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RESUMO

Avaliacao do potencial inseticida de Azadirachta indica (Meliaceae) visando ao controle de
moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae)

Avaliou-se a bioatividade de derivados do nim (Azadirachta indica A. Juss.) como
componente de isca para adultos e como regulador de crescimento de Ceratitis capitata (Wied.) e
Anastrepha fraterculus (Wied.), determinando-se, ainda, o efeito de concentracdes subletais de
extratos de nim e o efeito deterrente de oviposicdo do extrato metandlico de folhas sobre C.
capitata. Utilizando o extrato aquoso de améndoas de nim, estimou-se a CLsy para adultos e
imaturos, cujos valores foram 7.522 e 1.368 ppm para os adultos e 13.028 e 9.390 ppm para os
imaturos de A. fraterculus e C. capitata, respectivamente. Subsequentemente, o oleo de
améndoas, os extratos de folhas, de ramos e de améndoas de nim em diferentes solventes (agua,
metanol, diclorometano e hexano) foram comparados com base nas CLsy obtidas para adultos e
para imaturos. Posteriormente, foram estimadas concentragdes subletais (CL;s =39 ppm, CL3, =
225 ppm e CL45 =888 ppm) do extrato aquoso de améndoas para adultos de C. capitata e avaliou-
se nessas concentragdes o efeito do extrato aquoso de améndoas, de folhas em metanol e de
ramos em diclorometano sobre a reprodu¢do e a longevidade dessa espécie. A deterréncia de
oviposicao do extrato metanolico de folhas de nim em diferentes concentragdes (10.000, 18.000,
32.000 e 56.000 ppm) para C. capitata foi avaliada tratando bagas de uva, que foram expostas as
fémeas com chance e sem chance de escolha. Verificou-se que os derivados do nim na
concentracdo de até 7.522 e 1.368 ppm nao afetaram os adultos de A. fraterculus e C. capitata,
respectivamente. J& para a fase imatura, os extratos de améndoas e de ramos em diclorometano na
concentragdo de 13.028 ppm causaram mortalidade de A4. fraterculus e na concentragao de 9.390
ppm o extrato de améndoas em metanol e em diclorometano causaram mortalidade de C.
capitata. Houve redugdo da fecundidade total e da fertilidade no 8° dia quando os insetos foram
alimentados com extrato de ramos em diclorometano a 888 ppm. A longevidade de machos e
fémeas e o periodo de pré-oviposi¢ao nao foram afetados pelos tratamentos. O extrato de folhas
em metanol provocou deterréncia de oviposi¢do para C. capitata em situagdo de chance de
escolha, porém, em confinamento, o referido extrato ndo afetou o comportamento dessa espécie.
A experiéncia recente de C. capitata ndo alterou a sua resposta em relacdo a bagas de uva
tratadas. A atividade biologica dos derivados do nim em relagcdo as moscas-das-frutas ¢ discutida.

Palavras-chave: Moscas-das-frutas, Nim, Aleloquimicos, Isca, Regulador de crescimento, Efeitos
subletais, Deterréncia de oviposi¢ao
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ABSTRACT

Evaluation of the insecticidal potential of Azadirachta indica (Meliaceae) aiming the control
of fruit flies (Diptera: Tephritidae)

The bioactivity of neem (Azadirachta indica A. Juss.) as adult bait and as larval growth
regulator for Ceratitis capitata (Wied.) and Anastrepha fraterculus (Wied.) was evaluated.
Besides, the effect of sublethal concentrations of neem extracts and the oviposition deterrency of
the methanolic extract from leaves on C. capitata was evaluated. The estimated LCsy of aqueous
extract from seed kernels were 7,522 and 1,368 ppm for adults and 13,028 and 9,390 ppm for
immatures of 4. fraterculus and C. capitata, respectively. In addition, the oil from seed kernels
and the extracts from leaves, branches and seed kernels in different solvents (water, methanol,
dichloromethane and hexane) were compared based on the LCsy obtained for adults and
immatures. After that, sublethal concentrations from aqueous extract from neem seed kernels for
C. capitata adults were estimated (LC;s =39 ppm, LC3p= 225 ppm and LC4s = 888 ppm) and the
effects of such concentrations on the reproduction and logenvity of this species were also
accessed. Oviposition deterrency of C. capitata to grapes treated with leaf methanolic extract at
different concentrations (10,000; 18,000; 32,000 and 56,000 ppm) was evaluated in free-choice
or no-choice test. It was verified that the neem extracts on the concentrations up to 7,522 and to
1,368 ppm did not affect the adults of 4. fraterculus and C. capitata, respectively. On the other
hand, the extract from seed kernels and branches in dichloromethane at 13,028 ppm provoked
mortality in A. fraterculus larvae and the seed kernel extract in methanol and dichloromethane at
9,390 ppm provoked high mortality in C. capitata larvae. The total fecundity was reduced
significantly and the fertility decreased on the 8" day when the insects were fed on branch extract
in dichloromethane at 888 ppm. The longevity of males and females and the pre-oviposition
period were not affected by treatments. The leaf extract in methanol provoked oviposition
deterrency for C. capitata in free-choice test, but did not affect its behavior in no-choice test. The
C. capitata’s early experience did not affect its answer to the grapes treated in free-choice and
no-choice situations. The biological activity of the neem extracts to fruit flies is discussed.

