido introduzida a partir
do Chile central (Rwomushana et al., 2019). Foi detetada pela primeira vez em Espanha em
2006, na Comunidade Valenciana. Posteriormente, disseminou-se de forma radpida por toda a

Europa (Desneux et al., 2011).

Em Portugal, os primeiros registos desta espécie foram no Algarve e em estufas da
regido Oeste (Figueiredo et al., 2010). Desde entdo, tem-se propagado para leste e sul, ao
longo de ambientes biofisicos favoraveis. Acredita-se que, numa década, esta praga tenha
aumentado, de 3% para 60%, os niveis de infestacdo das areas cultivadas de tomate em todo

o mundo (Tarusikirwa et al., 2020) (Figura 11).
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Figura 11. Mapa da atual distribuicdo geografica de P. absoluta Fonte: EPPO Global Database
(https://gd.eppo.int/taxon/GNORAB/distribution) (acedido em novembro de 2024).

2.3.2. PLANTAS HOSPEDEIRAS DE P. ABSOLUTA

Apesar de o tomateiro ser o principal hospedeiro de P. absoluta, outras solandceas
podem servir de abrigo e alimento a este inseto, como é o caso das culturas da batata (Solanum
tuberosum L.), beringela (Solanum melongena L.), pimento (Capsicum annuum L.) ou pepino
doce (Solanum muricatum Aiton) (Matos et al., 2011). Também a planta do tabaco (Nicotiana
tabacum L.) (Rwomushana et al., 2019), bem como algumas ervas espontaneas, onde se
incluem as espécies Solanum nigrum L. (erva-moura) e Datura stramonium L. (figueira-do-
inferno) (Matos, 2020; Colmenarez et al., 2022) foram identificadas como hospedeiras de P.
absoluta.

A existéncia de diferentes hospedeiros permite que o inseto continue o seu ciclo de
vida mesmo nas estacdes em que o tomate ndo é cultivado (Mohamed et al., 2015). A
adequacdo do inseto a estas plantas depende principalmente da sua preferéncia para
oviposicdo e das necessidades nutricionais fornecidas pelas folhas durante a fase larvar (Cherif
et al., 2019). Estudos realizados por Smith et al. (2018) sugerem que a gestdo de espécies de

plantas espontaneas pode ser uma opgao vidvel no controlo desta praga devastadora.

2.3.3. BIOLOGIA

P. absoluta é um inseto holometabdlico (apresenta metamorfose completa) (Pandey
et al., 2023), cujo ciclo-de-vida decorre em quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 12).
Cada fase esta diretamente relacionada com a espécie da planta hospedeira e com fatores

ambientais, nomeadamente a temperatura (Colmenarez et al., 2022). Em funcdo dessas
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mesmas condicdes, o ciclo de vida deste inseto poderd completar-se num periodo que varia
entre 29 e 38 dias, ainda que, em condi¢Ges 6timas, seja plausivel que o ciclo se complete em
pouco mais que 20 dias (Matos, 2020). Estes ciclos traduzir-se-do em 8 a 13 geragdes por ano,
mediante a sua localizacdo geogrdfica. De realgar a grande capacidade de adaptacao desta

praga a um largo espectro de temperaturas (Mohamed et al., 2015).

Adulto
10-15 dias

Lagarta
9-10 dias

Figura 12. Ciclo de vida de P. absoluta [adaptado de Pandey et al. (2023)].

2.3.3.1. Ovos

Os ovos, de cor branca a amarela brilhante (Figura 13), tém forma eliptica e medem
aproximadamente 0,35 mm de comprimento (Pandey et al., 2023). S3o depositados
individualmente na face inferior das folhas/foliolos do tomateiro, embora possam ser
encontrados em qualquer outra sec¢do da planta (El-Shafie et al., 2017). Tém um tempo médio
de incubacdo de quatro a oito dias, sempre dependente das varia¢des climaticas, entre outros
fatores. A fémea deposita normalmente 250 a 300 ovos durante o seu ciclo (Colmenarez et al.,

2022).
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Figura 13. Ovos de P. absoluta. Imagem obtida através de lupa estereoscdpica.

2.3.3.2. Lagartas

Durante o seu desenvolvimento, as lagartas de P. absoluta passam por quatro instares
larvares com tempo médio que varia entre 9 e 10 dias, a temperatura constante (25°C) e
alternada (30/20°C), respetivamente (Silva et al., 2015). No primeiro instar, a lagarta apresenta
cor branca e cabeca castanho-escura, forma cilindrica a ligeiramente achatada na regido
dorsiventral, e cinco pares de patas (Pandey et al., 2023). Nesta fase, penetra na epiderme da
folha para se alimentar do mesdfilo, acdo que resulta na producdo de minas inter-laminares.
A medida que as lagartas se alimentam, as minas irregulares unem-se gradualmente e formam
galerias (Moussa et al., 2013). Estas galerias encontram-se habitualmente ocupadas por
lagartas e depdsitos de excrementos perto da abertura externa (Son et al., 2019). Apds fortes
infestacdes, as lesdes visiveis nos foliolos da planta assemelham-se a queimaduras (Pandey et
al., 2023) - necrose foliar - que causam desfolha precoce e, consequentemente, reducdo da

producao fotossintética.

As lagartas apresentam uma armadura bucal trituradora que lhes confere a
capacidade de se alimentarem também de gomos, flores ou frutos. No entanto, a sua
preferéncia incide sobre as folhas recém-emergentes. As lagartas de segundo instar tém uma
forma semelhante a das lagartas de primeiro instar e atingem um comprimento de cerca de 3
mm. As lagartas de terceiro instar (Figura 14) sdo inicialmente cinzentas-esbranquicadas,
passam depois a verdes e, finalmente, brancas, ao atingirem cerca de 5 mm de comprimento

(Colmenarez et al., 2022).
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Figura 14. Lagarta de terceiro instar de P. absoluta. Imagem obtida através de lupa estereoscopica.

Durante o quarto instar, as lagartas medem cerca de 8 mm de comprimento e
apresentam uma mancha vermelha dorsal que se estende dos ocelos até a margem posterior
(Vivekanandhan et al., 2024). Estas lagartas penetram preferencialmente nos frutos, na
extremidade do pedicelo, e desenvolvem tuneis que resultam em deformacdes nos frutos e
facilitam a entrada de agentes patogénicos que podem causar podriddes e retirar todo o valor

comercial aos frutos (Cocco et al., 2015).
2.3.3.3. Pupa

A pupacdo ocorre sobretudo no solo, mas ocasionalmente em caules, folhas secas ou,
muitas vezes, no interior das minas ou galerias formadas (Figura 15) (Batalla-Carrera et al.,
2010). Tipicamente obtusas (as pernas e as asas podem ser diferenciadas) e cilindricas, com
cerca de 5 mm de comprimento e 1,1 mm de didmetro, as pupas sdo inicialmente verdes, apds
0 que passam gradualmente a castanho-escuras. Encontram-se, na sua maioria, cobertas por
casulos brancos e sedosos. A fase de pupa tem uma duragao que habitualmente varia entre 8

e 15 dias (Colmenarez et al., 2022).

Figura 15. Pupa de P. absoluta. Imagem obtida através de lupa estereoscopica.
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2.3.3.4. Adulto

O adulto de P. absoluta (Figura 16) mede cerca de 5-7 mm de comprimento e
apresenta uma cor acinzentada. Apresenta uma envergadura (com as asas abertas) de 8-10
mm, com manchas escuras nas asas anteriores. De habito noturno, os adultos normalmente
permanecem escondidos durante o dia. Distribuem-se entre as culturas através do voo. As
fémeas vivem de 10 a 15 dias, enquanto os machos vivem de 6 a 7 dias (Pandey et al., 2023).
A espécie pode atingir as 10-12 geracdes por ano em virtude do seu elevado potencial

reprodutivo (Garzia et al., 2012).

Figura 16. Adulto de P. absoluta (sexo indiferenciado). Imagem obtida através de lupa estereoscopica.

2.3.5. DANOS E PERDAS DE RENDIMENTO EM CONSEQUENCIA DE ATAQUES DE P.
ABSOLUTA

O habito alimentar (endofagico) e o comportamento criptico da traca-do-tomateiro
torna dificil a sua detecdo no inicio do periodo de infestacdo (Colmenarez et al., 2022). Os
estragos causados por P. absoluta (Figura 17) atribuem-se a alimentacdo direta de partes da
planta, como folhas, flores (cdlice e corola), caules e frutos (imaturos e maduros),
acompanhada de infe¢do secunddria ocasionada pela invasdo de agentes patogénicos a partir
de feridas deixadas pelas lagartas (Shashank et al., 2015). Todas as partes da planta sdo
comestiveis para larvas de terceiro e quarto instar (Rwomushana et al., 2019). Marcas de
perfuracdo, forma irregular, orificios de saida, apodrecimento, sdo todos sinais e sintomas
comuns de danos causados por P. absoluta. Estes estragos afetam diretamente os agricultores,
devido a reducdo da producao comercializavel e, indiretamente, através de custos de producdo

elevados apos ataque desta praga (Pandey et al., 2023). Os danos nas folhas, por exemplo,
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afetam negativamente a taxa fotossintética e resultam em perdas de producdo que podem

chegar aos 100% (Shiberu et al., 2017).

Figura 17. Estragos no tomateiro resultantes de forte infestagdo por P. absoluta.

2.4. MACROLOPHUS PYGMAEUS (RAMBUR)

Na tentativa de verificar a existéncia de efeitos secundarios (toxicidade) resultantes
da aplicacdo dos extratos de F. carica e O. ficus-indica em insetos auxiliares, em particular,
aqueles que contribuem para a limitacdo natural da P. absoluta, alargou-se o presente estudo
a um heteréptero predador da familia Miridae, Macrolophus pygmaeus (Rambur)
(Heteroptera: Miridae), altamente polifago, nativo da bacia mediterranica (Sylla et al., 2016) e
considerado um dos principais inimigos naturais das pragas que afetam a cultura do tomateiro
(Perdikis et al., 2011), nomeadamente da P. absoluta.

