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RESUMO
ALMEIDA, Gustavo Dias, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2009. Potencial de produtos derivados de Azadirachta indica no controle de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). Orientador: José Cola
Zanuncio. Co-orientadores: José Eduardo Serrdo, Dirceu Pratissoli, Paulo
Roberto Cecon e Teresinha Vinha Zanuncio.

A soja [Glicine max (L.) Merr.] é uma das mais importantes plantas
cultivadas no mundo com grande valor econdmico e social. Insetos pragas podem
reduzir a producdo dessa cultura, destacando-se Anticarsia gemmatalis (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae), como o desfolhador mais importante da soja nas Américas
do Sul e Norte. O nim indiano, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae), é a planta
com maior potencial inseticida do mundo. A azadiractina, sintetizada principalmente
nos frutos dessa planta, ¢ o principal composto responsavel pela acdo letal e subletal
dessa substancia. Os efeitos da azadiractina sobre A. gemmatalis nao foram, ainda,
estudados, mas, essa praga demonstrada elevada suscetibilidade a inseticidas
sintetizados por plantas. Os objetivos desse trabalho foram avaliar o potencial de
produtos derivados de A. indica sobre A. gemmatalis em condi¢des de laboratorio e
casa de vegetagdo. Lagartas de terceiro estadio de A. gemmatalis foram alimentadas
por quatro dias com dieta artificial contendo extrato etanodlico de sementes de A.
indica e 0leo comercial, Azamax®. A mortalidade, consumo alimentar, producao de
fezes, ganho de peso vivo, peso e deformacdo de pupas com 24 horas apds o inicio
desse estagio e sobrevivéncia e a quantidade de ovos produzidos por fémea emergida
a ap6s a exposi¢do ao estrato de nim na fase jovem foram avaliados em laboratorio.
Os efeitos da aplicagdo de extrato de sementes de nim e do 6leo comercial, Azamax”

sobre a mortalidade e consumo alimentar de lagartas de A. gemmatalis em plantas de

soja, em casa de vegetagdo foram, também, avaliados. O extrato de sementes de nim
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e 0leo comercial, Azamax, causaram efeitos deletérios nas lagartas de A. gemmatalis,
como mortalidade larval e pupal, reducao do consumo alimentar e do ganho de peso,
desorganizagdo nas cé¢lulas do intestino médio, modificagcdes no corpo gorduroso e
redu¢do da sintese de proteinas no corpo gorduroso. Mariposas A. gemmatalis
expostas ao extrato de nim apresentarm reducao na quantidade de ovos produzidos.
A pulverizagdo de plantas de soja com produtos derivado de A. indica causou
elevada mortalidade e reduziu os danos por A. gemmatalis nessa cultura. Isto torna
possivel a utilizagdo desses produtos em programas de manejo integrado de A.

gemmatalis na cultura da soja.
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ABSTRACT
ALMEIDA, Gustavo Dias, M.Sc. Universidade Federal of Vigosa, February, 2009.
Potential of products derived from Azadirachta indica in control of
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). Adviser: José¢ Cola
Zanuncio. Co-advisers: José Eduardo Serrdo, Dirceu Pratissoli, Paulo Roberto
Cecon and Teresinha Vinha Zanuncio.

The soybean [Glycine max (L.) Merr.] is an important crop in the world
with high economic and social value. The carterpillar Anticarsia gemmatalis
(Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) is the most important defoliator of soybean in
North and South Americas and the search for useful insecticides to control this pest
has been studied. The neem, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) is the plant with
high insecticide potential of the world. The azadirachtin, synthesized mainly in the
fruits of this plant is the main component responsible for the lethal and sub-lethal
action of the extracts obtained from neem. The objective of this study was evaluate
the potential of products derived from A. indica on A. gemmatalis in the laboratory
and greenhouse conditions. Third stage larvae of A. gemmatalis were fed for four
days with artificial diet containing neem seed ethanol extract and oil trade,
Azamax™ Mortality, food consumption, feces production, weight gain, weight and
deformation of pupae at 24 hours old and the number of eggs per female emerged
from larvae fed on sub-lethal doses of azadirachtin were evaluated in laboratory. The
effects of neem seed extract and the oil trade on mortality and food consumption of
larvae of A. gemmatalis in soybean plants in the greenhouse were also evaluated. The
neem seed extract and trades Azamax, caused deleterious effects on the A.
gemmatalis larvae, as larval and pupal mortality, reduction of food intake and weight
gain, disruption of midgut cells and changes in the fat body. Lower dosages of neem

seed extract reduced the egg productions of the A. gemmatalis moths. Soybean plants

sprayed with both products from A. indica caused high mortality and reduced the



damages by A. gemmatalis in greenhouse conditions. The neem products can be used

in integrated program management of A. gemmatalis in the soybean crop.
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INTRODUCAO GERAL

A lagarta desfolhadora de soja Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera:
Noctuidae) ¢ uma espécie de clima tropical e subtropical com ampla distribui¢ao
geografica, da Argentina aos Estados Unidos da América (Homrich et al., 2008).
Esse inseto desfolha e consume partes de plantas de soja (Nascimento et al., 2003) e
também, em algodoeiro, alfafa, pastagens, arroz e trigo (Turnipseed e Kogan, 1976).

O desfolhamento compromete o enchimento das vagens e reduz a produgdo
de graos de soja (Fugi et al., 2005). O ataque inicial de A. gemmatalis ¢ na forma de
pequenos buracos nas folhas e a medida que o desfolhamento aumenta, estes se unem
até a perda total da folha, inclusive das nervuras e do peciolo, podendo ocasionar até
100% de desfolha (Praca et al., 2006).

O adulto de A. gemmatalis ¢ uma mariposa de coloragdo variada ¢ habito
noturno, mais, comumente, pardo acinzentada, com 40 mm de envergadura e pousa
com as asas abertas, quando se nota uma listra transversal escura unindo as pontas
das asas (Gallo et al., 2002). Sao, freqiientemente, encontradas durante o dia em
locais sombreados, principalmente na base das plantas, mas acasalam se durante o
periodo a noite (Schmidt et al., 2001), com pico de ovipois¢ao entre 21 e 23 horas
(Greene et al., 1973).

Ovos de A. gemmatalis sdo colocados, isoladamente, na face inferior das
folhas, mas ¢ comum a presenca desses em todas as partes das plantas de soja,
incluindo hastes e vagens (Greene et al., 1976). Sao esféricos, de coloracdo verde,
escurecem gradualmente até a coloracdo marrom avermelhada, medem em torno de
0,5 mm, e o periodo de incubagdo ¢, geralmente, de dois a cinco dias (Praga et al.,
2006). Lagartas recém eclodidas comeg¢am a raspar as folhas e o periodo larval tem

de cinco a seis estadios, com, até, 25 dias de duracdo (Andrade et al., 2004),



dependendo da fonte de alimento e temperatura (Panizzi et al., 2004). Lagartas de A.
gemmatalis alimentadas com folhas de diferentes genotipos de soja apresentaram
periodo larval de 11,9 e 13,6 a 25 + 2°C de temperatura, 60 +10% umidade relativa e
fotoperiodo de 14 h (Fugi et al., 2005). A temperatura, também, afeta o niumero de
estadios, com cinco a seis estddios acima de 18,3°C e até sete a temperaturas menores
(Fugi et al., 2003).

Lagartas de A. gemmatalis apresentam coloragdo verde, verde claro ao escuro,
pardo avermelhado e até preta em condigdes de alta populagdo, em especial apos o
segundo estadio, com cinco listras longitudinais de cor branca e até 40-50 mm de
comprimento. Possuem quatro pares de falsas pernas e se jogam no solo quando
tocadas (Gallo et al., 2002). Ao final do ultimo estadio, as lagartas param de se
alimentar, ficam encolhidas com aspecto umedecido e coloragdo résea no dorso,
descem ao solo onde formam um casulo, unindo particulas de fezes por uma de teia a
uma profundidade varidavel em funcdo da textura do mesmo e se transformam em
pupas. Esse periodo dura em media de um a dois dias (Praga et al., 20006).

A pupa de A. gemmatalis apresenta, inicialmente, coloracdo verde-clara e
com um dia de formada, torna-se marrom escura e brilhante, ficando quase preta
proxima a emergéncia dos adultos e medem entre 17 a 20 mm de comprimento
(Praga, 2006). O periodo pupal ¢, inversamente, proporcional a temperatura, com
valores de 22,2, 10,0, 9,5 ¢ 6,9 dias a 20, 25, 30 e 35°C de temperatura em folhas de

soja (Fugi, 2003).



O controle de pragas com bioinseticidas de origem vegetal foi uma das
primeiras formas para regular populagdes de insetos a mais de trés milénios, na
China, Egito, Grécia e India (Wan et al,, 1996). Com o advento dos pesticidas
organossintéticos, entre 1930 e 1950, esses passaram a ser empregados na
agricultura, com menor custo, facil manejo e alta eficiéncia contra pragas. Entretanto,
a utilizacdo intensiva desses pesticidas tem provocado problemas, como intoxicagoes
aguda e cronicas dos aplicadores e consumidores, contaminacdo de aguas
subterraneas, mortalidade de peixes, passaros, entomofauna benéfica, ressurgimento
de novas pragas ¢ intoxicagdes cronicas ¢ agudas de trabalhadores e consumidores
(Isman, 2006; Almeida et al., 2008; Vianna et al., 2009).

O nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) e nativo da India ¢ difundido
em paises da Asia, Africa, América do Sul e Australia (Srivastava et al., 1997) ¢ se
destaca entre as espécies de plantas com maior potencial para a produgdo de
bioinseticidas no mundo. Essa planta tem boa adaptagdo em locais com pH do solo
de 5,0 a 7,0, precipitagdo anual de 400 a 800 mm e temperatura entre 21 ¢ 32°C,
podendo tolerar secas severas, solos pobres e salinos. No entanto, ndo tolera
temperaturas minimas inferiores a 14°C e geadas (Schmutter, 1990).

A azadiractina, um tetranotriterpendide, é o principal composto dessa planta
com a¢do em mais de 400 espécies de pragas no mundo (Nathan et al., 2005; Isman,
2006). Esse composto ¢ sintetizado principalmente nos frutos de A. indica, na
propor¢ao de 10g/kg de améndoas, dependendo de fatores ambientais, genéticos e
dos processos de extracdo (Schmutterer, 1990). Esse aleloquimico afeta a
sobrevivéncia, causa repeléncia e deterréncia alimentar, regula o crescimento e reduz
a fertilidade de fémeas (Mordue e Nisbet, 2000; Bruce et al., 2004; Isman, 2006),

causa anormalidades anatomicas e provoca efeitos histopatoldgicos detrimentais em



tecidos celulares de insetos, como glandulas produtoras de neurohorméneos (Sayah,
2002), tecidos reprodutivos (Sayah et al., 1996; Lucatoni, 2006) e células epiteliais
do intestino (Nogueira et al., 1997; Ndione et al., 2007). Além disso, afeta o
metabolismo de proteinas em insetos (Huang et al., 2004; Huang et al., 2007; Yasmin
et al., 2008).

Insetos da ordem Lepidoptera sdo mais sensiveis aos efeitos da azadiractina
(Koul et al., 2003). Lagartas de Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidac)
alimentadas por 24 horas com folhas de Cedrela odorata, tratadas com diferentes
dosagens de 6leo de sementes de A. indica, apresentaram mortalidade crescente com
o aumento da dosagem (Mancebo et al., 2002). Mamestra brassicae L. (Lepidoptera:
Noctuidae) foi controlada em plantas de repolho, com redu¢do na eclosdo de lagartas
em plantas tratadas e elevada mortalidade das mesmas apos a eclosdo (Seljasena e
Meadowb, 2006). Fato semelhante foi observado para Earias vittella Fabricius
(Lepidoptera: Noctuidae) (Gajmer et al., 2002). Além dos efeitos letais da
azadiractina, doses subletais, também reduzem o consumo alimentar, causam
deformidade de pupas, aumentam o ciclo bioldgico e reducdo da taxa de crescimento
relativo em Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae) (Martinez e
Emden, 2001) e Plodia interpunctella Hubner (Lepidoptera: Pyralidac) (Rharrabe et
al., 2008) ¢ redugdo da oviposigdode Spodoptera exempta Walker (Lepidoptera:
Noctuidae) (Tanzubil e McCaffery, 1990) apos a ingestdo de azadiractina por larvas
dessas espécies.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial de produtos derivados
de Azadirachta indica no controle de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae). Considerando os efeitos letais e subletais desses produtos sobre os



parametros bioldgicos e fisiologicos de A. gemmatalis, em laboratério, ¢ sobre a

mortalidade e danos de A. gemmatalis em plantas de soja, em casa de vegetacdo.
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CAPITULO |

Citotoxicidade no tecido epitelial e reducéo da sintese de proteinas no corpo
gorduroso de lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) por

produtos derivados de Azadirachta indica

Resumo

Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) apresenta grande potencial inseticida,
principalmente sobre lepidopteros. Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera:
Noctuidae) ¢ uma importante praga da cultura da soja. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito de produtos derivados de A. indica sobre os parametros biologicos e
fisiologicos de A. gemmatalis em laboratorio. Lagartas de terceiro estadio de A.
gemmatalis foram alimentadas, durante quatro dias, com dieta artificial contendo
diferentes dosagens de extrato de sementes de A. indica e do 6leo comercial de nim,
Azamax”®. A mortalidade larval, o consumo alimentar, produgdo de fezes, ganho de
peso vivo, anomalias na fase pupal e os efeitos de doses ndo letais no peso de pupas e
capacidade reprodutiva das mariposas emergidas foram avaliados. Cortes
histopatologicos do intestino médio e corpo gorduroso de lagartas de A. gemmatalis,
apos alimentagdo em dieta artificial contendo doses dos produtos derivados de nim
que causaram 100% de mortalidade foram feitos. A expressdo de proteinas na
hemolinfa e corpo gorduroso de lagartas de A. gemmatalis quatro dias apds a
alimentagdo, foram analisadas por eletroforese. Os parametros biologicos foram

negativamente afetados ap6s a ingestdo da dieta com os bioinseticidas derivados de
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nim. Doses maiores que 500 ppm de extrato de sementes de nim e 200 ppm de
Azamax causaram 100% de mortalidade nas lagartas de A. gemmatalis. Valores
menos que esses provocarm deterréncia alimentar, deformidade de pupas e redugao
na capacidade reprodutiva da préxima geragao desse inseto. As c€lulas do epitélio do
intestino médio de lagartas de A. gemmatalis apresentaram inchago, descolamento da
membrana basal e completa disruptura ap6és a exposi¢ao aos produstos derivados de
nim. No corpo gorduroso, ndo foi observado citotoxicidade, mas reducdo da
quantidade do tecido de reserva, lipideos e proteinas, no entanto, sintese de proteinas
no corpo gorduroso das lagartas de A. gemmatalis foi reduzida. Produtos derivados
de A. indica afetaram negativamente os parametros bioldgicos e fisiologicos de A.
gemmatalis, avaliados.

Palavras-chaves: Azadiractina, alteragdes morfologicas, intestino médio, corpo

gorduroso, expressdo de proteinas.
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1. Introducéo

A lagarta desfolhadora da soja, Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera:
Noctuidae) ¢ a praga desfolhadora mais importante da cultura da soja nas Américas
do Sul e Norte (Nascimento et al.,, 2003). Infestagdes desse inseto podem
comprometer a producdo da soja (Fugi et al., 2005).

O controle quimico (Silva et al., 2003), bioldgico, com inimigos naturais
(Foerster e Butnariu, 2004), patogenos, como Bacillus thurigiensis e Baculovirus
anticarsia (Miklos et al., 2007; Cordeiro et al., 2008), além de plantas geneticamente
modificadas expressando toxinas (Homrich et al., 2008), podem ser utilizados no
controle da lagarta desfolhadora da soja. O manejo integrado de pragas deve incluir
mais de estratégia de controle, para a sustentabilidade do agroecossistema agricola. A
adogdo de, apenas, uma estratégia pode ocasionar ressurgéncia de pragas, surtos de
pragas secundarias, selecdo de linhagens resistentes de insetos, alimento com altos
niveis de residuos tdxicos, contamina¢do ambiental e intoxicacdo de pessoas e
animais (Almeida et al, 2008; Vianna et al., 2009).

Azadirachta indica é a planta com maior potencial inseticidas do mundo
(Caboni et al., 2002; Isman, 2006) por apresentar efeitos negativos insetos praga
(Nathan et al., 2005ab) e acaros (Mourao et al., 2004), sendo a ordem Lepidoptera
mais sensiveis aos efeitos dessa planta (Calvo e Molina, 2003; Kuol et al., 2003).

A azadiractina, um tetranoterpenoide, sintetizada principalmente nos frutos de
A. inidica, ¢ principal composto responsavel pela agdo inseticida dessa planta
(Sharma et al., 2003; Nathan et al., 2008a). Essa substancia inibe o crescimento de

insetos, afeta a sobrevivéncia, causa repeléncia e deterréncia alimentar, reduz a
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fertilidade de fémeas e causa anormalidades anatémicas em diversas espécies de
insetos (Martinez ¢ Emdein, 1999; Ismam, 2006).

Os efeitos reguladores de crescimento da azadiractina sobre insetos se
manifestam em anormalidades no crescimento e mudas com distirbios no sistema
neuroenddcrino como o bloqueio da liberagdo de pepitideos neurosecretores, que
regulam a sintese e liberacdao do ecdisonio e hormonio juvenil (Mordue et al., 1998).
A azadiractina tem efeitos citotoxicos diretos sobre células das glandulas produtoras
de hormonios (Sayah et al., 2002), tecidos reprodutivos (Sayah et al., 1996; Nathan
et al., 2008b) e células epiteliais do intestino (Nasiruddin e Mordue, 1993; Nogueira
et al., 1997; Ndione et al., 2007). Além disso, afeta o metabolismo de proteinas
(Huang et al., 2004, Huang et al., 2007, Yasmin et al., 2008) ¢ a sintese de enzimas
em insetos (Lowery e Smirle, 2000; Nathan et al., 2006a; Rharrabe et al., 2008).