Estes inimigos naturais, considerados organismos auxiliares, desempenham um papel
fundamental na regulagdo natural de populagdes de insetos que causam prejuizos em
determinadas culturas agricolas (Backer et al., 2014). O recurso a estes organismos,
nomeadamente de diferentes espécies de mirideos, tem crescido de forma significativa, em

parte, devido a sua comercializacdo (Castaiié et al., 2012).
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Os Miridae (Hemiptera: Heteroptera: Cimicomorpha) constituem uma das familias de
insetos com maior diversidade de espécies e estdo presentes nas principais regides
biogeograficas do planeta, especialmente em ecossistemas tropicais e mediterranicos (Santos,
2022). Estima-se que na Peninsula Ibérica existam cerca de 500 espécies de mirideos (Duarte,
2016), muitos deles omnivoros e predadores-chave em culturas horticolas protegidas e de ar
livre (Figueiredo et al., 2012; Sanchez e Cassis 2018). Em Portugal, na regido Oeste, tem-se
verificado um aumento da sua utilizacdo enquanto auxiliares nas culturas horticolas protegidas
para limitar populacdes de mosca branca Trialeurodes vaporariorum (Westwood), larvas
mineiras Liriomyza spp (Diptera: Agromyzidae) e, sobretudo, traca-do-tomateiro, P. absoluta

(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) (Duarte, 2016).
2.4.1. BIOLOGIA

Os mirideos sdo insetos hemimetabdlicos (apresentam metamorfose incompleta),
cujo ciclo de vida compreende trés fases distintas: ovo, ninfa e adulto. O ciclo de vida de M.
pygmaeus (Figura 18) inicia-se com a postura do ovo, inserido parcialmente no tecido vegetal,
seguido de cinco instares ninfais, cuja morfologia se aproxima progressivamente a do estado
adulto - o estado alado (Duarte, 2016). As fémeas depositam os ovos na regido interna dos
tecidos vegetais, apenas com o opérculo exposto, o que permite ao embrido desenvolver-se
num ambiente de menor vulnerabilidade e, por conseguinte, que a eclosdao da ninfa de
primeiro instar ocorra com maior facilidade (Margaritopoulos et al., 2016). A fertilidade dos
mirideos varia segundo a temperatura (que é muito reduzida a menos de 15°C e a mais de

40°C), hospedeiro e disponibilidade de alimento (Duarte, 2016).
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Figura 18. Ciclo de vida de M. pygmaeus. Fonte: BioBee.
(https://www.biobee.com/solutions/biomacrolophus/#cdimportant)

2.4.2. ASPETOS MORFOLOGICOS

Em termos morfoldgicos, apesar das diferencas na dimensdo, cor, ou pontuacdo no
tegumento, as espécies da familia Miridae apresentam caracteristicas comuns: ndo possuem
ocelos na cabeca e, quer o rostro, quer as antenas, possuem quatro articulos (Duarte, 2016).
A sua dimensdo pode variar entre 1 e 15 mm (Sanchez e Cassis, 2018). Os ovos possuem uma
forma elipséide, com uma ligeira curvatura e aspeto translicido. As ninfas desenvolvem-se
por cinco instares. Nos Ultimos instares sdo ja observadas muitas semelhancas com o estado
adulto, como por exemplo, os esbocos alares, asas que nao estao completamente formadas,
gue lhes impossibilita o voo (Cassis e Schuh, 2012). Os mirideos adultos (Figura 19) possuem
uma forma alongada, relativamente oval. A cabeca caracteriza-se por ter uma forma triangular
com olhos de dimensao destacada. A armadura bucal, tanto das ninfas, como dos adultos, é
picadora-sugadora (Perdikis et al., 2008) e as asas apresentam-se totalmente desenvolvidas

(Duarte, 2016).
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Figura 19. Mirideo adulto (M. pygmaeus) de sexo indiferenciado. Imagem obtida através de lupa
estereoscopica.

2.4.3. REGIME ALIMENTAR

M. pygmaeus possui um regime alimentar zoofitéfago, um tipo especial de omnivoria,
em que os individuos tém a capacidade de se alimentar quer de tecido vegetal, quer de um
amplo espetro de artrépodes, tais como, acaros, moscas brancas, pulgdes, tripes e
lepiddpteros (principalmente ovos e larvas jovens) (Castaiié et al., 2011; Sanchez et al., 2018).
Esta espécie tem maior propensdo para a zoofagia (quando se alimenta de insetos), embora
exiba facultativamente a fitofagia (quando se alimenta de plantas) (Yiacoumi et al., 2024) que
assume um papel substancial na manutencdao da sua sobrevivéncia nos periodos de maior
escassez de insetos (presas) (Abracos-Duarte et al., 2021). Isto origina alguma controvérsia
guanto ao estatuto da espécie.

Enquanto insetos fitdfagos, alimentam-se do mesdfilo das folhas e dos tecidos dos
caules, inflorescéncias e frutos, que sao mais equilibrados em nutrientes do que o floema ou
o xilema (Sanchez et al., 2018). Nestas fases, os estragos que produzem sdo considerados
irrelevantes em comparagdao com os beneficios que proporcionam em termos de controlo de
pragas (Castafié et al., 2011). No entanto, em alguns casos foram registados danos econémicos
em culturas de tomate (Moerkens et al., 2016). Neste sentido, devera agir-se de maneira
diferenciada perante ambas as situagdes, isto é, devem os mirideos ser protegidos quando se
alimentam de pragas e intervém favoravelmente relativamente a planta hospedeira e, em
contrapartida, gerir as suas populagdes para que minimizem os aspetos negativos do seu

caracter fitéfago (Duarte et al., 2016; Moerkens et al., 2016).
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2.4.4. OCORRENCIA NATURAL DE M. PYGMAEUS EM CAMPOS ABERTOS E
COLONIZAGAO DE ESTUFAS

Durante os meses de inverno, M. pygmaeus pode colonizar diversas plantas, das quais
se destacam as espécies Amaranthus blitum L., Artemisia vulgaris L., Cistus creticus L., Datura
stramonium L., Dimorphotheca aurantiaca DC., Dittrichia viscosa (L.) Greuter ou Parietaria
officinalis L. (Backer et al., 2014). E, ainda, abundante em Solanum nigrum L., uma das suas
principais hospedeiras nesta fase (Ingegno et al., 2011). Na primavera, o inseto abandona
estas espécies para colonizar culturas horticolas (Backer et al., 2014). Assim, para além do
tomateiro, ocorre espontaneamente nas culturas da beringela, batata, pimento e feijao
(Urbaneja et al., 2009).

M. pygmaeus tem sido predominantemente utilizado, nas ultimas trés décadas
(Moerkens et al., 2016), em programas de protecao bioldgica complementar de P. absoluta
(Meyrick) (Urbaneja et al., 2009) e outras pragas importantes, onde se incluem: moscas
brancas, por exemplo, Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae) e
Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae); tripes, Frankliniella occidentalis
(Pergande) (Thysanoptera: Thripidae); afideos, Myzus persicae (Sulzer); e acaros, Tetranychus

urticae Koch (Acari: Tetranychidae) (Sylla et al., 2016).
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3. OBJETIVO DO TRABALHO

Este trabalho insere-se no ambito do curso de Mestrado em Engenharia Agricultura,
da Escola Superior Agrdria de Viseu, e tem por objetivo a avaliacdo do potencial bioativo de
extratos botanicos de figueira e figueira-da-india, com foco no seu efeito inseticida, para o
possivel desenvolvimento de uma alternativa ecolégica aos métodos tradicionais de protecdo
das culturas, que visam minimizar os prejuizos causados por popula¢des de artrépodes em

determinadas culturas agricolas.
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4. MATERIAL E METODOS

A experimentacao efetuada no ambito desta dissertagdo decorreu nas instalagdes da
ESAV, georreferenciada pelas coordenadas de Lat. 40°38'20.3"N e Long. 7°54'38.5"W, no

periodo compreendido entre os meses de abril e julho de 2024.
4.1. RECOLHA DO MATERIAL VEGETAL

A colheita de amostras, quer de folhas de figueira (cultivar “Pingo de Mel”), quer de
cladddios de figueira-da-india, ocorreu em junho e agosto de 2023, respetivamente. As folhas
de figueira foram colhidas aleatoriamente numa exploracdo dedicada a producdo e
comercializagdo de figos (Rosagro Lda.), localizada em A-do-Freire (Lat. 39°31'52.6"N; Long.
8°34'23.0"W), Torres Novas (Figura 20A). Os cladddios de figueira-da-india foram recolhidos
numa parcela da “Pepe Aromas”, exploracdo que produz e comercializa figo-da-india e se
encontra sedeada em Vale do Pereiro (Lat. 38°44'19.9"N; Long. 7°48'52.2"W), distrito de Evora
(Figura 20B).

Figura 20. Exploragdo de figos, localizada em A-do-Freire, Torres Novas (A); exploragdo de figos-da-india,
localizada em Vale do Pereiro, Evora (B).

O material vegetal foi devidamente acondicionado e encaminhado para o Laboratério
de Quimica da ESAV, no dia da colheita de campo, efetuada nos meses de junho e agosto de
2023. As folhas (Figura 21A) foram sujeitas a triagem visual, para eliminar aquelas que,
eventualmente, apresentassem algum registo de contaminag¢ao por fungos, degradagao
causada por insetos, entre outros. O mesmo processo foi seguido para os cladédios (Figura

21B) que, além disso, foram posteriormente fracionados em pedacos de menor dimensao.
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Figura 21. Folhas de figueira (A); cladddios de figueira-da-india (B).

Ap0ds pesagem, (Figura 22) o material foi liofilizado, com o intuito de se preservar a

sua composicao quimica.

Figura 22. Folhas de figueira liofilizadas (A); cladédios de figueira-da-india liofilizados (B).
4.2, PREPARACAO DOS EXTRATOS

Ap0s liofilizagao, as folhas de F. carica foram pulverizadas num moinho e submetidas
ao processo de extragdo a temperatura ambiente. O solvente utilizado foi o etanol (EtOH), por
ser considerado seguro, do ponto de vista toxicoldgico, e por evitar a deterioragdo de varios

compostos bioativos (Geow et al., 2021; Bitwell et al., 2023).
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Foram preparados dois extratos etandlicos pela adigao de 100 mL de EtOH 70% ou
100 mL de EtOH 96% a 10 g de folhas convertidas em pd (extratos EFO1 e EF02,
respetivamente). Estes elementos foram subsequentemente agitados a 300 rpm durante 1
hora a temperatura ambiente. O extrato resultante foi duas vezes filtrado, em primeiro lugar,
com um filtro Whatman n21 para remover as particulas de maior dimensdo e, em seguida,
com um filtro G4, para maximizar a capacidade de reten¢do de particulas menores. O passo
seguinte consistiu na completa remocdo do solvente organico a uma temperatura de 40 C,
sob pressao reduzida (evaporador de vacuo rotativo), para ser depois ressuspendido em agua.
O extrato foi colocado no frigorifico a -202C.

Os cladddios liofilizados foram, de igual forma, triturados e submetidos a dois
métodos de extra¢do. O primeiro método, do qual resultou o extrato EC03, foi desenvolvido
de acordo com o mesmo procedimento seguido para o extrato EFO1. O extrato EC04 foi
preparado de acordo com a metodologia seguida por Santana et al. (2009), em que se
adicionaram 50 mL de NaCl 0,15M a 10 g de cladddios convertidos em p6 e agitados a 300 rpm
durante 16 horas a temperatura ambiente. O extrato resultante foi centrifugado a 4000 rpm e
o sobrenadante foi recolhido. Os passos seguintes foram os mesmos que os aplicados aos
extratos anteriores. O Quadro 5 apresenta, de forma resumida, o tipo de extratos

desenvolvidos (Figura 23).

Quadro 5. Tipo de extratos preparados com folhas de Ficus carica e cladédios de O. ficus-indica.

Extrato (ID) Material vegetal Solvente
EFO01 10 g de folhas em pd 70% EtOH 100 mL
EF02 10 g de folhas em pd 96% EtOH 100 mL
ECO3 10 g de cladddios em poé 70% EtOH 100 mL
EC04 10 g de cladddios em poé NaCl 0,15M 50 mL
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Figura 23. Amostras dos extratos apli'cados sobre os insetos objeto estudo.
4.3. ANALISE FITOQUiMICA
4.3.1. QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fendlicos totais (CFT) das amostras foram determinados por ensaio
espetrofotométrico, de acordo com o método de Folin-Ciocalteu e de acordo com o
procedimento previamente estabelecido (Ferreira et al., 2002). Foi estabelecida uma linha de
calibracdo com acido galico (AG), com concentragdes que variaram de 0,025 mg/mL a 0,250
mg/mL. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de

amostra (mg EAG/g).
4.3.2. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Neste estudo, foram aplicados dois métodos para avaliar a capacidade antioxidante
das amostras de folhas de F. carica e de cladédios de Opuntia ficus-indica. A analise baseou-se
em ensaios de eliminacdo de radicais com 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) ou acido 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) de acordo com procedimento descrito por
Henriques et al., 2025. A curva de calibracdo foi estabelecida com solu¢ées diluidas de Trolox
(Tx), cujas concentra¢des variaram de 0,005 a 0,200 mg/mL. Os resultados foram expressos

em mmol de equivalentes de Tx (TE) por 100 g de amostra (mmol TE/100g).
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4.4. CRIAGAO DOS INSETOS
4.4.1. P. ABSOLUTA L.

Antes de se iniciar o processo de manutencao e reproducdo da colénia de P. absoluta
no laboratdrio, foram adquiridas, num estabelecimento comercial, mudas de tomate cereja
(Solanum lycopersicum cv. cerasiforme), transplantadas para vasos individuais de 2,5 L com
substrato universal (0,8% de azoto, 0,6% de fdésforo, 0,8% de potdssio) na estufa do
Departamento de Ecologia e Agricultura Sustentavel (Figura 24A), situada na quinta da Alagoa
(ESAV). Os tomateiros foram regados duas vezes por semana e mantidos sob condicdes de
temperatura, humidade e luz naturais. Nenhum pesticida foi usado em qualquer cultura
estabelecida na estufa. As plantas foram deixadas préximas de um pequeno talhdo infestado
por P. absoluta com a finalidade de se promover a migracao de alguns insetos para os novos
tomateiros (Figura 24B). Quando estes atingiram, aproximadamente, 80 cm de altura,
selecionaram-se as plantas que apresentaram os sinais mais evidentes de contaminagao por P.
absoluta e, em seguida, foram deslocadas para o laboratério, de modo a dar-se continuidade
ao processo de reproducdo da espécie. Para tal, colocaram-se seis plantas no interior de uma
gaiola de criacdo, de dimensdo 60 x 60 x 90 cm e malha de 250 um (Entomopraxis, S.C.P,,

Barcelona, Espanha) (Figura 24C).

Figura 24. Mudas de tomate cereja (Solanum lycopersicum cv. cerasiforme) em vasos individuais (A); os mesmos
tomateiros algumas semanas depois (B); os tomateiros deslocados e colocados no interior de uma gaiola de
criacdo (C).
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Novas mudas foram adquiridas e transplantadas para vasos de 1,5 L (Figura 25A), sob
as mesmas condicdes laboratoriais, para assegurar a substituicdo das plantas, cujo nivel de
estragos provocados pelo inseto fitéfago impossibilitariam a sua manutencdo (Figura 25B).
Além disso, os novos tomateiros serviram também de base para a produc¢do de foliolos nao

infestados, passiveis de serem utilizados nos ensaios direcionados a P. absoluta.

Figura 25. Novas mudas de tomateiro em vasos de 1,5 L (A); plantas fortemente afetadas por P. absoluta,
prontas para serem substituidas por novas mudas de tomateiros (B).

4.4.2. M. PYGMAEUS

As plantas e os insetos utilizados nesta fase do trabalho foram generosamente
cedidos(as) pelo Departamento de Ciéncias e Engenharia de Biossistemas, sec¢do de Protecdo
de Plantas, do Instituto Superior de Agronomia (ISA). Os espécimes provieram de uma
populagdo estabelecida para criagdo na Tapada da Ajuda, Lisboa, 38°42°45.8” N 9°11'02.8" W.

O processo de reproducdo dos individuos, realizado no laboratério (ESAV), dispos de
duas plantas da espécie Nicotiana tabacum L. (planta do tabaco), para assegurar a manutencao
e reprodugao dos insetos. As plantas foram colocadas separadamente no interior de gaiolas
de criacdo em malha de 250 um e 30x30x30 cm de dimensao (Entomopraxis S.C.P., Barcelona,

Espanha) (Figura 26A). Os individuos foram alimentados com uma mistura de ovos de Ephestia
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kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) e cistos de Artemia sp. (Anostraca: Artemiidae)
(Entofood®, Koppert Biological Systems, Berkel en Rodenrijs, Paises Baixos) como presa
artificial, que foram depositados nas folhas das plantas (Figura 26B). As plantas de tabaco
foram regadas duas vezes por semana. As condi¢Oes de temperatura, humidade e luz, em que
os insetos se desenvolveram, foram as mesmas condi¢cdes ambientais acima descritas para P.

absoluta.

Figura 26. Plantas da espécie Nicotiana tabacum colocadas no interior das gaiolas de criagdo (A); mistura de
ovos de Ephestia kuehniella Zeller e cistos de Artemia depositados nas folhas das plantas (B).

4.5. BIOENSAIOS

4.5.1. AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS SOBRE PHTHORIMAEA ABSOLUTA
EM FOLIOLOS DE TOMATEIRO

O ensaio de exposicao das lagartas de P. absoluta aos quatro extratos obtidos foi
realizado de acordo com o Protocolo do Insecticide Resistance Action Committee, designado
por IRAC Susceptibility Test Method 022, Version 03, com adaptacdes. Adicionalmente,
utilizou-se, com modifica¢cOes, a metodologia descrita por Esther et al. (2019).

Os foliolos infestados por P. absoluta apresentam sintomas que se caracterizam pela
existéncia de uma ou mais secgles irregulares (galerias) com dimensdo variada (aumentam
em funcdo das diferentes transformacoes ao longo do desenvolvimento do inseto) e auséncia
de mesdfilo, mas com epiderme intacta (Figura 27A). Assim, os foliolos constituidos por
galerias com potencial para poder conter lagartas de tamanho ideal foram colhidos a medida
gue os tratamentos se desenrolaram. As lagartas de P. absoluta foram visualizadas com maior
rigor através de uma lupa binocular estereoscépica e, com um pincel fino e macio, forcadas a

48



Avaliagdo do Efeito Bioativo de Extratos Botdnicos de Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill. sobre Phthorimaea absoluta Meyrick e
Macrolophus pygmaeus (Rambur) /

mover-se das galerias formadas no parénquima foliar para o seu exterior (Figura 27B). Cada
lagarta foi cuidadosamente transferida para uma placa de Petri, imediatamente fechada, para

prevenir eventuais fugas.

Figura 27. Galerias formadas por lagartas da traga-do-tomateiro no parénquima foliar das plantas (A); lagarta
forgada a mover-se da galeria para o seu exterior com auxilio de um pincel (B).

Foliolos frescos provenientes dos novos tomateiros (var. “coracdo de boi”), isentos de
contaminacdo, foram, de acordo com o método de imersao foliar (Rasouli et al., 2004),
mergulhados durante 10 segundos em 20 mL de extrato (Figura 28A), e colocados em papel
absorvente para drenar o excesso de solucdo, apds o que foram depois transferidos para a
base de uma placa de Petri (9 cm de diametro) ocupada com um disco de papel de filtro
Whatman N2 1 (www.whatman.com) humedecido com 0,2 ml de 4dgua destilada para manter
o material foliar turgido durante o periodo do tratamento. Para além dos quatro extratos, um
grupo de controlo negativo, o CTL(-), foi tratado apenas com agua destilada. Em cada foliolo
foram depositadas oito lagartas de terceiro instar (4,75 + 1,3 mm) de P. absoluta (Figura 28B),
de forma a promover-se o contacto e a ingestdo do extrato botanico. Cada tratamento foi
repetido 5 vezes. As placas de Petri foram seladas com parafilme e mantidas em condicdes de
temperatura e humidade ambiente, com fotoperiodo de 15:9 horas (luz:escuriddo) (Figura
28C). O numero de lagartas consideradas mortas perante a incapacidade de resposta ao
estimulo provocado com um pincel ou pinga (Figura 28D) foi contado e registado as 24, 48 e
72 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos. O mesmo procedimento foi realizado no grupo de

controlo. Como a mortalidade dos insetos verificada no controlo foi > 5% e < 20%, a
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mortalidade observada nos tratamentos foi corrigida através da formula de Abbott (WHO,

2023), segundo a qual, a percentagem corrigida de mortalidade é dada por:

P—PO
Mortalidade corrigida (%) = ————— X 100
100—PO

em que P é a percentagem de mortalidade dos insetos tratados e Po é a percentagem de

mortalidade dos insetos no controlo.

Figura 28. Imersdo de foliolo em extrato (A); infestacdo de foliolo com lagartas de terceiro instar de P. absoluta
(B); placas de Petri seladas e mantidas em condi¢Ges de temperatura e humidade ambiente (C); lagartas
consideradas mortas, sem resposta ao estimulo (D).

4.6. AVALIAGAO ECOTOXICOLOGICA DO EFEITO DOS EXTRATOS EM ORGANISMOS NAO ALVO

4.6.1. M. PYGMAEUS - EXPOSICAO A SUPERFICIE CONTAMINADA

A exposicdo dos insetos aos extratos desenvolvidos seguiu a metodologia proposta
por Santos et al. (2018), com adaptagGes. Por conseguinte, adultos de M. pygmaeus foram
identificados e capturados individualmente no interior das gaiolas de criacdo. Cada individuo
foi, com o auxilio de um pincel fino, pacientemente introduzido num boido plastico
transparente e, imediatamente a seguir, transferido para um frasco de amostras (50 ml) (Figura
29) até se atingir o numero desejavel de insetos para iniciar o teste. Na superficie inferior de
uma placa de Petri (9 cm de diametro) foi colocado um disco de papel de filtro Whatman No.
1 (www.whatman.com), homogeneamente humedecido com 1,5 ml de extrato botanico. Este
processo foi realizado com cada um dos quatro extratos. Um controlo negativo foi
adicionalmente realizado com agua destilada. Para cada tratamento, seis individuos adultos
de M. pygmaeus, sem diferenciacdao sexual efetuada, foram transferidos dos frascos de
amostras para as placas de Petri, e expostos ao contacto direto com a superficie impregnada

com o extrato. Para cada tratamento foram realizadas 5 repeti¢bes. As placas de Petri foram

50



Avaliagdo do Efeito Bioativo de Extratos Botdnicos de Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill. sobre Phthorimaea absoluta Meyrick e
Macrolophus pygmaeus (Rambur) / Sérgio Santos

imediatamente seladas com parafilme e mantidas sob as mesmas condi¢des ambientais
(temperatura e humidade) descritas anteriormente e com fotoperiodo de 15:9 horas
(luz:escuriddao). Apds 24 e 48 horas de exposi¢do, a taxa de sobrevivéncia ao contacto com o
extrato foi quantificada em fung¢do do numero de insetos que, em cada repeticdo,
manifestaram capacidade de resposta ao estimulo provocado com um pincel ou pinga. O

mesmo procedimento foi realizado no grupo de controlo.