O efeito de produtos derivados de A. indica tém sido pouco estudos em
lagartas desfolhadoras da soja, mas, essa praga é suscetivel o outros inseticidas
sintetizados por plantas, como diterpenos ¢ ligninas originarios de Aristolochia
malmeana (Nascimento et al., 2003; Messiano et al., 2008) e isobutil amidas isolados
de Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae) (Navickiene et al., 2007).

Dessa forma, o objetivo foi avaliar os efeitos de doses de produtos derivados
de A. indica sobre parametros bioldgicos e fisiologicos de A. gemmatalis em

laboratorio.

2. Material e Métodos
2.1 Criacao de Anticarsia gemmatalis
A lagarta desfolhadora de soja, A. gemmatalis, foi criada no Laboratério de

Controle Biologico de Insetos do Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecudaria
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(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em Vigosa, Minas Gerais,
Brasil. Adultos dessa espécie foram acondicionados em gaiolas de madeira (30 x 30
x 30 cm) com as laterais teladas com ndilon e tampa de vidro, recebendo solugao
nutritiva embebida em algoddo (Tabela 1). As posturas de A. gemmatalis, com 48
horas, foram coletadas em folhas de papel branco e colocados em potes plasticos
(15cm de diametro e 10cm de altura). Lagartas de A. gemmatalis, apds a eclosdo,
foram alimentadas com dieta artificial (Tabela 2) (Greene et al., 1976) em condicdes
controladas de 25 + 1°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 (L:E).
2.2 Preparacao do extrato etanolico

Frutos senescentes de A. indica foram coletados em uma propriedade rural no
municipio de Barra de Sao Francisco, Estado do Espirito Santo, Brasil, despolpados
em agua corrente, colocados a sombra para retirada do excesso de agua e
armazenados a -2°C. A preparagdo do extrato etandlico de sementes de A. indica foi
realizada no Laboratoério de Biofarméacos do Departamento de Bioquimica da UFV,
da seguinte forma: 500g de améndoas de nim descongeladas foram trituradas em
1,5L de etanol. A solugdo etanolica foi filtrada com papel filtro e o solvente
removido por evaporacio a vacuo com rotavaporizador (50 + 5°C), cinco dias apos o
inicio do processo de extragdo. Esse processo foi repetido por trés vezes, obtendo-se
90ml de um extrato escuro semi-liquido, em temperaturas maiores que 5°C, para
preparacao da solucdo padrao (Nathan, 2006).
2.3 Preparacao da solucédo padrao

Dez mililitros (ml) do extrato semi-liquido de A. indica foram diluidos em
100 ml de etanol (30%) e agitado por 30 minutos até a completa homogeneizagao,
obtendo uma solugdo a 10% (v/v) para a obtencao das concentra¢des (Nathan, 2006).

2.4 Quantificacdo de azadiractina no extrato
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A andlise foi realizada em cromatografo liquido de alto desempenho (HPLC),
detector ultra violeta (UV) com comprimento de ondas de 217 nm, no Laboratorio de
Quimica do Departamento de Quimica da UFV, de acordo com a metodologia de
Schaaf et al. (2000). Uma coluna em fase reserva (C18), com fluxo de 0,6
ml/minuto, pressdo na coluna de 97 Kgf foi utilizada. O solvente utilizado foi
composto por metanol e dgua (1:1). Injetou-se 20 pl de uma solugdo contendo 20%
de extrato de sementes de A. indica.

A presenca de azadiractina no extrato bruto de sementes de nim foi
constatada com 14,132 minutos em HPLC, seguindo o mesmo padrao da azadiractina
pura (SigmaAldrich-Alemanha). Obteve-se uma relacdo de 12,18 pg de azadiractina
por ul de solug@o contendo 20% de extrato bruto de sementes de A. inidica. Assim, o
extrato bruto de nim contétm em média 0,061g de azadiractina por ml,
proporcionando uma solugéo padrdo com 6,1gL™" de azadiractina.

2.5 Efeitos no desenvolvimento larval e pupal de Anticarsia gemmatalis

As avaliagodes dos efeitos dos derivados de A. indica, na fase larval e pupal de
A. gemmatalis, foram adaptadas de Schmidt et al. (1997), Nathan ¢ Sheoon (2006) e
Santiago et al. (2008). Vinte lagartas de terceiro estadio desses insetos, com,
aproximadamente, seis dias de idade e peso corporal de 60 a 80 mg, ficaram sem
alimento por quatro horas e individualizados em placas de Petri (9,5 cm de
diametro). Diariamente, um pedaco de dieta, 1,2 = 0,3 g, com 0, 10, 50, 100, 250,
500 e 1000 ppm do extrato etandlico de sementes de A. indica (0,061 g de
azadiractina por ml) ¢ com 0, 50, 100 e 200 ppm do 6leo comercial de A. indica,
Azamax® (0,012g de azadiractina por ml) foi fornecidos as lagartas, durante quatro

dias. Apds esse periodo, as lagartas de A. gemmatalis receberam dieta sem
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bioinseticidas. Esse estudo foi conduzido em camara climatizada com temperatura de
25 £ 1°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotoperiodo de 14:10 (L:E).
A mortalidade, consumo alimentar, produgdo de fezes, ganho de peso vivo de
lagartas de A. gemmatalis foram avaliados da seguinte forma:
Consumo alimentar (CA):
CA= (Pai — Psa) + Pag
Onde: Pai: peso do alimento fornecido incialmente
Psa: peso da sobra de alimento
Pag: peso da massa de agua perdida por grama de dieta
A produgdo de fezes foi obtida pelo peso direto das fezes produzidas. O
consumo alimentar ¢ a produgdo de fezes de A. gemmatalis foram avaliados, apenas,
durante o periodo de exposicdo das lagartas a dieta artificial com os produtos
derivados de A. indica.
O ganho de peso vivo da fase larval (GPD):
GPD= (Pf-Pi)/D
Onde: Pf: peso vivo final do ultimo estadio larval
Pi: peso vivo inicial no terceiro estadio larval
D: periodo em dias entre o terceiro e o ultimo estadio larval
O peso ¢ a deformacdo de pupas foram obtidos 24 horas apds o inicio desse
estagio.
2.6 Determinacédo dos parametros reprodutivos
Vinte casais adultos emergidos a partir de lagartas de A. gemmatalis
alimentadas, por quatro dias, com dieta artificial em diferentes concentragdes (0, 10,
50, 100 ppm) do extrato etanodlico de semente de nim, foram individualizados em

tubos de PVC com 25 cm de didmetro, para se determinar o nimero de ovos por
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fémea desse inseto (Tanzubil et al., 1990). A contagem do niimero de ovos por fémea
foi feita, entre o terceiro e sexto dia apds a emergéncia desse inseto, por ser o pico de
postura da A. gemmatalis (Greene et al., 1973). Esse teste foi realizado apenas com
extrato de nim, por ndo ter havido emergéncia de adultos nos tratamento com 6leo
comercial, Azamax.
2.7 Histologia

Lagartas de terceiro estadio de A. gemmatalis foram alimentadas com dieta
artificial nas concentragdes dos produtos derivados de nim, que causaram 100% de
mortalidade, e apos dois, trés e quatro dias, trés lagartas por concentragdo foram
imersas em solucdo de Zamboni por 24 horas (Stefanini et al., 1976). O intestino
médio e o corpo gorduroso das lagartas de A. gemmatalis foram retirados em solugdo
salina (125uM), desidratados em série alcodlica e incluidos em historesina. Secgoes
do intestino médio e corpo gorduroso com 5 um de espessura foram coradas com
hematoxilina e eosina e observadas e fotografadas em microscopio optico (Sarmento
et al., 2004).
2.8 Analise de Proteina

A andlise da expressdo de proteinas na hemolinfa e no corpo gorduroso de
lagartas de A. gemmatalis foi adaptada de Huang et al. (2004), Huang et al. (2007).
Lagartas de terceiro estadio de A. gemmatalis foram alimentadas com dieta artificial,
com 500 ou 100 ppm do extrato etandlico de A. indica e 50 ppm do 6leo comercial
de nim, Azamax, durante quatro dias. Amostras da hemolinfa e do corpo gorduroso
de quarenta lagartas de A. gemmatalis por concentragao foram coletados e colocadas
em solucdo antigoagulanmte e congeladas a -20°C. Essas amostras foram
centrifugadas a 12.000g por 15 minutos e o sobrenadante foi utilizado para dosagens

de proteina pelo método de Braford (1976) com albumina bovina como padrdo. O
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gel de poliacrilamida, com amostras de proteina da hemolinfa e corpo gorduroso foi
corrido, em voltagem constante (120 V) (Laemmli, 1971). O gel foi fixado e corado
por 15 mimutos com 0,2% de Azul de Comassie R 250 e lavado com acido acético
(7%) por quatro horas.
2.9 Analise estatistica

A mortalidade larval, a deformidade de pupas e a emergéncia de adultos
foram submetidas a analise de regressao de logit. O consumo alimentar, producao de
fezes, ganho de peso vivo, peso de pupas e numero de ovos por fémea foram

analisados por modelos de regressao.

3. Resultados

A mortalidade larval de A. gemmatalis aumentou, proporcionalmente, com as
concentragdes do extrato etandlico de sementes de A. inidica e do 6leo comercial
Azamax na dieta artificial. Dosagens maiores que 500 ppm de extrato de A.indica e
200 ppm de Azamax provocaram 100% de mortalidade nas lagartas de A. gemmatalis
(Figura 1). A mortalidade larval de A. gemmatalis, aumentou independente da dose,
apos a ingestdo de dieta artificial contendo produtos derivados de A. indica, porém
apos oito dias do inicio da exposicdo ndo foi observado aumento no numero de
insetos mortos (Figura 2).

O consumo alimentar das lagartas de A. gemmatalis foi reduzida com todas as
doses do extrato etandlico e 6leo comercial de sementes de nim, Azamax. Cada ppm
de extrato de sementes nim e Azamax adicionada a dieta artificial, reduziu o
consumo alimentar das lagartas de A. gemmatalis em uma taxa de 0,12% ¢ 0,33%

respectivamente (Figura 3).
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A producdo de fezes de lagartas de A. gemmatalis teve redugdo drastica
durante os quatro dias de observagdo (Figura 4), mas essa reducao foi maior que a
redu¢do do consumo alimentar. Cada ppm de extrato de nim adicionado a dieta
reduziu em 0,12% o consumo alimentar (Figura 3A) e em 0,23% as fezes produzidas
(Figura 4A). Lagartas alimentadas com dieta o 6leo comercial de nim, Azamax,
apresentaram resultados semelhantes, no entanto, com dosagens menores que a do
extrato de sementes de nim (Figuras 3B e 4B).

O ganho de peso vivo médio diario, durante a fase larval de A. gemmatalis foi
drasticamente reduzido com doses letais e subletais de bioinseticidas a base de
azadiractina (Figura 5). Lagartas alimentadas com dieta contendo extrato de semente
de A. indica apresentaram redugao linear, de 4,6% no ganho de peso vivo por ppm de
extrato de nim adicionado a dieta, com valores negativos com 1000 ppm (Figura 5A).
Aquelas lagartas alimentadas com dieta artificial com o 6leo comercial, Azamax,
apresentaram reducdo exponencial de 1,27% do ganho de peso vivo por ppm 6leo de
nim, Azamax, adicionado a dieta, mas sem valores negativos (Figura 5B).

As diferentes concentrac¢des do extrato de sementes de A. inidica reduziram o
peso de pupas de A. gemmatalis. O peso médio de pupas no controle foi 240 mg, ja
com a adicdo do extrato de sementes de nim esse valores decresceram
exponencialmente a uma taxa de 3,5% para cada ppm do extrato adicionado a dieta
(Figura 6). O numero de pupas, no tratamento com o produto comercial Azamax, ndo
foi suficiente para a analise de regressdo, mostrando ser necessario se explorar
melhor o efeito das doses subletais desse produto.

A alimentacdo de lagartas de A. gemmatalis em dieta contendo doses do
extrato de sementes de A. indica, menores que o necessario provocar 10% de

mortalidade na fase larval, aumentou drasticamente o nimero de pupas com

20



deformacdes (Figuras 7). Lagartas expostas a dieta com 250 ppm de extrato de nim
apresentaram 100% de pupas deformadas, com relagdo inversa, entre a deformacao
de pupas e a emergéncia de adultos de A. gemmatalis. Pupas deformadas nao
apresentaram emergéncia de adultos (Figura 7). As deformidades de pupas de A.
gemmatalis foram de pequena a intensa ma formagdo na regido toraxica (Figura 8 B,
C, D e E) até a incompleta formagao da pupa (Figuras 8 F e G), sendo proporcional
ao aumento da dosagem de extrato de sementes de nim.

Mariposas de A. gemmatalis apresentaram reduzida capacidade de
oviposicdo apos a exposi¢do da fase larval a dose do extrato de sementes de nim.
Fémeas adultas emergidas a partir de dieta controle colocaram em média, 85 ovos
durante os trés dias de avaliagdo, mas, cada ppm de extrato de nim adicionado na
dieta resultou em redugdo de 10% a capacidade de oviposi¢ao desse inseto, chegando
a valores quase nulos com 100 ppm (Figura 9).

Lagartas de A. gemmatalis, alimentadas com dieta contendo doses letais de
bioinseticidas a base de azadiractina, apresentaram alteracdes morfologicas no
intestino médio, enquanto no controle, as células do epitélio do intestino estavam
bem formadas e uniformes com bordas estriadas evidentes (Figura 10 A). As células
do epitélio aparecem inchadas e com pequeno descolamento da lamina basal, dois
dias apods a ingestdo de dieta com extrato de nim (Figura 10 B). Com trés dias, ha
uma completa destrui¢ao celular em algumas regides do epitélio intestinal (Figura 10
C). Apos quatro dias, além do descolamento da parede e completa disruptura das
células epiteliais, algumas lagartas apresentaram atrofia do intestino, evidenciado
pela reducdo do tamanho do limem (Figura 10 D).

O corpo gorduroso de lagartas de A. gemmatalis, no controle, apresentou

grandes globulos de lipidios e proteina, pigmentos azuis (Figura 11 A). As células do
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corpo gorduroso das lagartas alimentadas com bioinseticidas a base de azadiractina
apresentaram poucos globulos de lipideos e auséncia de acumulo de proteina (Figura
11 BeC).

A alimentagdo com dicta contendo doses do extrato de nim e Azamx nao
afetou, apos quatro dias, o padrao da expressdo de proteinas na hemolinfa de lagartas
de A. gemmatalis (Figura 12 B, C, D, E). No entanto, a expressao de proteinas no
corpo gorduroso, local de sintese da maior parte das proteinas em lepiddpteros, foi
inibida com 500 ppm do extrato de sementes de nim (Figura 12 G), ja com 100 ppm
do extrato de sementes e 50 ppm de 6leo comercial foram semelhantes ao padrao de

proteinas nas lagartas controle (Figura 12 H e I).

4. Discusséo

A eficiéncia dos produtos derivados de A. indica no controle da lagarta
desfolhadora da soja, deve-se aos seus efeitos antialimentares e tdxicos durante
diferentes fases do ciclo bioldgico dessa praga. Esses efeitos foram, elevada
mortalidade larval e pupal, redu¢do do consumo alimentar, ganho de peso larval e
pupal, deformacdo em pupas e menor capacidade reprodutiva. Isto ¢ semelhante ao
observado para Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera: Nocutuidae) (Martinez
e Emden, 2001), Spodoptera litura F. (Lepidoptera: Nocutuidae) (Huang et al.,
2004), Cnaphalocrocis medinalis Guenée (Lepidoptera: Pyralidae) (Nathan et al.,
2006b), Plodia interpunctella Hiibner (Lepidoptera: Pyralidae) (Rharrabe et al.,
2008), Helicoverpa armigera Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) (Kumar et al., 2008).

A agdo antialimentar da azadiractina e outros limonoides de A. indica,
presentes no extrato etandlico e no 6leo comercial de nim, Azamax, pode ser a causa

da redugdo do consumo alimentar e da produgdo de fezes e ganho de peso vivo de
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lagartas de A. gemmatalis. A adicdo de 6B-hidroxigeduim, gedunin, nimbinene,
salanina e azadiractina, isoladamente, causou deterréncia alimentar ¢ reduziu os
indices nutricionais de H. armigera e S. litura, porém a azadiractina foi a substancia
com maior atividade, em dosagens menores que os outros compostos (Kuol et al.,
2003). Assim como constatado em lagartas de C. medinalis, que foram afetadas
negativamente por outros compostos sintetizados por A. indica, apenas em dosagens
superiores a da azadiractina (Natahan et al., 2006b). Os efeitos observados nas
lagartas de A. gemmatalis podem ser atribuidos, principalmente, a presenca de
azadiractina nos produtos utilizados, pois esses outros limondides s3o efetivos apenas
em dosagens superiores a azadiractina, no entanto, as quantidades dessas substancias
nos bioinseticidas utilizados, sdo menores que a de azadiractina, ja que azadiractina ¢
o composto sintetizado em maior quantidade pelas plantas de A. indica (Caboni et
al., 2002). Esses efeitos antialimentares da azadiractina em insetos podem ser
primarios, pela agdo nos quimioreceptores alimentares dos insetos, estimulo de
células de deterréncia alimentar e/ou bloqueio das células estimuladoras de
alimentagdo ou secundarios pelos efeitos fisiologicos apds a ingestdo ou contato com
a azadiractina (Mordue e Nisbet, 2000). O desarranjo celular no intestino médio das
lagartas de A. gemmatalis, indica que a agdo antialimentar dos bioinseticidas a base
de azadiractina, esta relacionada os efeitos fisiologicos apds da ingestdo desses
compostos.