E]

Figura 29. Mirideos adultos (M. pygmaeus) capturados e colocados em placas de Petri.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

ApOs realizacdo dos ensaios testou-se a normalidade dos dados (teste de Shapiro-
Wilk para amostras de dimensao inferior a 50) relativos ao nimero de lagartas de P. absoluta
consideradas mortas e ao numero de adultos mirideos M. pygmaeus que permaneceram
vivos. Contudo, como os dados ndo atingiram a normalidade, os mesmos foram submetidos
aos critérios de assimetria (skewness) da distribuicdo. De acordo com Kim (2013), uma
distribuicdo normal é caracterizada por uma assimetria de valor igual a zero, pelo que a
normalidade é considerada aceitdvel se o coeficiente de assimetria (z) se situar num intervalo
gue varie entre, aproximadamente, -2 e 2. Para tal, o valor de z obteve-se pela divisdo do valor

da assimetria pelo respetivo erro-padrao, que é dado pela seguinte expressao:

Skewness

- EPskewness
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Deste modo, a andlise estatistica dos resultados consistiu, posteriormente, na
comparagao do nimero médio de mortes de lagartas por repeti¢cdo dos diferentes tratamentos
em estudo, através da andlise de varidancia a um fator e com um nivel de significancia de 0,05;
e a comparagdao multipla das médias através do teste H.S.D. de Tukey também com um nivel
de significancia de 0,05. A andlise estatistica foi realizada através do pacote de software

estatistico IBM SPSS versdo 28 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RENDIMENTO DOS EXTRATOS E COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O rendimento dos extratos pode ser observado no Quadro 6. No processo de extracao
das folhas de F. carica, a maior percentagem de rendimento foi obtida para o extrato etandlico
a 70% (EF01), com 11,92%. J& para o extrato etandlico a 96% (EF02), o rendimento foi de
3,22%. Relativamente aos extratos formulados a partir de cladédios de O. ficus-indica, o
rendimento mais elevado foi conseguido pelo extrato de NaCl 0,15M (EC04), com 25,73%,
enquanto o extrato etandlico (EC03) obteve um rendimento de 11,14%. Qodriah et al. (2023)
estudaram o processo de extracao das folhas de F. carica com diferentes percentagens de
etanol e verificaram que quanto maior a percentagem de etanol utilizada, maior o rendimento
do processo de extragao.

Em relacdo aos compostos fendlicos totais (CFT), a tendéncia verificada é semelhante
aos resultados obtidos para o rendimento, neste caso, expresso em equivalente de acido gélico
(GAE) por g de massa seca. Nas folhas de figueira, o extrato etanélico a 70% EF01 (7,2 £+ 0,6 mg
GAE/g) apresentou valores préximos dos obtidos por Konyalioglu et al. (2005) e por Abdel-
Rahman et al. (2021), com 3,8 mg GAE/g e 4,5 mg GAE/g, respetivamente, sob condi¢cdes
idénticas de extracdo. O extrato EFO1 apresentou também o teor mais elevado de compostos
fendlicos em comparagdo com o extrato a 96%. Nos cladddios foi o extrato de NaCl EC04 (51,8
+ 2,4 mg GAE/g) que apresentou o teor mais elevado em compostos fendlicos em relagdo ao
extrato etandlico a 70%.

Quadro 6. Compostos fendlicos totais (mg GAE /g de massa seca) para os 4 diferentes extratos (EFO1, EF02,
ECO03, EC04).

. Compostos Fendlicos Totai
Extratos Rendimento (%) P s

(mg GAE / g massa seca)
EFO1 11,92 7,2+0,6
EFO2 3,22 1,8+0,1
ECO3 11,14 12,7+0,7
ECO4 25,73 51,8+2,4

Os dados foram representados como média + desvio padrdo das trés réplicas de cada extrato. EFO1: Extrato de folhas de F. carica 70% EtOH
; EF02: Extrato de folhas de F. carica 96% EtOH ; EC03: Extrato de cladddios de O. ficus-indica 70% EtOH ; ECO4: Extrato de cladédios de O.
ficus-indica NaCl 0.15M.
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5.2. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Neste estudo selecionaram-se os métodos DPPH e ABTS por serem amplamente
utilizados na investigacao das propriedades bioldgicas de compostos bioativos, em particular
pela simplicidade, rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade e aplicabilidade a diversas
tipologias de compostos tanto hidrofilicos quanto lipofilicos. Os resultados da capacidade

antioxidante determinada pelos métodos de ABTS e DPPH sdo apresentados no Quadro 7.

Quadro 7. Capacidade antioxidante dos quatro extratos (média + DP) analisados por ABTS e DPPH.

EFO1 EF02 EC03 EC04
ABTS (g TE/ 100 g
2,27 +£0,84 5,00 £ 0,62 1,44 +1,09 0,92 £0,46
massa seca)
DPPH (g TE/ 100 g
1,86 +0,62 3,70+ 0,80 0,86 +£ 0,94 0,43 +0,22

massa seca)

Os dados foram representados como média + desvio padrdo das trés réplicas de cada extrato. EFO1: Extrato de folhas de F. carica 70% EtOH
; EF02: Extrato de folhas de F. carica 96% EtOH ; EC03: Extrato de cladddios de O. ficus-indica 70% EtOH ; ECO4: Extrato de cladédios de O.
ficus-indica NaCl 0.15M .

De acordo com os resultados expressos nos Quadros 6 e 7, o extrato etandlico a 70%
(EFO1) apresentou maior teor de compostos fendlicos e menor atividade antioxidante
comparado com o extrato EF02. No entanto, os resultados obtidos para a atividade
antioxidante ndo estdo de acordo com os mesmos alcancados por Qodriah et al. (2023) que,
ao prepararem e analisarem trés extratos etandlicos de folha de figueira (Ficus carica L.) a 50%,
70% e 96%, observaram uma maior capacidade antioxidante no extrato etandlico a 50% e
identificaram o canferol, um flavonol pertencente a classe dos flavondides, como o seu
principal responsavel. Para os cladédios, o maior teor de compostos fendlicos foi obtido na

formulacdo salina. A variacdo da atividade antioxidante entre extratos revelou-se baixa.

5.3. AVALIAGAO DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS VEGETAIS DE F. CARICA E O. FICUS-INDICA
EM P. ABSOLUTA

Avaliou-se o efeito dos 4 extratos vegetais formulados a partir de folhas de F. carica e
cladédios de figueira-da-india na concentracdo (v/v) de 10% sobre lagartas de terceiro instar

da espécie lepiddptera P. absoluta, colocadas em foliolos de tomateiro previamente imersos
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nas preparagoes. O registo do numero de individuos vivos e mortos, por cada repeticao, é

apresentado no quadro seguinte (Quadro 8).
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Quadro 8. Numero de lagartas vivas (v) e mortas (m) de Phthorimaea absoluta, por repeticao e por tratamento, apds 24, 48 e 72 horas de exposi¢do aos extratos EF01,
EF02, EC03, EC04 e ao controlo com agua destilada.

Extratos
Controlo negativo
- EF01 EF02 ECO03 EC04
Repetica
o
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Vv m| v m | v m v m|{v m|v m|v m|v m|Vv m|{Vv m|vVv m|vVv m|vVv m|Vv m|V m
RO1 7 1 7 1 7 1 8 0 6 2 6 2 7 1 6 2 6 2 8 0 8 0 8 0 8 0 7 1 7 1
RO2 5 3| 4 4 4 4 6 2|6 2|6 2|7 1| 7 1|7 1|7 1| 7 1| 7 1,18 0|8 0|8 0
RO3 7 17 1 6 2 8 0|8 0| 7 1,18 0|8 0] 7 1|7 1 6 2 6 2 7 1] 7 116 2
RO4 7 1|5 3 5 3 6 2|6 2|5 3|8 0|7 1 6 2| 7 1| 7 1 6 2|8 0|8 0| 7 1
RO5 5 3 5 3 4 4 7 1 7 1 7 1 7 1 7 1 7 1 8 0 7 1 7 1 8 0 8 0 8 0
Total 31 9|28 12|26 14 |3 5|33 7|31 9|37 3|3 53 7|27 3|3 5|34 6|39 1|38 2|3 4

EFO01: Extrato de folhas de F. carica 70% EtOH; EF02: Extrato de folhas de F. carica 96% EtOH; EC03: Extrato de cladddios de O. ficus-indica 70% EtOH; ECO4: Extrato de cladddios de O. ficus-indica NaCl 0,15M.
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Na primeira observagao, 24 horas apds exposi¢ao por contacto e ingestao ao extrato
etandlico EFO1 (F. carica 70% EtOH), a percentagem de lagartas de terceiro instar mortas
(Quadro 9), correspondeu, em média, a 22,5% (Figura 30). Nao foram, neste periodo,
estabelecidas diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre EFO1 e os extratos
EF02, EC03 e EC04, relativamente ao efeito letal de cada extrato sobre os insetos, no entanto,
o numero de individuos mortos verificado em EF01 foi significativamente superior (p=0,028)
ao do CTL (controlo com 4gua destilada) (Anexo 1; Tabela 5).

Ao fim de 48 horas, a percentagem de lagartas mortas aumentou de 22,5% para 29,9%
e, similarmente ao periodo de observagao anterior, ndo foram aferidas diferengas significativas
entre EFO1 e os restantes extratos (p > 0,05). Pelo contrdrio, a taxa de mortalidade dos insetos
diferiu significativamente (p=0,015) quando comparada com o controlo CTL. No ultimo dia de
observagdo (72 horas), a taxa de mortalidade foi de 34,9%. A auséncia de diferengas
significativas entre EFO1 e EF02, ECO3 e EC04 manteve-se. O niumero de individuos mortos foi
significativamente diferente (p=0.018), entre EF01 e CTL no final das 72 horas (Figura 30).

De igual modo, observou-se para o extrato EF02 (F. carica 96% EtOH), uma taxa de
mortalidade de 12,5% ao fim de 24 horas, 17.4% as 48 horas e 22,4% as 72 horas. Nao foram,
durante os trés periodos de observacao, aferidas diferencas estatisticamente significativas (p
> 0,05) entre EF02 e os extratos ECO3 e ECO4 (Figura 30), relativamente ao numero de
individuos contabilizados mortos. Adicionalmente, a taxa de mortalidade resultante do
tratamento EF02 ndo diferiu significativamente (p > 0.05) quando comparada com o grupo de
controlo.

Por sua vez, a percentagem de lagartas mortas verificada apds exposicao ao extrato
ECO3 (O. ficus-indica 70% EtOH) foi de 7,5%, 12,4% e 14,9% para os periodos pés 24,48 e 72
horas, respetivamente. Ndo foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre EC03 e
o extrato EC04, bem como, entre EF0O3 e o controlo CTL (Figura 30).

Quanto ao tratamento efetuado com o extrato EC04 (O. ficus-indica 0,15M NaCl), a
taxa de mortalidade dos individuos foi similar a do anterior tratamento, concluidas 24 e 48
horas. No entanto, no final do terceiro e Ultimo dia de observacao, a percentagem de lagartas
mortas foi de 17,4% (Figura 30). Da comparacdo entre as médias, ndo foi possivel detetar

diferencas estatisticamente significativas entre EC04 e CTL.
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Por ultimo, para o grupo de controlo CTL, realizado apenas com dagua destilada,
verificaram-se, como seria expectavel, os indices médios de mortalidade mais baixos, isto é,

de 2,5%, 5,0%, e 10,0% para os periodos apds 24, 48 e 72 horas, respetivamente (Figura 30).
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Quadro 9. Mortalidade (%) corrigida pela formula de Abbott das lagartas de Phthorimaea absoluta, por repeti¢do e por tratamento, ao fim de 24, 48 e 72 horas de
exposi¢ao aos extratos EF01, EF02, EC03, EC04 e ao controlo com agua destilada.

Mortalidade (%) para cada tratamento

Controlo negativo

Repeticoes EFO1 EF02 ECO3 ECO4
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
R1 12,5 12,4 12,4 0,0 24,9 24,9 12,5 24,9 24,9 0,0 0,0* 0,0* 0,0 12,5 12,5
R2 37,5 50,0 50,0 25,0 25,0 25,0 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 0,0 0,0 0,0
R3 12,4 12,4 24,7 0,0* 0,0* 12,2 0,0* 0,0* 12,2 12,4 24,9 24,7 12,5 12,5 25,0
R4 12,5 37,5 37,4 25,0 25,0 37,4 0,0 12,5 24,9 12,5 12,5 24,9 0,0 0,0 12,5
R5 37,5 37,5 50,0 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 0,0 12,5 12,5 0,0 0,0 0,0

EFO1: Extrato de folhas de F. carica 70% EtOH; EF02: Extrato de folhas de F. carica 96% EtOH; EC03: Extrato de cladddios de O. ficus-indica 70% EtOH; ECO4: Extrato de cladddios de O. ficus-indica NaCl 0,15M. *Valores
negativos préximos de zero sdo apresentados como tal.
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Em suma, o extrato cuja percentagem de mortes de lagartas foi maior no fim do
periodo experimental, foi o EFO1 (34.9%%16.39). Ao invés, o menor nimero de lagartas mortas
apés 72 horas, verificou-se sob a acdo do extrato ECO3 (14.9%+10.40), mas ainda assim
superior ao controlo. Por outro lado, em todos os tratamentos, incluindo o grupo de controlo,

registou-se um aumento da mortalidade entre as 24 horas e as 72 horas.
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Figura 30. Mortalidade (%) corrigida pela férmula de Abbott de lagartas de P. absoluta, apds 24, 48 e 72 horas
de exposicdo aos extratos EFO1, EF02, EC03, EC04 e ao controlo com agua destilada). Médias seguidas de letras
diferentes diferem entre si pela analise de variancia ANOVA a 5% de significancia.

Os tratamentos efetuados demonstraram que, quer os extratos etandlicos EFO1, EF02
e ECO3, quer o extrato salino EC04, ndo promoveram resultados significativamente diferentes
entre si sobre a taxa de mortalidade dos individuos de terceiro instar de P. absoluta. Todavia,
o tratamento efetuado com o extrato EFO1 demonstrou algum potencial, na medida em que,
da sua aplicacdo, resultou o maior nimero de individuos mortos, com diferencas
estatisticamente significativas, quando comparado com o grupo de controlo as 24, 48 e 72
horas de exposicdo. Na Figura 31 sdo observaveis individuos estaticos, sem vida, apds 72 horas

de exposicdo ao extrato EFO1.
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Figura 31. Lagartas de P. absoluta mortas sobre um foliolo de tomateiro, apds 72 horas de exposi¢do ao extrato
EFO1.

A eficacia dos extratos observada neste trabalho foi analogamente descrita por outros
autores em estudos anteriores. Com efeito, ensaios efetuados com material vegetal (folhas e
cladédios) das mesmas espécies botanicas em estudo, apresentaram um reduzido ou
inexistente efeito na mortalidade dos insetos alvo. Num desses trabalhos, Ghabbari et al.
(2018) testaram preparacées resultantes do processo de extracdo etandlica de folhas de F.
carica e de outras espécies botanicas para avaliar a toxicidade de cada uma em adultos de
Ceratitis capitata Wied. (Diptera: Tephritidae), vulgarmente designada por mosca-do-
Mediterraneo, um dos principais inimigos das fruteiras em geral. Os extratos de F. carica ndo
exerceram niveis de toxicidade aceitavel para causar mortalidade nos adultos de C. capitata,
apesar de, segundo a analise efetuada pelos autores, conterem quantidades relativamente
elevadas de furanocumarinas, como a angelicina e o bergapten, descritas(os) como compostos
com propriedades inseticidas (Pavela et al., (2013).

Por sua vez, foram relatados por Albuquerque et al. (2023) os efeitos do extrato salino
(0,15M NaCl) de cladddios de O. ficus-indica na sobrevivéncia alimentar e na morfofisiologia
do intestino médio de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera:
Noctuidae), um inseto altamente polifago, que afeta, entre outras, a cultura do milho. Os
autores do estudo formularam uma dieta artificial, incorporaram-lhe o extrato e concluiram
gue o tratamento efetuado exerceu um efeito fagostimulante sobre as lagartas, no entanto,
incapaz de causar mortalidade apds 48 horas de periodo experimental. Apesar disso, o
tratamento resultou em danos na morfologia do intestino médio das lagartas, com uma
reducdo no conteudo de hidratos de carbono e proteinas.

Adicionalmente, num trabalho realizado por de Santana Souza et al. (2018), foram

avaliados os efeitos de uma proteina (lectina), purificada e extraida dos cladddios de O. ficus-
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indica, na sobrevivéncia e nos parametros nutricionais de adultos da espécie Sitophilus
zeamais Mots. (Coleoptera: Dryophthoridae), vulgarmente conhecida por gorgulho do milho.
As lectinas, que sdo na literatura descritas pelas suas capacidades entomotdxicas
(Vandenborre et al., 2011), foram incorporadas em dietas artificiais e disponibilizadas aos
insetos. De acordo com os autores, a ingestdo nado resultou em diferencas significativas nas
taxas de mortalidade, quando comparadas com o grupo de controlo apds 7 e 15 dias de ensaio.
N3o obstante, os autores conseguiram demonstrar que a ingestdo da lectina resultou na
diminuicdo do peso corporal dos individuos.

Por outro lado, existem trabalhos que corroboram a eficicia de extratos
desenvolvidos com as mesmas espécies botanicas abordadas neste estudo quanto a toxicidade
desencadeada sobre alguns insetos, facto que contraria os resultados anteriormente expostos.
Com efeito, num ensaio levado a cabo por Britto et al. (2021), um extrato etandlico de folhas
de F. carica foi desenvolvido e testado para avaliar o seu potencial inseticida sobre Euschistus
heros (F.) (Hemiptera: Pentatomidae), uma espécie de percevejos declarada importante praga
da cultura da soja. Os resultados obtidos comprovaram a toxicidade dos extratos (mortalidade
superior a 70%) sobre aquele inseto, que, de acordo com os autores do ensaio, se deveu
presumivelmente ao teor de cumarinas (especialmente as furanocumarinas bergapten e
psoralen) presente na preparacao etandlica. Além disso, Kim et al. (2005), testaram extratos
metandlicos de folhas de F. carica para verificar a sua atividade inseticida contra mosca branca
Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Sternorrhyncha: Aleyrodidae), considerada uma praga
importante das plantas horticolas e ornamentais. Complementarmente, os autores avaliaram
o efeito do mesmo extrato sobre Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae), um afideo
muito frequente nas culturas do algoddo e considerado praga. Os resultados apresentados
pelos autores do estudo revelaram uma taxa de mortalidade superior a 80% de T
vaporariorum apods 72 horas e uma taxa de sobrevivéncia diminuta relativamente a A. gossypii
durante os periodos experimentais, o que pode dever-se ao diferente solvente organico
utilizado. Do mesmo modo, Chon et al. (2008) testaram extratos metandlicos de fracGes de
folhas de figueira e concluiram que estes apresentaram uma potente atividade
inseticida/acaricida no controlo de algumas pragas agricolas, como o acaro Tetranychus urticae
Koch (Acari: Tetranychidae), uma praga polifaga que causa prejuizos a uma vasta gama de
diferentes plantas hospedeiras, com niveis de toxicidade que atingiram os 80 a 89% dos

individuos. Além disso, fracbes de acetato de etilo e de hexano desses extratos metandlicos
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apresentaram ainda maior atividade acaricida contra T. urticae, com 92% e 90% de controlo,
respetivamente.

Recentemente, Ferrreira et al. (2021) formularam e testaram um extrato salino de
cladddios de O. ficus-indica e verificaram que a sua aplicagdao provocou danos na organizagao
histolégica de lagartas de Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), traca que causa
prejuizos considerdveis nas culturas das brassicas (couve, couve-flor, etc.). Além disso, o
tratamento resultou na inibicdo da atividade da protease do intestino médio do inseto e atuou
como estimulo dissuasor da oviposicdo. Por conseguinte, os autores concluiram que os
cladddios de O. ficus-indica sao uma fonte de compostos téxicos para ovos e lagartas de P.
xylostella e sdo capazes de interferir na escolha do local da postura.

Adicionalmente, Paiva et al. (2011) observaram em térmitas da madeira, da espécie
Nasutitermes corniger (Motsch.) os efeitos de preparac¢des brutas e purificadas de cladddios
com lectinas na sua composi¢cdo. Segundo os autores, o extrato purificado revelou maior
atividade inseticida/termicida, especialmente contra operarias. Os mesmos autores
concluiram que a acdo da lectina purificada pode perturbar a organizacao, a estrutura e a
manutencdo das coldnias de térmitas.

Ficou ainda demonstrado num estudo realizado por Nova et al. (2018) que o extrato
salino (0,15M NaCl) de cladddios de O. ficus-indica causou a mortalidade de larvas de Aedes
aegypti (L). (mosquito vetor da Dengue) apds 48 horas de tratamento. Este estudo avaliou os
efeitos da exposicdo ao extrato em larvas de terceiro instar (L3) e na fertilidade dos adultos
emergentes. Além disso, num estudo mais recente (Nova et al., 2022), os autores concluiram
que o extrato de O. ficus-indica atrasou o desenvolvimento das larvas de A. Aegypti (L). e
reduziu, dessa forma, a emergéncia de adultos.

N3ao foi possivel discutir o efeito inseticida de prepara¢des etandlicas obtidas a partir
de cladddios de O. ficus-indica, dada a escassez ou inexisténcia na literatura de investigacao

cientifica relacionada.

Apesar destes trabalhos, ndo se encontraram resultados de trabalho de investigacao
realizados com preparacdes etandlicas de cladddios de O. ficus-indica, pelo que ndo é possivel
discutir o efeito inseticida quando os extratos s3o preparados desta forma. E de salientar que
neste estudo, optou-se pelo etanol como solvente em vez de outros solventes organicos, como

diclorometano, hexano e acetato de etilo, devido a sua menor toxicidade e menor impacto
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ambiental. O etanol é uma opcdo preferivel, quando a seguranca e a sustentabilidade sao

prioridades.