A hipertrofia nas células do intestino médio de A. gemmatalis, dois dias apos
o inicio da alimentagdo com dieta contendo produtos derivados de A. indica,
descolou as células do epitélio da parede muscular e rompeu a membrana peritréfica,
o que reduz a capacidade digestiva em insetos (Barbeta et al., 2008). Essa hipertrofia

pode ser devido a vacuolizacdo do citoplasma, fragmentagdo do reticulo
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endoplasmatico, disruptura das microvilosidades e¢ da membrana plasmatica
(Rharrabe et al., 2007), como observado em células do intestino de Schistocerca
gregaria Forskal (Orthoptera: Acrididae) e Locusta migratoria L. (Orthoptera:
Acrididae) apoés inje¢do de azadiractina (Nasiruddin ¢ Mordue, 1993), em Rhodnius
prolixus (Hemiptera: Reduvidae) apds ingestdo de sangue com doses de azadiractina
(Nogueira et al., 1997) e Aedes aegypty L. (Dptera: Culicidae) apds exposi¢do em
agua tratada com oleos de A. indica (Ndione et al., 2007). O mecanismo de acdo de
compostos derivados de A. indica nas células intestinais de insetos ndo esta, ainda,
completamente entendido. A azadiractina foi responsavel pela desestruturagdo
celular do intestino de R. prolixus, com possiveis alteragdes no transporte idnico,
devido a drastica reducdo das dobras da membrana basal e desaparecimento da
mitocondria basal nas células intestinais desse inseto (Nogueira et al., 1997). Esta
hipdtese pode ser suportada por observagdes de que a azadiractina e outros nim
limonoides reduzem a atividade de enzimas transportadora do intestino de insetos,
como a ATPase (adenosina trifosfato), que foi 60% menor apds a ingestao de dieta
artificial contendo 1 ppm de azadiractina pura, em lagartas de S. litura (Nathan et al.,
2005a) e C. medinalis (Nathan et al., 2005b). A mesma tendéncia de reducdo da
atividade dessa enzima em lagartas de C. medinalis foi observada com 1 ppm de
salannina, deacetylgeduni, gedunin, 17-hidroxiazadiradione e deacetilnimbina,
porém, essa redugdo foi menos acentuada, que com a azadiractina, na mesma
concentragdo. A ATPase utiliza a energia liberada pela hidrélise de uma molécula de
ATP para conduzir o entrada de dois ions de K" e, concomitantemente, a saida de
trés ions de Na' para o citosol da célula. Essa bomba é o maior contribuinte pelo
diferencial de concentragio de Na' e K" nas células e tem a fungdo principal de

manter o volume celular pela entrada de outros solutos (McMullen e Storey, 2008).
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O gradiente de potencial entre membranas ¢ dissipado, quando ocorre alguma
limitagdo nessa bomba, o que conduz a uma serie de eventos que podem resultar na
morte da célula (Sanchez ¢ O'Donnell, 2007). Assim, a desestruturagdo celular no
intestino de A. gemmatalis pode estar relacionada ao aumento de Na' no interior das
células, o que promove a entrada excessiva de dgua e causa a morte celular. No
entanto, a azadiractina pura ndo apresentou citotoxicidade, in vitro, a células
humanas (143B.TK) e de insetos (Sf9), mas sim, outra substancia sintetizada por A.
indica, o nimbolide ¢ epoxyazadiradione, que causaram desestruturacdo na
membrana plasmatica e inchago das células (Cohen et al., 1996). A exposi¢do de
culturas de células (3T6) ao extrato etanolico do 6leo de sementes de A. indica
causou forte reducdo na viabilidade de células, ja apenas a azadiractina pura ndo
causou nenhum efeito sobre essas células, nesse mesmo trabalho foi verificado que
fracdes ndo identificadas do extrato de nim induziram a apoptose celular (Ilio et al.,
2006). Como o extrato etandlico de sementes de A. indica e o 6leo comercial de nim,
utilizados possuem outros limondides, ¢ possivel que os efeitos citotoxicos no tecido
epitelial seja decorrente da a¢do conjunta de todos os compostos presentes nesses
bioinseticidas. Assim, ¢ necessario mais estudos para entender a agdo de produtos
derivado de A. indica, em nivel celular, afim de se conhecer qual composto ¢
eficiente no controle de pragas e que possua menor impacto sobre células de
mamiferos.

Os efeitos citotoxicos no epitélio do intestino das lagartas de A. gemmatalis
alimentadas com dieta artificial contendo bioinseticidas a base de azadiractina podem
ser responsaveis pela reducao do ganho de peso vivo de larvas e pupas desse inseto.
Lagartas de A. gemmatalis apresentaram redu¢@o na quantidade gotas de lipideos e

granulos de proteinas do corpo gorduroso, esse efeito, pode ser decorrente da
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redu¢do na capacidade dessas lagartas converterem o alimento ingerido em tecido de
reserva do corpo gorduroso. Esse processo ¢ devido a a¢ao de enzimas digestivas,
que sao secretadas nas células epiteliais do intestino de insetos (Nathan et al.,
2008b), assim, a disruptura dessas cé¢lulas pode alterar a capacidade de sintese e
liberacao dessas enzimas (Rharrabe et al., 2007). Essa hipdtese ¢ sustentada pelas
observagdes de que a azadiractina reduziu a atividade de enzimas digestivas de
insetos da ordem Lepidoptera, como a inibi¢do de tripsina no intestino médio de
Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae) (Timmins e Reynolds, 1992), redugdo
da atividade de enzimas digestivas em S. litura e C. medinalis (Nathan et al.,
2005a,b) e atividade da a-amilase em lagartas de P. interpunctella (Rharrabe et al.,
2008).

As alteragdes no corpo gorduroso das lagartas de A. gemmatalis expostas ao
bioinseticidas a base de azadiractina, podem ser devido aos efeitos antialimentares da
A. indica sobre insetos. Ao contrario das células epiteliais do intestino, o corpo
gorduroso ndo apresentou desestruturacdo celular, mas, apenas reducdo na
quantidade de lipideos e proteinas. No entanto, a alimentagdo de lagartas de A.
gemmatalis, por quatro dias, em dieta com 500 ppm de extrato de sementes de nim,
reduziu a expressdo de proteinas no corpo gorduroso dessas lagartas. A capacidade
da azadiractina de afetar a expressdo de proteinas em insetos, apds a ingestdo ou
contato, foi observada em S. litura (Huang et al., 2004), Ostrinia furnacalis Guenée
(Lepidoptera: Crambidae) (Huang et al., 2007) e Bactrocera cucurbitae Coquillet
(Diptera: Tephritidae) (Yasmim et al., 2008). Isto leva a especulacdo de o possivel
sitio de acdo da azadiractina seja o copo gorduroso, por ser o principal 6rgdo de
sintese e armazenamento de proteinas na fase jovem de Lepidoptera (Salvador e

Consoli, 2008). No entanto, a reducdo na capacidade de sintese de proteina do corpo
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gorduroso de lagartas de A. gemmatalis pode ser decorrente da reducdo na
quantidade de substancias de reserva, devido aos efeitos antialimentares provocadas
pela azadiractina, pois nenhum efeito citotdoxico dos produtos derivados de nim foi
observado sobre as células do corpo gorduroso das lagartas de A. gemmatalis.

A alteragdo na expressdo de proteinas do corpo gorduroso de A. gemmatalis
pode ter causado alteragdes na metamorfose de lagartas e pupas e redugdo na
oviposi¢ao de mariposas de A. gemmatalis alimentadas com os bioinseticidas a base
de azadiractina. Proteinas de reservas sdo sintetizadas na fase de alimentagdo de
lepidopteros e sdo utilizadas como precursoras da metamorfose, producdo de ovos e
fonte de nutrientes durante a vida adulta desses insetos (Canavoso et al., 2001).
Assim, insetos tratados com bioinseticida a base de azadiractina que escaparam dos
efeitos letais dessa substincia e emergiram como adultos, frequentemente,
apresentam reducdo na capacidade reprodutiva (Huang et al., 2004). Essa hipdtese
foi constatada, pela redugdo drastica no nimero de ovos produzidos pelas fémeas de
A. gemmatalis que emergiram a partir de doses subletias do extrato de A. indica. A
aplicagdo topica de azadiractina em lagartas de Spodoptera exempta Walker
(Lepidoptera: Noctuidae) afetou a ovogénese ¢ a maturagdo reprodutiva em fémeas
adultas dessa espécie, devido a reducdo da sintese de proteinas no corpo gorduroso
na fase adulta (Tanzubi e McCaffery, 1990). A inje¢do de azadiractina em fémeas
adultas de Labidura riparia Pallas (Dermaptera: Labiduridae) inibiu a sintese de
vitelogenina no corpo gorduroso (Sayah et al., 1996). Contudo, a azadiractina
apresenta efeitos citotoxicos no tecido do aparelho reprodutor de L. riparia (Sayah et
al., 1998), Anopheles stephensis Liston (Diptera: Culicidae) (Lucatoni et al., 2006), o
que reduz a capacidade reprodutiva de insetos, no entanto, esses efeitos sdo

observados apenas quando fémeas adultas s3o expostas a essa substincia,
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evidenciado, que a redugdo na oviposicdo de A. gemmatalis pode ser devido a
reduc¢do dos tecidos de reserva no corpo gorduroso desses insetos.

Produtos derivados de A. indica causaram deformidades em pupas de A.
gemmatalis, o que impediu que esses insetos atingissem a fase adulta. Essas
deformidades foram mais intensas com dosagem maiores dos desse produtos. Efeitos
semelhantes foram observados em lagartas de S. litorralis alimentadas em dicta
artificial contendo 0,1, 0,5 ¢ 1,0 ppm de azadiractina, sendo a quantidade de insetos
deformados proporcional ao aumento da dosagens, chegando a 100% de pupas
deformadas com 1 ppm de azadiractina (Martinez ¢ Emden, 2001). Ninfas de
Nilaparvata lunges (Stal) (Hemiptera: Delphacidae) alimentadas com folhas de arroz
tratadas com extrato etandlico de sementes de A. indica ou azadiractina pura,
provocou anomalias nas fases jovem e adulta (Nathan et al., 2007). As deformidades
e a incapacidade de muda podem ser atribuidas a a¢do reguladora de crescimento da
azadiractina em insetos (Nathan et al., 2006b), que ocorre devido a disrupgdes na
sintese e liberagdo de hormonio de muda (Mordue e Nisbet, 2000). Essa agdo
reguladora do crescimento pode estar associada a mortalidade larval e pupal de A.
gemmatalis, devido a falhas na muda, pois 0 aumento drastico da mortalidade a partir
do quarto dia de inicio da alimentacdo das lagartas com dieta contendo os
bioinseticidas coincide como o periodo de muda da fase larval para pupal. Essa
metamorfose depende de uma grande quantidade de horménios de muda, por ser uma
transformagdo drastica na morfologia dos insetos (Adel e Sehnal, 2000). Essa
capacidade bloqueadora da sintese de hormonios de muda pode ser atribuida aos
efeitos citotoxicos da azadiractina sobre as células secretoras de neurohormoéneos,
inibindo a producdo do ecdisonio (Sayah et al., 2002). Esses efeitos citotoxicos

sobre diversos tecidos celulares, sdo atribuidos a capacidade da azadiractina se ligar a
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-actina, causando a ma formacao das estruturas das células (Kumar et al., 2007).
Esse composto apresenta elevada afinidade com a B-actina, que o ¢ o principal
constituinte do citoesqueleto de insetos e baixa afinidade com a a-actina, principal
constituinte do citoesqueleto de mamiferos (Anuradha et al., 2007).

A quebra do ciclo biologico de A. gemmatalis em diferentes fases, pelos
bioinseticidas a base de azadiractina, contribui para a reducdo da quantidade de
principio ativo que deve ser aplicado, diminuindo a pressdo de selecdo desses
inseticidas sobre essa praga. Pois, lagartas de A. gemmatalis que se alimentaram com
dieta contendo 100 ppm de extrato de nim apresentaram mortalidade inferior a 20%,
mas o consumo alimentar foi 40% menor que as controle, além da elevada taxa de
pupas com deformidade, quer reduziu o numero de adultos emergidos. Além disso,
os adultos de A. gemmatalis emergidos desse tratamento apresentaram redugdo no
nimero de ovos por fémea, fato que limita o crescimento populacional no proximo
ciclo dessa praga. Assim, a utilizacdo de bioinseticidas a base de azadiractina torna-
se importante no manejo da A. gemmatalis devido aos efeitos letais e subletais, como
observado em lagartas de S. litorallis apds alimentacdo em dieta artificial contendo
doses subletais de azadiractina (Martinez e Emden, 1999, 2001).

O extrato etanolico de sementes de A. indica e o 6leo comercial de nim,
Azamax®, foram eficientes no controle das lagartas desfolhadora da soja, no entanto,
0 Azamax foi mais efetivo com dosagens menores que o extrato de nim. Isto pode ser
devido ao processo de extracdo, que no caso do Azamax ¢ com solvente e apolar, que
extrai uma maior quantidade de compostos das sementes de A. indica (Jaglan et al.,
1997). Esse produto também ¢ um concentrado emulsiondvel disperso em oleo de
gergelim. Isto aumenta a capacidade de dispersdo e a aderéncia desse produto na

dieta artificial, além de aumentar a penetracdo no tecido dos insetos, como
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constatado para o 6leo comercial de nim, Margosan-O®, que foi 30% menos efetivo
no controle de Acyrthosiphon pisum Harris (Hemiptera: Aphidoedea) quando

desprovido de 6leo (Stark e Walter, 1995).

5. Concluséo
O extrato etandlico e o 6leo comercial de sementes de A. indica causaram
mortalidade, reduziram o consumo alimentar e o ganho de peso larval e pupal,
iniberam a muda, causaram deformidade em pupas, reduziram a fertilidade de
fémeas, causaram alteragdes morfoldgicas nas células do intestino médio e corpo
gorduroso e alteraram a sintese de proteinas no corpo gorduroso de lagartas de A.

gemmatalis.
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Tabela 1. Solug¢do nutritiva para alimenta¢ao de adultos de Anticarsia gemmatalis

(Lepidoptera: Noctuidae)

Componentes Unidade Quantidade
Mel g 10,50
Agua destilada L 1,05
Cerveja ml 350,00
Sacarose g 60,00
Acido ascorbico g 1,05
Nipagin g 1,05

Tabela 2. Composi¢ao da dicta artificial para criacdo de Anticarsia gemmatalis

(Lepidoptera: Noctuidae)

Componente Unidade Quantidade
Feijao mulatinho g 125,00
Levedo de cerveja g 62,00
Gérmen de trigo g 100,00
Proteina de soja g 100,00
Caseina g 50,00
Agar g 5,00
Nipagin g 5,00
Acido ascorbico g 6,00
Acido sorbico g 3,00
Formol (40%) ml 6,00
Solugao vitaminica ml 10,00
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Figura 1. Mortalidade total da fase larval de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) alimentadas com dieta artificial contendo diferentes concentracdes de
extrato de sementes de Azadirachta indica (0,061 gml” de azadiractina) (A) e 6leo
comercial, Azamax (0,012 gml" de azadiractina) (B). 25 + 1°C de temeperatura, 70

+ 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 (L:E).
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Figura 2. Mortalidade diaria de lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae) alimentadas com dieta artificial com extrato de sementes de nim (0,061

gml™’ de azadiractina) (A) e 6leo comercial, Azamax (0,012 gml™ de azadiractina)

(B). 25 £ 1°C de temeperatura, 70 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10

(L:E).
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Figura 3. Consumo alimentar de lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae) em dieta artificial contendo extrato de sementes Azadirachta indica

(0,061 gml” de azadiractina) (A) e 6leo comercial de A. indica, Azamax (0,012 gml

! de azadiractina) (B). (A) e 6leo comercial de A. indica, Azamax (B), durante quatro

dias. 25 + 1°C de temeperatura, 70 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10

(L:E).
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Figura 4. Massa fecal produzida por lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae) alimentadas com dieta artificial contendo extrato de sementes

Azadirachta indica (0,061 gml" de azadiractina) (A) e 6leo comercial de A. indica,

Azamax (0,012 gml' de azadiractina) (B), durante quatro dias. 25 + 1°C de

temeperatura, 70 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 (L:E).
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Figura 5. Ganho de peso vivo durante a fase larval de Anticarsia gemmatalis

(Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com dieta artificial contendo extrato de

sementes extrato de sementes Azadirachta indica (0,061 gml™ de azadiractina) (A) e
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Figura 8. Deformidade em pupas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
apos alimentagdo com dieta artificial com extrato de sementes de Azadirachta indica
(ppm). A-controle, B- 10, C- 50, D- 100, E- 250, F- 500 e G- 1000. 25 + 1°C de

temeperatura, 70 + 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 (L:E).
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Figura 9. Oviposi¢dao de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), apos a
alimentagdo de lagartas, por quatro dias, com dieta artificial contendo doses ndo
letais de extrato de sementes de Azadirachta indica. 25 + 1°C de temeperatura, 70 +

10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 (L:E).
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Figura 10. Alteragdes morfologicas no intestino médio de lagartas de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) apos alimentagdo com dieta controle (A), um
dia (B), dois dias (C), trés dias (C) e quatro dias (D) com dieta contendo produtos
derivados de A. indica. L-laimem, EP- eptélio, M- parede muscular. 25 + 1°C de

temeperatura, 70 = 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 (L:E)
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Figura 11. Corpo gorduroso de lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae), quatro dias apos a alimentacdo em dieta controle (A) com produtos
derivados de A. indica (B e C). P-proteinas, N-ntcleo, L-lipideos. 25 + 1°C de

temeperatura, 70 £ 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14:10 (L:E)