Convém, ainda, referir que no decorrer dos ensaios inerentes a presente dissertacao
verificou-se que a imersao dos foliolos de tomateiro no extrato EFO1 provocou anomalias de
coloragao e textura, particularmente da variedade “corag¢do de boi”. As alteragdes, visiveis na
face superior e inferior da Iamina foliar, incluiram clorose em tom amarelo acastanhado e
aspeto bago que, por vezes, evoluiu e preencheu a maioria da area foliar durante o periodo de
72 horas e necrose dos tecidos foliares, que conduziram ao aparecimento de areas secas nas
folhas (Figura 32). Estes estragos nas plantas de tomateiro poderdao, eventualmente, ter

influenciado a sobrevivéncia da praga por falta de alimento.

A

Figura 32. Exemplos das alteragGes ocorridas nos tecidos foliares, 24, 48 e 72 horas apds imersdo no extrato
EFO1.
Por conseguinte, deve sublinhar-se a importancia que pode ser dada a uma
abordagem futura sobre o potencial herbicida de F. carica e sua utilidade enquanto soluc¢ao

ecoldgica para a gestao de ervas espontaneas.
5.4. AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DO EFEITO DOS EXTRATOS EM M. PYGMAEUS

Avaliou-se o efeito dos quatro extratos vegetais (EFO1, EFO2, ECO3 e ECO4) em P.
absoluta, na mesma concentracdao, sobre individuos adultos da espécie Macrolophus
pygmaeus apods contacto com discos de papel de filtro impregnados, cada um com o respetivo
extrato. O registo do numero de individuos vivos e mortos, por cada repeti¢do, é apresentado

no quadro seguinte (Quadro 10).

64



Avaliagdo do Efeito Bioativo de Extratos Botdnicos de Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill. sobre Phthorimaea absoluta Meyrick e Macrolophus pygmaeus (Rambur) /

Quadro 10. Numero de adultos Macrolophus pygmaeus vivos (v) e mortos (m), por repeticdo e por tratamento (EF01, EF02, EC0O3, EC04 e controlo), apds 24, 48 e 72
horas de exposigao.

Tratamentos
Controlo
EF01 EF02 ECO04 ECO04
Repticao
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
v m v % m v v m % % m % v m % m
RO1 6 0 6 6 0 5 5 1 5 5 1 5 6 0 6 0
RO2 6 0 5 4 2 4 5 1 5 6 0 6 6 0 5 1
RO3 6 0 5 5 1 4 6 0 6 6 0 4 6 0 5 1
RO4 6 0 6 5 1 5 6 0 6 5 1 5 6 0 5 1
RO5 6 0 6 6 0 6 5 1 5 6 0 6 6 0 6 0
Total 30 0 28 26 4 24 27 3 27 28 2 26 30 0 27 3

EFO1: Extrato de folhas de F. carica 70% EtOH; EF02: Extrato de folhas de F. carica 96% EtOH; EC03: Extrato de cladddios de O. ficus-indica 70% EtOH; EC04: Extrato de cladddios de O. ficus-indica NaCl 0.15M
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Nas primeiras 24 horas, apds exposi¢ao ao extrato EFO1 (F. carica 70% EtOH), a taxa
de sobrevivéncia (TS) de M. pygmaeus (Quadro 11) foi, em média, de 86.7%. Nao foram, neste
periodo, estabelecidas diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre EFO1 e os
extratos EF02, ECO3 e EC04, quanto ao impacto dos extratos sobre esta espécie de mirideos e,
do mesmo modo, ndao se verificaram diferengas significativas em relagdao ao grupo CTL
(controlo com agua destilada). Concluidas as 48 horas de observagao, a TS dos individuos
diminuiu ligeiramente (6,7%) e, similarmente ao periodo de observac¢do anterior, ndo foram
aferidas diferencas significativas entre EFO1 e os restantes extratos (p > 0,05). O mesmo se
verificou quando a TS foi comparada com o controlo CTL (Quadro 12).

No segundo tratamento (EF02), verificou-se que, em ambos os periodos de
observacdo (24 e 48 horas), 90% dos insetos adultos mantiveram a sua dinamica, sem
evidéncias de eventuais efeitos relacionados com a exposicao ao extrato. Adicionalmente, ndo
foram aferidas diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre EF02 e os extratos
ECO3 e ECO4 (Quadro 12). Da mesma forma, o numero de espécimes vivos ndo diferiu
significativamente (p > 0.05), quando comparado com o grupo de controlo.

Por sua vez, a TS aferida apds exposicdo de M. pygmaeus ao extrato EC03 foi de 93,3%
e 86,7% para os periodos pds 24 e 48 horas, respetivamente. Nao foram, igualmente,
observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre ECO3 e EC04 e entre ECO3 e o controlo
negativo CTL (Quadro 12).

Quanto ao quarto tratamento realizado com o extrato EC04, apds o primeiro dia de
observacdo, todos os adultos de M. pygmaeus (100%) permaneceram ativos, sem sinais de
perturbacdo resultante do contacto com o extrato. Concluido o periodo de exposicdo (48
horas) a EC04, verificou-se uma TS de 90% dos individuos. Para além de ndo existirem
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre EC04 e os restantes tratamentos em

estudo, o mesmo se verificou com o controlo CTL, (Quadro 12).
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Quadro 11. Taxa de sobrevivéncia (TS) dos mirideos adultos Macrolophus pygmaeus, por repeticao e por tratamento (EFO1, EF02, EC03, EC04 e controlo), apos 24, 48 e 72
horas de exposigao.

Taxa de sobrevivéncia para cada tratamento

Controlo negativo

Repeticao EFO1 EF02 ECO3 ECO4
24h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24h 48 h
RO1 100,0 100,0 100,0 83,3 83,3 83,3 83,3 83,3 100,0 100,0
R0O2 100,0 83,3 66,7 66,7 83,3 83,3 100,0 100,0 100,0 83,3
RO3 100,0 83,3 83,3 66,7 100,0 100,0 100,0 66,7 100,0 83,3
RO4 100,0 100,0 83,3 83,3 100,0 100,0 83,3 83,3 100,0 83,3
RO5 100,0 100,0 100,0 100,0 83,3 83,3 100,0 100,0 100,0 100,0

EFO1: Extrato de folhas de F. carica 70% EtOH; EF02: Extrato de folhas de F. carica 96% EtOH; ECO3: Extrato de cladddios de O. ficus-indica 70% EtOH; EC04: Extrato de cladddios de O. ficus-indica NaCl
0.15M.
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No grupo de controlo com agua destilada observou-se que, ao fim de 24 horas, 100%
dos individuos continuavam vivos e que, no fim do periodo de observagdo, a TS diminuiu para
93,3%, o que poderd eventualmente ser explicado por questbes de ordem fisioldgica,
associadas, por exemplo, a falta de alimento e/ou hidratacao.

Quadro 12. Percentagem média de adultos Macrolophus Pygmaeus vivos, apos 24 e 48 horas de exposi¢ao
aos extratos EF01, EF02, EC03, EC04 e ao controlo com agua destilada.

Taxa de sobrevivéncia de adultos de M. pygmaeus (%) (média + DP)

Tratamentos
24 h* 48 h*
Controlo negativo 100,0+0,00° 93,349,132
EFO1 86,7+13,94° 80,0+13,94°
EF02 90,0+9,13° 90,049,137
ECO3 93,3+9,13° 86,7+13,94°
ECO4 100,0+0,00° 90,049,137

* Nas colunas, os valores médios seguidos de letras iguais ndo diferem significativamente (p > 0,05). EF01: Extrato de folhas de
F. carica 70% EtOH; EF02: Extrato de folhas de F. carica 96% EtOH; ECO3: Extrato de cladédios de O. ficus-indica 70% EtOH; ECO4: Extrato de
cladddios de O. ficus-indica NaCl 0.15M.

Em suma, a maior TS observada ao fim de 48 horas é atribuida aos extratos EF02
(90,049,13%) e EC0O4 (90,0+9,13%) e, em sentido inverso, a menor TS é verificada para o
extrato EFO1 (80,0+13,94). Os resultados apresentados revelam que nenhum dos extratos
diferiu significativamente do controlo negativo (p > 0,05), pelo que o seu efeito sobre M.
pygmaeus pode ser considerado seguro para esta espécie predadora.

Estudos anteriores com extratos botanicos demonstram que muitas formulagdes
naturais apresentam baixa toxicidade para organismos ndo alvo. Por exemplo, Quarhach et al.
(2022) e Benelli et al. (2019) verificaram que compostos como carvacrol, timol e linalol -
comuns em plantas aromaticas - apresentam efeitos inseticidas seletivos ao afetarem pragas
sem impactar significativamente predadores ou parasitoides. Trabalhos como os de Murugan

et al. (2023) e Salazar et al. (2022) indicam que muitos compostos fendlicos e terpenoides,
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apesar de possuirem atividade inseticida moderada, exibem baixa persisténcia ambiental e
volatilidade, caracteristicas que favorecem a sua seguranca ecotoxicoldgica.

Por outro lado, alguns extratos botanicos ricos em saponinas ou alcaloides
demonstraram efeitos negativos em organismos benéficos, conforme relatado por Campos et
al. (2019) e Visakh et al. (2023), pelo que é reforcada a importancia da escolha criteriosa da

planta e do solvente de extragao.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A grande variedade de compostos bioativos presentes nas plantas é de enorme
utilidade para a formulacdo de alternativas mais seguras e sustentdveis na protecdo das
culturas. A investigacdo cientifica é, neste sentido, fundamental porque permite a descoberta
de novas potencialidades e mecanismos associados a determinados constituintes fitoquimicos
e sua acdo sobre insetos nocivos, mas também sobre os seus efeitos secunddrios em
organismos nao alvo.

No ambito do trabalho experimental realizado foi possivel formular, analisar e testar
quatro extratos botanicos, obtidos a partir de folhas de Ficus carica e de cladédios de O. ficus-
indica, em duas espécies de insetos: Phthorimaea absoluta e Macrolophus pygmaeus.

A andlise de compostos fenélicos totais e da atividade antioxidante revelou que: a) a
formulacdo etandlica a 70% (EF01), obtida das folhas de figueira, apresentou o maior teor de
compostos fendlicos e a menor atividade antioxidante em comparagao com o extrato etandlico
a 96% (EF02); b) nos cladddios, o extrato salino (EC04) apresentou a maior concentracao de
compostos fendlicos, enquanto a atividade antioxidante mostrou pouca variacdo em relacao
ao extrato etandlico a 70% (EC03). Os resultados indicam que a escolha de solvente influencia
a extracdo de compostos bioativos e a sua atividade antioxidante, pelo que pode ser um fator
determinante na formula¢do de extratos com potencial aplicacdo funcional.