54



Figura 12. Expressao de proteinas na hemolinfa (B, C, D ¢ E) e corpo gorduroso (F,

G H e 1) de lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), quatro dias
apos a alimentagdo com dieta artificial com produtos derivados de A. indica. A-
padrao de peso molecular conhecido, B-controle, C- 500 ppm extrato de sementes de
nim, D- 100 ppm do extrato de sementes de nim, E- 50 ppm de Azamax, F-controle,
G- 500 ppm extrato de sementes de nim, H- 100 ppm do extrato de sementes de nim,

I- 50 ppm de Azamax.
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CAPITULO Il

Consumo foliar e mortalidade larval de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuide) em plantas de soja tratadas com produtos derivados de Azadirachta
indica

Resumo

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) tem grande
potencial para reduzir a produtividade da cultura da soja. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar efeitos da aplica¢do produtos derivados de Azadirachta indica na
mortalidade de A. gemmatalis e danos em plantas de soja por esse inseto. Plantas de
soja, em estadio vegetativo V-6, foram pulverizadas com extrato etanolico de
sementes de Azadirachta indica (6,1gL'l de azadiractina) nas concentragdes 0,5, 1,0,
2,5 ou 5,0% e com o produto comercial Azamax® 1,2CE (12,0 gL' de azadiractina)
nas contragdes de 0,5 e 1,0%. Plantas controle foram pulverizadas, apenas, com agua
destilada. Lagartas de terceiro estadio de A. gemmatalis foram confinadas nas plantas
de soja, ap6s as pulverizagdes. O consumo foliar e a mortalidade larval diaria de A.
gemmatalis foram avaliados. Os produtos derivado de A. indica reduziram o
consumo foliar e causaram elevada mortalidade em lagartas dessa espécie. No
entanto, plantas pulverizadas com extrato de sementes de A. indica a 0,5%
apresentaram desfolha superior a 30% e menos de 80% de mortalidade larval,
enquanto as demais concentracdes dos dois produtos reduziram a porcentagem de
desfolha nas plantas de soja e aumentaram a mortalidade das lagartas de A.
gemmatalis. Produtos derivados de A. indica podem ser utilizados no controle da
lagarta desfolhadora da soja.

Palavras chave: Azadirachta indica, azadiractina, A. gemmatalis, soja, desfolha.
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1. Introducéo

A soja [Glicine max (L.) Merr.] ¢ uma das mais importantes plantas
cultivadas no mundo, com grande valor econdmico e social, por ser fonte de proteina
e 6leo vegetal para alimentagdo humana e animal a baixo custo (Fortunato et al.,
2007) e matéria prima para producao de biocombustiveis (Silva e Freitas, 2008).

A lagarta desfolhadora da soja, Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera:
Noctuidae), ¢ uma espécie de clima tropical e subtropical com ampla distribuicao
geografica, da Argentina aos Estados Unidos da América (Homrich et al., 2008).
Esse inseto causa danos a lavoura de soja e para completar seu desenvolvimento,
cada lagarta pode consumir at¢é 110 cm? de folha, podendo causar a destrui¢do
completa da planta em altas infestacdes (Walker et al., 2000). O desfolhamento
compromete a producdo, devido a diminuicdo da area foliar responsavel pela
fotossintese, com conseqiiente redugdo da producao de graos (Fugi et al., 2005).

A cultura da soja no Brasil exige grande quantidade de produtos quimicos
para o controle de pragas (Neto et al., 2002). Esses produtos podem causar diversos
problemas, como poluicdo ambiental, desenvolvimento de insetos resistentes,
toxicidade a inimigos naturais e intoxica¢des aguda e cronica de trabalhadores e
consumidores (Zanuncio et al., 2003; Pereira et al., 2005; Isman, 2006; Almeida et
al., 2008; Zanuncio et al., 2008, Vianna et al., 2009).

Plantas sintetizam compostos quimicos envolvidos nas interagdes planta-
insetos (Rharrabe et al., 2008). Aleloquimicos sintetizados por Azadiracta indica A.
Juss (Meliaceae) sao efetivos contra mais de 400 espécies de insetos pragas (Koul et
al., 2003; Mourao et al., 2004ab), além de efeitos contra nematoides, fungos, virus e
protozoarios (Sharma et al., 2003, Javed et al., 2007). A azadiractina, principal

composto responsavel pela acdo inseticida dessa planta é sintetizada em grandes
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quantidades nos frutos de A. indica (Schmutter, 1990; Sharma et al., 2003; Nathan et
al., 2005). Esse aleloquimico apresenta forte acdo antialimentar, reguladora de
crescimento, inibi¢do da muda, deformagdes anatomicas e distirbios na reproducao
de insetos (Venzon et al., 2008), principalmente os da ordem Lepidoptera (Calvo e
Molina, 2003). Bioinseticidas a base de azadiractina sdo importantes para 0 manejo
integrado de pragas, por apresentarem baixo impacto sobre inimigos naturais (Liang
et al., 2003; Venzon et al., 2005). A azadiractina ndo persiste no ambiente, por ser
um composto rapidamente degradado pela luz ultra violeta (fotossensivel)
(Charbonneaul et al., 2007), mas essa substancia apresenta agdo sist€émica em
plantas, o que prolonga os efeitos sobre insetos fitofagos (Pavela e Barnet, 2005).

Bioinseticidas a base de azadiractina causaram mortalidade e reduziram o
consumo alimentar de Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)
(Mancebo et al., 2002), Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (Liang et al.,
2003), Mamestra brassicae L. (Lepidoptera: Noctuidae) (Seljasen ¢ Meadow, 2006)
e Cnaphalocrocis medinalis Gueneé (Lepidoptera: Pyralidae) (Nathan et al., 2006).

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da aplicagdo de produtos
derivados de A. indica sobre a mortalidade ¢ danos em plantas de soja ocasionados

por A. gemmatalis.

2. Material e Métodos
2.1 Criacao das lagartas
A lagarta desfolhadora da soja A. gemmatalis foi criada no Laboratorio de
Controle Biologico de Insetos do Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecudaria

(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa (UFV) em Vicosa, Minas Gerais,
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Brasil em folhas da variedade de soja UFV-16, a temperatura de 25 + 2°C, umidade
relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12:12 (L:E).
2.2 Preparacéo do extrato etanolico

Frutos senescentes de A. indica foram coletados em uma propriedade rural do
municipio de Barra de Sao Francisco, Estado do Espirito Santo, Brasil, despolpados
em dagua corrente, colocados a sombra para retirada do excesso de agua e
armazenados a -2°C. A extracdo foi realizada no Laboratério de Biofarmacos do
Departamento de Bioquimica da UFV, da seguinte forma: 500g de améndoas de nim
descongeladas foram trituradas com 1,5L de etanol. A solugdo etandlica foi filtrada
com papel filtro e o solvente removido por evaporagdo a vacuo com rotavaporizador
(70 £ 5°C), cinco dias apds o inicio do processo de extragdo. Esse processo foi
repetido por trés vezes, obtendo-se 90ml de um extrato escuro semi-liquido, que foi
utilizado na preparacdo da solugdo padrdo (Schmidt et al., 1997; Nathan e Sehoon,
2006).
2.3 Preparacao da solucéo padréo

Dez mililitros (ml) do extrato semi-liquido de A. indica foram diluidos em
100 mL de etanol (30%) e agitado por 30 minutos até a completa homogeneizagao,
obtendo-se uma solucdo a 10% (v/v), utilizada para a formula¢do das solucdes
aplicadas nas plantas de soja (Schmidt et al., 1997; Nathan e Sehoon, 2006).
2.4 Quantificacdo de azadiractina no extrato

A azadiractina foi quantificada em cromatografo liquido de alto desempenho
(HPLC), detector ultravioleta (UV) com comprimento de ondas de 217 nm, no
Laboratério de Quimica do Departamento de Quimica da UFV, de acordo com a
metodologia de Schaaf et al. (2000). Uma coluna em fase reserva (C18), com fluxo

de 0,6 ml/minuto, pressdo na coluna de 97 Kgf foi utilizada. A fase modvel foi
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composta por metanol e agua (1:1). Injetou-se 20 pl de uma solu¢do contendo 20%
de extrato de sementes de A. indica.

A presenca de azadiractina no extrato bruto foi constatada com 14,13 minutos
em HPLC seguindo o mesmo padrio da azadiractina pura (SigmaAldrich-
Alemanha). Uma relagdo de 12,18 ng de azadiractina por pl de solugdo com 20% de
extrato bruto de sementes de A. inidica foi obtida. Assim, o extrato bruto de nim
contém, em média 0,061g de azadiractina por ml, proporcionando uma solugdo
padrio com 6,10 gL' de azadiractina.

2.5 Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo do Programa Soja do
Departamento de Fitotecnia da UFV, com fotoperiodo natural de 12 horas,
temperaturas maximas de 29,01 = 7,50 ¢ minimas de 19,77 + 2,81 °C e umidade
relativa de 65,15 + 19,18%. Plantas de soja da variedade UFV-16 foram cultivadas
em vasos plasticos, com 5 L de substrato contendo 60% de solo, 20% de areia e 20%
de matéria organica.