Por sua vez, as percentagens de mortalidade obtidas nos ensaios destinados a
avaliacdo do potencial efeito téxico das prepara¢des sugerem que os extratos testados nao
promoveram os resultados esperados (mortalidade >80%)3 em termos estatisticos sobre a taxa
de mortalidade das lagartas de terceiro instar de P. absoluta. Ainda assim, o tratamento
efetuado com o extrato EFQ1, foi aquele que demonstrou maior potencial, apesar da sua
menor atividade antioxidante. A aplicacdo do extrato EF01 resultou num maior nimero de
individuos mortos, com diferencas estatisticamente significativas relativamente ao grupo de
controlo, apds 24, 48 e 72 horas de exposicao.

Por outro lado, a avaliacao ecotoxicolégica dos extratos botanicos de Ficus carica e
Opuntia ficus-indica sobre Macrolophus pygmaeus revelou auséncia de toxicidade

significativa, uma vez que a taxa de sobrevivéncia dos adultos se manteve elevada e

3 De acordo com a literatura (Mata et al., 2024; McDougall et al., 2024) uma mortalidade superior a 80% é
frequentemente considerada indicativa de alta eficacia de um produto testado e mortalidades entre 50% e 80%
podem sugerir eficacia moderada, com eventual necessidade de ajustes na formulagdo ou na dosagem.
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comparavel ao grupo controlo em todos os tratamentos e tempos de exposi¢do (24, 48 e 72
horas).

Verificou-se ainda que no decorrer dos ensaios inerentes ao presente estudo, a
imersdo dos foliolos/folhas de tomateiro no extrato EFO1 produziu alguns sintomas de
fitotoxicidade, particularmente na variedade “coragdo de boi".

Por fim, como perspetivas futuras e no seguimento do estudo ja realizado, o trabalho
a desenvolver podera incluir os seguintes aspetos: a) a otimiza¢do dos métodos de extracdo,
testando diferentes solventes, tempos de maceragao, temperaturas, e comparagao dos seus
efeitos e eficacia; b) a experimentagao de diferentes concentragdes dos extratos botanicos; c)
a purificacdo de compostos que, segundo a literatura, apresentam maior capacidade
inseticida; d) a avaliacdo do efeito dos extratos sobre outros estagios do ciclo de vida de P.
absoluta, nomeadamente, ovos e larvas de primeiro instar, ja que os extratos podem ter a¢oes
diferenciadas ao longo do desenvolvimento do inseto; e) avaliar potenciais efeitos subletais

em P. absoluta e outros insetos, para determinar os seus efeitos a longo prazo.
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RESULTADOS ESTATISTICOS

Quadro Al.1a. Resultados estatisticos referentes ao nimero médio de lagartas de
Tuta absoluta mortas por repeticdo, na amostragem efetuada 24 horas apos a
realizagdo dos tratamentos.

Std.

N Mean Deviation | Std. Error | Minimum | Maximum
EFO1 5 1,8000 1,09545 ,48990 1,00 3,00
EF02 5 1,0000 1,00000 ,44721 ,00 2,00
ECO3 5 ,6000 ,54772 ,24495 ,00 1,00
ECO4 5 ,6000 ,54772 ,24495 ,00 1,00
Controlo 5 ,2000 ,44721 ,20000 ,00 1,00
Total 25 ,8400 ,89815 ,17963 ,00 3,00

Quadro Al.1b. Resultados estatisticos referentes ao nimero médio de lagartas de
Tuta absoluta mortas na amostragem efetuada 24 horas apods a realizagdo dos

tratamentos.
Statistic Std. Error

Mortalidade Mean ,8400 ,17963

5% Trimmed Mean ,7667

Median 1,0000

Variance ,807

Range 3,00

Interquartile Range 1,00

Skewness ,987 ,464

Kurtosis ,874 ,902

Quadro Al.2. Teste de normalidade (teste de Shapiro-Wilk, para amostras inferiores a
30, e de Kolmogorov-Smirnov, para amostras de dimensao superior a 30.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Mortalidade ,269 25 <,001 ,790 25 <,001

2 Lilliefors Significance Correction
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Quadro A1.3. Anadlise de variancias para o numero médio de lagartas de Tuta absoluta mortas por repetigao,
na amostragem efetuada 24 horas apds a realizagdo dos tratamentos

Dependent Variable: Mortalidade

Type Il Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Model 7,360°% 4 1,840 3,067 ,040
Intercept 17,640 1 17,640 29,400 <,001
Tratamentos 7,360 4 1,840 3,067 ,040
Error 12,000 20 ,600
Total 37,000 25
Corrected Total 19,360 24

@ R Squared =,380 (Adjusted R Squared =,256)

Quadro Al.4. Teste de comparagdo multipla (Tukey-HSD) das mortalidades médias de lagartas de Tuta
absoluta para cada tratamento, 24 horas apds a sua aplicacgao.

Dependent Variable: Mortalidade

Tukey HSD
Mean Difference (I- 95% Confidence Interval

(1) Tratamentos  (J) Tratamentos J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

EFO1 EF02 0,80000 0,48990 0,495 -0,6660 2,2660
ECO3 1,20000 0,48990 0,143 -0,2660 2,6660
ECO4 1,20000 0,48990 0,143 -0,2660 2,6660
Controlo 1,60000" 0,48990 0,028 0,1340 3,0660

EF02 EFO1 -0,80000 0,48990 0,495 -2,2660 0,6660
ECO3 0,40000 0,48990 0,922 -1,0660 1,8660
ECO4 0,40000 0,48990 0,922 -1,0660 1,8660
Controlo 0,80000 0,48990 0,495 -0,6660 2,2660

ECO3 EFO1 -1,20000 0,48990 0,143 -2,6660 0,2660
EF02 -0,40000 0,48990 0,922 -1,8660 1,0660
ECO4 0,00000 0,48990 1,000 -1,4660 1,4660
Controlo 0,40000 0,48990 0,922 -1,0660 1,8660

ECO4 EFO1 -1,20000 0,48990 0,143 -2,6660 0,2660
EF02 -0,40000 0,48990 0,922 -1,8660 1,0660
ECO3 0,00000 0,48990 1,000 -1,4660 1,4660
Controlo 0,40000 0,48990 0,922 -1,0660 1,8660

Controlo EFO1 -1,60000" 0,48990 0,028 -3,0660 -0,1340
EF02 -0,80000 0,48990 0,495 -2,2660 0,6660
ECO3 -0,40000 0,48990 0,922 -1,8660 1,0660
EC04 -0,40000 0,48990 0,922 -1,8660 1,0660

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Quadro Al.5a. Resultados estatisticos referentes ao nimero médio de lagartas de
Tuta absoluta mortas por repeticdo, na amostragem efetuada 48 horas apods a
realizagdo dos tratamentos.

Std.

N Mean Deviation | Std. Error | Minimum | Maximum
EFO1 5 2,4000 1,34164 0,60000 0,7341 4,0659
EF02 5 1,4000 0,89443 0,40000 0,2894 2,5106
ECO3 5 1,0000 0,70711 0,31623 0,1220 1,8780
ECO4 5 1,0000 0,70711 0,31623 0,1220 1,8780
Controlo 5 0,4000 0,54772 0,24495 -0,2801 1,0801
Total 25 1,2400 1,05198 0,21040 0,8058 1,6742

Quadro Al1.5b. Resultados estatisticos referentes ao nimero médio de lagartas de
Tuta absoluta mortas na amostragem efetuada 48 horas apods a realizagao dos

tratamentos.
Statistic Std. Error

Mortalidade Mean 1,2400 0,21040

5% Trimmed Mean 1,1667

Median 1,0000

Variance 1,107

Range 4,00

Interquartile Range 1,50

Skewness 0,877 0,464

Kurtosis 0,654 0,902

Quadro Al.6. Teste de normalidade (teste de Shapiro-Wilk, para amostras inferiores a
30, e de Kolmogorov-Smirnov, para amostras de dimensao superior a 30.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Mortalidade 0,270 25 0,000 0,868 25 0,004

2 Lilliefors Significance Correction
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Quadro Al.7. Andlise de variancias para o nuimero médio de lagartas de Tuta absoluta mortas por repetigao,
na amostragem efetuada 48 horas apds a realizagdo dos tratamentos.

Type Il Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Model 10,960° 4 2,740 3,513 0,025
Intercept 38,440 1 38,440 49,282 0,000
Tratamentos 10,960 4 2,740 3,513 0,025
Error 15,600 20 0,780
Total 65,000 25
Corrected Total 26,560 24

@R Squared =,413 (Adjusted R Squared =,295)

Quadro A1.8. Teste de comparagao multipla (Tukey-HSD) das mortalidades médias de lagartas de Tuta
absoluta para cada tratamento, 48 horas apds a sua aplicacao.

Dependent Variable: Mortalidade

Tukey HSD
Mean Difference (I- 95% Confidence Interval

(1) Tratamentos  (J) Tratamentos J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

EFO1 EF02 1,00000 0,55857 0,406 -0,6714 2,6714
ECO3 1,40000 0,55857 0,129 -0,2714 3,0714
ECO4 1,40000 0,55857 0,129 -0,2714 3,0714
Controlo 2,00000* 0,55857 0,015 0,3286 3,6714

EF02 EFO1 -1,00000 0,55857 0,406 -2,6714 0,6714
ECO3 0,40000 0,55857 0,950 -1,2714 2,0714
ECO4 0,40000 0,55857 0,950 -1,2714 2,0714
Controlo 1,00000 0,55857 0,406 -0,6714 2,6714

ECO3 EFO1 -1,40000 0,55857 0,129 -3,0714 0,2714
EF02 -0,40000 0,55857 0,950 -2,0714 1,2714
ECO4 0,00000 0,55857 1,000 -1,6714 1,6714
Controlo 0,60000 0,55857 0,817 -1,0714 2,2714

ECO4 EFO1 -1,40000 0,55857 0,129 -3,0714 0,2714
EF02 -0,40000 0,55857 0,950 -2,0714 1,2714
ECO3 0,00000 0,55857 1,000 -1,6714 1,6714
Controlo 0,60000 0,55857 0,817 -1,0714 2,2714

Controlo EFO1 -2,00000* 0,55857 0,014 -3,6714 -0,3286
EF02 -1,00000 0,55857 0,406 -2,6714 0,6714
ECO3 -0,60000 0,55857 0,817 -2,2714 1,0714
ECO04 -0,60000 0,55857 0,817 -2,2714 1,0714

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Quadro Al.9a. Resultados estatisticos referentes ao numero médio de lagartas de
Tuta absoluta mortas por repeticao, na amostragem efetuada 72 horas apos a
realizagdo dos tratamentos.

N Mean De\?;[:t:ion Std. Error | Minimum | Maximum
EFO1 5 2,8000 1,30384 0,58310 1,1811 4,4189
EF02 5 1,8000 0,83666 0,37417 0,7611 2,8389
ECO3 5 1,4000 0,54772 0,24495 0,7199 2,0801
ECO4 5 1,2000 0,83666 0,37417 0,1611 2,2389
Controlo 5 0,8000 0,83666 0,37417 -0,2389 1,8389
Total 25 1,6000 1,08012 0,21602 1,1541 2,0459

Quadro A1.9b. Resultados estatisticos referentes ao nimero médio de lagartas de
Tuta absoluta mortas na amostragem efetuada 72 horas apods a realizagdo dos

tratamentos.
Statistic Std. Error

Mortalidade Mean 1,6000 0,21602

5% Trimmed Mean 1,5556

Median 1,0000

Variance 1,167

Range 4,00

Interquartile Range 1,00

Skewness 0,690 0,464

Kurtosis 0,329 0,902

Quadro A1.10. Teste de normalidade (teste de Shapiro-Wilk, para amostras inferiores a
30, e de Kolmogorov-Smirnov, para amostras de dimensao superior a 30.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Mortalidade 0,231 25 0,001 0,885 25 0,009

2 Lilliefors Significance Correction

103



Avaliagdo do Efeito Bioativo de Extratos Botdnicos de Ficus carica L. e Opuntia ficus-indica (L.) Mill. sobre Phthorimaea absoluta Meyrick e
Macrolophus pygmaeus (Rambur) /

Quadro Al.11. Analise de variancias para o numero médio de lagartas de Tuta absoluta mortas por
repeticdao, na amostragem efetuada 72 horas apds a realiza¢ao dos tratamentos.

Dependent Variable: Mortalidade

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 11,6007 4 2,900 3,537 0,024
Intercept 64,000 1 64,000 78,049 0,000
Tratamentos 11,600 4 2,900 3,537 0,024
Error 16,400 20 0,820
Total 92,000 25
Corrected Total 28,000 24

# R Squared = ,414 (Adjusted R Squared =,297)

Quadro A1.12. Teste de comparagdo multipla (Tukey-HSD) das mortalidades médias de lagartas de Tuta
absoluta para cada tratamento, 72 horas apds a sua aplicagao.

Dependent Variable: Mortalidade

Tukey HSD
Mean Difference (I- 95% Confidence Interval

(1) Tratamentos  (J) Tratamentos J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

EFO1 EF02 1,00000 0,57271 0,430 -0,7138 2,7138
ECO3 1,40000 0,57271 0,144 -0,3138 3,1138
ECO4 1,60000 0,57271 0,075 -0,1138 3,3138
Controlo 2,00000 0,57271 0,018 0,2862 3,7138

EF02 EFO1 -1,00000 0,57271 0,430 -2,7138 0,7138
ECO3 0,40000 0,57271 0,954 -1,3138 2,1138
ECO4 0,60000 0,57271 0,830 -1,1138 2,3138
Controlo 1,00000 0,57271 0,430 -0,7138 2,7138

ECO3 EFO1 -1,40000 0,57271 0,144 -3,1138 0,3138
EF02 -0,40000 0,57271 0,954 -2,1138 1,3138
ECO4 0,20000 0,57271 0,997 -1,5138 1,9138
Controlo 0,60000 0,57271 0,830 -1,1138 2,3138

ECO4 EFO1 -1,60000 0,57271 0,075 -3,3138 0,1138
EF02 -0,60000 0,57271 0,830 -2,3138 1,1138
ECO3 -0,20000 0,57271 0,997 -1,9138 1,5138
Controlo 0,40000 0,57271 0,954 -1,3138 2,1138

Controlo EFO1 -2,00000" 0,57271 0,017 -3,7138 -0,2862
EF02 -1,00000 0,57271 0,430 -2,7138 0,7138
ECO3 -0,60000 0,57271 0,830 -2,3138 1,1138
ECO04 -0,40000 0,57271 0,954 -2,1138 1,3138

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Quadro Al.13a. Resultados estatisticos referentes ao numero médio de adultos de
Macrolophus pygmaeus vivos por repeticao, na amostragem efetuada 24 horas apos a
realizagdo dos tratamentos.

N Mean De\?;[:t:ion Std. Error | Minimum | Maximum
EFO1 5 6,0000 0,00000 0,00000 6,00 6,00
EF02 5 5,2000 0,83666 0,37417 4,00 6,00
ECO3 5 5,4000 0,54772 0,24495 5,00 6,00
ECO4 5 5,6000 0,54772 0,24495 5,00 6,00
Controlo 5 6,0000 0,00000 0,00000 6,00 6,00
Total 25 5,6400 0,56862 0,11372 4,00 6,00

Quadro A1.13b. Resultados estatisticos referentes ao nimero médio de adultos de
Macrolophus pygmaeus vivos por repeticao, na amostragem efetuada 24 horas apoés a
realizagdo dos tratamentos.

Statistic Std. Error

Mortalidade Mean ,8400 ,17963

5% Trimmed Mean ,7667

Median 1,0000

Variance ,807

Range 3,00

Interquartile Range 1,00

Skewness ,987 ,464

Kurtosis ,874 ,902

Quadro A1.14. Teste de normalidade (teste de Shapiro-Wilk, para amostras inferiores a
30, e de Kolmogorov-Smirnov, para amostras de dimensao superior a 30.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Mortalidade 0,417 25 0,000 0,643 25 0,000

2 Lilliefors Significance Correction
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Quadro A1.15. Andlise de variancias para o nimero médio de adultos Macrolophus pygmaeus vivos por
repeti¢ao, na amostragem efetuada 24 horas apds a realiza¢ao dos tratamentos.

Dependent Variable: Sobrevivéncia

Type lll Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Model 2,560° 4 0,640 2,462 0,078
Intercept 795,240 1 795,240| 3058,615 0,000
Tratamentos 2,560 4 0,640 2,462 0,078
Error 5,200 20 0,260
Total 803,000 25
Corrected Total 7,760 24

2@ R Squared =,330 (Adjusted R Squared =,196)

Quadro A1.16. Teste de comparagdo multipla (Tukey-HSD) das médias de sobrevivéncia de adultos
Macrolophus pygmaeus para cada tratamento, 24 horas apos a sua aplicagao.

Dependent Variable: Sobrevivéncia

Tukey HSD
Mean Difference (I- 95% Confidence Interval

(1) Tratamentos  (J) Tratamentos J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

EFO1 EF02 0,8000 0,32249 0,135 -0,1650 1,7650
ECO3 0,6000 0,32249 0,369 -0,3650 1,5650
ECO4 0,4000 0,32249 0,729 -0,5650 1,3650
Controlo 0,0000 0,32249 1,000 -0,9650 0,9650

EF02 EFO1 -0,8000 0,32249 0,135 -1,7650 0,1650
ECO3 -0,2000 0,32249 0,970 -1,1650 0,7650
ECO4 -0,4000 0,32249 0,729 -1,3650 0,5650
Controlo -0,8000 0,32249 0,135 -1,7650 0,1650

ECO3 EFO1 -0,6000 0,32249 0,369 -1,5650 0,3650
EF02 0,2000 0,32249 0,970 -0,7650 1,1650
ECO4 -0,2000 0,32249 0,970 -1,1650 0,7650
Controlo -0,6000 0,32249 0,369 -1,5650 0,3650

ECO4 EFO1 -0,4000 0,32249 0,729 -1,3650 0,5650
EF02 0,4000 0,32249 0,729 -0,5650 1,3650
ECO3 0,2000 0,32249 0,970 -0,7650 1,1650
Controlo -0,4000 0,32249 0,729 -1,3650 0,5650

Controlo EFO1 0,0000 0,32249 1,000 -0,9650 0,9650
EF02 0,8000 0,32249 0,135 -0,1650 1,7650
ECO3 0,6000 0,32249 0,369 -0,3650 1,5650
ECO4 0,4000 0,32249 0,729 -0,5650 1,3650

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Quadro Al.17a. Resultados estatisticos referentes ao numero médio de adultos de
Macrolophus pygmaeus vivos por repeticao, na amostragem efetuada 48 horas apos a
realizagdo dos tratamentos.

N Mean De\?;[:t:ion Std. Error | Minimum | Maximum
EFO1 5 5,6000 0,54772 0,24495 5,00 6,00
EF02 5 4,8000 0,83666 0,37417 4,00 6,00
ECO3 5 5,4000 0,54772 0,24495 5,00 6,00
ECO4 5 5,2000 0,83666 0,37417 4,00 6,00
Controlo 5 5,4000 0,54772 0,24495 5,00 6,00
Total 25 5,2800 0,67823 0,13565 4,00 6,00

Quadro A1.17b. Resultados estatisticos referentes ao nimero médio de adultos de
Macrolophus pygmaeus vivos por repeticao, na amostragem efetuada 48 horas apods a
realizagdo dos tratamentos.

Statistic Std. Error

Mortalidade Mean 5,2800 0,13565

5% Trimmed Mean 5,3111

Median 5,0000

Variance 0,460

Range 2,00

Interquartile Range 1,00

Skewness -0,410 0,464

Kurtosis -0,680 0,902

Quadro A1.18. Teste de normalidade (teste de Shapiro-Wilk, para amostras inferiores a
30, e de Kolmogorov-Smirnov, para amostras de dimensao superior a 30.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Mortalidade 0,260 25 0,000 0,785 25 0,000

2 Lilliefors Significance Correction
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Quadro A1.19. Andlise de variancias para o nimero médio de adultos Macrolophus pygmaeus vivos por
repeti¢ao, na amostragem efetuada 48 horas apds a realizagao dos tratamentos.

Dependent Variable: Sobrevivéncia

Type Il Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Model 1,840° 4 0,460 1,000 0,431
Intercept 696,960 1 696,960 | 1515,130 0,000
Tratamentos 1,840 4 0,460 1,000 0,431
Error 9,200 20 0,460
Total 708,000 25
Corrected Total 11,040 24

@R Squared =,167 (Adjusted R Squared =,000)

Quadro A1.20. Teste de comparagao multipla (Tukey-HSD) das médias de sobrevivéncia de adultos
Macrolophus pygmaeus para cada tratamento, 48 horas apds a sua aplicagao.

Dependent Variable: Sobrevivéncia

Tukey HSD
Mean Difference (- 95% Confidence Interval

() Tratamentos  (J) Tratamentos J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

EFO1 EF02 0,8000 0,42895 0,367 -0,4836 2,0836
ECO3 0,2000 0,42895 0,990 -1,0836 1,4836
ECO4 0,4000 0,42895 0,881 -0,8836 1,6836
Controlo 0,2000 0,42895 0,990 -1,0836 1,4836

EF02 EFO1 -0,8000 0,42895 0,367 -2,0836 0,4836
ECO3 -0,6000 0,42895 0,635 -1,8836 0,6836
ECO4 -0,4000 0,42895 0,881 -1,6836 0,8836
Controlo -0,6000 0,42895 0,635 -1,8836 0,6836

ECO3 EFO1 -0,2000 0,42895 0,990 -1,4836 1,0836
EF02 0,6000 0,42895 0,635 -0,6836 1,8836
ECO4 0,2000 0,42895 0,990 -1,0836 1,4836
Controlo 0,0000 0,42895 1,000 -1,2836 1,2836

ECO4 EFO1 -0,4000 0,42895 0,881 -1,6836 0,8836
EF02 0,4000 0,42895 0,881 -0,8836 1,6836
ECO3 -0,2000 0,42895 0,990 -1,4836 1,0836
Controlo -0,2000 0,42895 0,990 -1,4836 1,0836

Controlo EFO1 -0,2000 0,42895 0,990 -1,4836 1,0836
EF02 0,6000 0,42895 0,635 -0,6836 1,8836
ECO3 0,0000 0,42895 1,000 -1,2836 1,2836
ECO04 0,2000 0,42895 0,990 -1,0836 1,4836

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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