Plantas de soja, no estagio vegetativo V-6 (Neto et al, 2002), foram
pulverizadas com, extrato etanolico de sementes de A. indica, nas concentragdes de
0,5 1,0, 2,5 e 5,0%, obtidas a partir da diluicdo da solugdo padrao (10% v/v), 6,10
gL'l de azadiractina, e 6leo comercial de nim, Azamax com 12,0 gL'1 de azadiractina
(DVA Especialidade-Comércio, Importacao e Exportagdo de Insumos Agropecuarios
LTDA) na concentragdes de 0,5 e 1,0%. Plantas controle foram pulverizadas, apenas,
com agua destilada. As aplicagdes foram realizadas com mini-pulverizador manual e
volume de calda de 300 litros/ha (Bueno et al., 2008).

Dez lagartas de A. gemmatalis, de terceiro estadio (60-80 mg) foram

confinadas por repeticdo, ap6s 30 minutos de exposicdo ao ar para secagem do
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excesso de umidade nas plantas de soja, pela pulverizacdo. Cada repeticao foi
constituida por um vaso com trés plantas de soja. Uma gaiola de tecido organza, com
uma extremidade presa na base do vaso e a outra em um tutor de madeira acima do
apice da planta de soja, foi montada por repeti¢do, para o confinamento das lagartas.

A mortalidade larval de A. gemmatalis foi avaliada, diariamente, pela
subtra¢do do niimero de individuos mortos divido pelo inicial, multiplicado por cem.
Os danos nas plantas de soja foram avaliados apds a pulverizacdo com bioinseticidas
a base de azadiractina. A porcentagem de desfolha foi medida pela subtragao da area
foliar inicial pela final, até que esses insetos atingissem a fase de pupa ou a
mortalidade total da repeticao. O percentual de desfolha foi adaptado da metodologia
de Pratissoli et al. (2007), por fotografia digital e o programa QUANT (1.0.1).
2.6 Analise estatistica

Os experimentos foram montadas em delineamento inteiramente casualizado
com sete tratamentos e seis repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de

variancia ¢ as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.0 Resultados
Todas as concentra¢des do extrato de sementes de A. indica e do Azamax
reduziram a desfolha por A. gemmatalis nas plantas de soja e, apenas, naquelas
tratadas com 0,5% de extrato de nim apresentaram desfolha superior a 30%, que € o
limite toleravel para essa cultura no periodo vegetativo. As dosagens de 1,0, 2,5 ¢ 5,0
% do extrato de sementes de nim e 0,5% e 1,0% de Azamax reduziram (Fg3s5=
62,214, P< 0,0001) a desfolha nas plantas de soja para valores inferiores a 20%

(Figura 1).
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A mortalidade larval de A. gemmatalis foi alta com todas as dosagens do
extrato de sementes de A. indica e Azamax, mas com menores valores com o extrato
de nim a 0,5% (Fe¢35= 62,202; P<0,0001). Todas as concentragdes de Azamax
proporcionaram 100% de mortalidade e com valores semelhantes aos do extrato de
nim a 1,0, 2,5 e 5,0% (Figura 2).

Lagartas de A. gemmatalis, apds a alimentacdo nas folhas de soja tratadas
com extrato de nim ¢ Azamax, apresentaram anomalias na muda, como dificuldade

na perda da velha cuticula e a incapacidade de se transformar em pupas (Figura 3).

4. Discusséo

A redugdo dos danos em plantas de soja e a elevada mortalidade larval de A.
gemmatalis pelos bioinseticidas & base de azadiractina mostra que esses produtos
podem ser efetivos no controle dessa praga na cultura da soja. Isto ¢ semelhante a
redu¢do dos danos da lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda Smith
(Lepidoptera: Noctuidae) apos aplicagdes de 6leo comercial de nim, durante quatro
safras consecutivas (Montes-Molina et al., 2008). Solugdes com 0,1, 0,5 ¢ 1,0 ppm
de azadiractina reduziram a area foliar consumida de algodoeiro (Gossypium
hirsutum ad libitum) e causaram elevada mortalidade de lagartas de Helicoverpa
armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Kumar et al., 2008). Lagartas de
Streblote panda Hiibner (Lepidoptera: Lasiocampidae), alimentadas, durante 24
horas, com folhas de morango tratadas com diferentes concentracdes de o6leo
comercial de nim apresentaram menor consumo foliar e elevada mortalidade (Calvo
e Molina, 2003), ¢ lagartas de H. grandella tiveram menor consumo foliar ¢ maior
mortalidade de acordo com o aumento da dosagem de dleos comerciais de nim

(Mancebo et al., 2002).
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A redugdo do consumo foliar e a mortalidade de A. gemmatalis em plantas de
soja pode ser atribuida a azadiractina e a outros limondides sintetizados por plantas
de A. indica (Kuol et al., 2003). No entanto, a azadiractina ¢ a substincia mais
efetiva no controle de insetos, e esses efeitos sao proporcionais a sua quantidade no
bioinseticida (Nathan et al., 2005). O menor consumo foliar e mortalidade larval de
A. gemmatalis, em plantas pulverizadas com extrato de nim a 0,5% comparado ao
Azamax a 0,5%, pode ser devido a menor concentragdo de azadiractina na solugdo
padrio do extrato de sementes de nim, 6,1gL”, que no 6leo comercial Azamax,
12,0gL". A mortalidade de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) variou
de 6,3% até 97,5% com solugdes a 1,0% de concentragdo de trés formulagdes
comerciais de 6leos emulsionaveis de nim, disponiveis no mercado brasileiro (Brito
et al., 2006). A recomendagdo de bioinseticidas derivados de A. indica, deve ser
baseado no teor de azadiractina do produto, pois a falta de padroniza¢dao nos
processos de extracao desses produtos pode reduzir sua eficiéncia. Solventes apolares
sdo mais eficientes na extragdo da azadiractina (Jaglan et al., 1997), além de que,
produtos emulsiondveis em oOleo possuem maior capacidade de dispersio e a
aderéncia nas plantas e penetracdo no tecido dos insetos (Stark e Walter, 1995).

O menor desfolhamento de plantas de soja tratadas com bioinseticida a base
de azadiractina, pode ser devido a agdo da azadiractina sobre o sistema fisiologico
das lagartas de A. gemmatalis. A azadiractina possui uma forte ac¢do inibidora de
alimentagdo e reguladora de crescimento em insetos (Kraiss e Cullen, 2008). A agdo
antialimentar pode ser primdria ou secundaria. Os efeitos primarios sdo devidos a
acdo nos quimioreceptores alimentares dos insetos pelo estimulo de células de
deterréncia alimentar e/ou pelo bloqueio das células estimuladoras de alimentagao.

Os secundarios sao devido a disturbios fisiologicos apds a ingestdo ou contato com a
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azadiractina (Mordue et al., 1998). Como as lagartas de A. gemmatalis estavam
confinadas e, mesmo em condi¢cdes de campo esses insetos nao sdo capazes de
percorrerem grandes distancias, ¢ possivel que essa acao seja devido aos efeitos
secundarios provenientes da ingestdo da azadiractina. Esta hipotese ¢ sustentada pela
ocorréncia de anomalias no processo de muda das lagartas de A. gemmatalis, que é
devido a agdo reguladora de crescimento da azadiractina (Sharma et al., 2006), o que
indica que as lagartas se alimentaram das folhas pulverizadas com bioinseticidas a
base de azadiractina e ndo morrem, apenas, devido 4 fome.

O percentual de desfolha, nas plantas de soja tratadas com 1,0, 2,5, ¢ 5,0% do
extrato de nim ¢ 0,5 ¢ 1,0% de Azamax ficou abaixo do nivel de dano toleravel para
cultura da soja, que ¢ de 30% na fase vegetativa (Board et al., 2007). Isto mostra que,
dosagens menores, podem ser utilizadas, para se reduzir os custos e possiveis
impactos sobre inimigos naturais. Dosagens capazes de manter populacdes de insetos
pragas abaixo do nivel de dano econdmico sdo importantes, pela manutencdo de
hospedeiros de inimigos naturais, o que pode favorecer o controle bioldgico natural
(Ferreira et al., 2008).

5. Concluséo

Produtos derivados de A. indica tem potencial para o controle da A.

gemmatalis, por reduzir a sobrevivéncia ¢ a capacidade desse inseto de desfolhar

plantas de soja.
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Figura 1. Desfolhamento em plantas de soja por Anitacarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) apo6s aplicacdo de extrato etandlico de sementes

Azadirachta indica e 6leo comercial de nim, Azamax.
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Figura 2. Mortalidade larval total de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
em plantas de soja tratadas com extrato de sementes de Azadirachta indica e dleo

comercial de nim, Azamax.
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Figura 3. Deformidade em lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) apos alimentacao em plantas de soja controle (A) e tratadas com extrato

de sementes de Azadirachta indica ¢ 6leo comercial, Azamax (B,C,D, E).
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