Keywords: Fruit fly; Neem; Allelochemicals; Bait; Growth regulator; Sublethal effects;
Oviposition deterrency
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais com enorme potencial para o desenvolvimento de uma fruticultura
sustentavel, apresentando vocagdo e competitividade em nivel mundial, em razio de sua
dimensao territorial e condigdes naturais favoraveis. Embora o Brasil se constitua num grande
produtor, perdendo apenas para China e India, sua participagdo nos negécios mundiais de frutas ¢
pequena, ocupando apenas a 15 posi¢do no ranking dos maiores exportadores. Do total de frutas
produzidas, 53 % sdo direcionadas para o processamento nas agroindustrias, das quais 29 % sao
vendidos para o mercado externo e 24 % para o mercado interno. Dos 47 % destinados ao
consumo in natura, apenas 2 % sdo direcionados para exportacdo e o restante, 45 %, ¢
direcionado para o mercado interno (CORREA et al., 2008).

Em geral, as areas de fruticultura que se destinam a exportagdo de frutas in natura
apresentam alto padrdao de qualidade, apresentando controle fitossanitario eficiente, resultando
em grande capacidade de competitividade internacional. A producdo brasileira, entretanto, ¢é
concentrada em poélos regionais de desenvolvimento, caracterizados pela presenca de produtores
de pequeno, médio e grande porte, com pacote tecnologico variavel e objetivos mercadologicos
diversificados; afinal, o Brasil apresenta um mercado interno grande, pouco exigente e lucrativo.
Nesse cendrio, ocorre migragdo constante de insetos-praga, principalmente tefritideos. Oriundos
de areas produtoras abandonadas ou de areas com controle fitossanitario deficiente (a qual inclui
areas com producao direcionada para o processamento nas agroindustrias e areas cuja produgdo é
voltada para o mercado brasileiro de frutas in natura), para as areas exportadoras, resultando em
aumento de custo de producao e posterior desestimulo ao modelo exportador.

Um dos maiores entraves a producdo e livre comercializacdo de frutas frescas no Brasil e
no resto do mundo ¢ a presenca de moscas-das-frutas nas areas comerciais (MALAVASI, 2000a).
Os frutos destinados a comercializagdo no mercado interno ou para exportacdo sao
invariavelmente atacados por vdarias espécies de moscas-das-frutas (NASCIMENTO;
CARVALHO, 2000), provocando grandes perdas econdmicas, as quais também estdo
relacionadas com as restrigdes as exportagdes, as praticas quarentendrias exigidas e aos altos
custos de controle ou erradicagao (WHITE; ELSON-HARRIS, 1992).

As moscas-das-frutas, Ceratitis capitata (Wied.) e Anastrepha fraterculus (Wied.),

constituem-se no maior obstaculo para a producdo e comercializagdo de frutas no pais, sendo
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consideradas as espécies mais prejudiciais, causando mais dano a agricultura do que qualquer
outra.

No momento, o controle quimico por meio de aplicagdes de iscas toxicas e pulverizagdes
em cobertura ¢ o método mais amplamente usado (SUGAYAMA, 2000). A isca téxica ¢ usada
em aspersdo na planta por meio de brocha, trincha, pulverizador costal ou pistola de pulverizagao
(CARVALHO, 1988). Embora seja efetivo, o controle quimico acarreta problemas ambientais
(desequilibrio bioldgico), de sailde humana (problemas para o aplicador e residuos nos frutos),
sociais (opinido publica contraria) e econdmicos (atualmente os importadores de frutas in natura
exigem frutos com baixos niveis de agrotéxicos e sem moscas-das-frutas) (CARVALHO;
NASCIMENTO, 2002),

Como medida alternativa ao método de controle tradicional de populagdes de tefritideos-
praga no Brasil, o qual depende basicamente do uso de iscas a base de inseticida mais atraente
alimentar (MALAVASI et al., 1994), o uso do nim (A4zadirachta indica A. Juss.) poderia
equacionar o problema de residuos de inseticida e a0 mesmo tempo reduzir a populagdo de
moscas-das-frutas a um nivel aceitadvel (ALVARENGA; GIUSTOLIN; QUERINO, 2006). Varios
sdo os estudos avaliando o efeito dos derivados do nim sobre insetos-praga (BUTTERWORTH;
MORGAN, 1971; TANZUBIL; MCCAFERRY, 1990; CORREIA et al., 2009) e inclusive o
efeito direto sobre moscas-das-frutas (STARK; VARGAS; THALMAN, 1990; DI ILIO et al.,
1999).

Seus derivados apresentam atividade inseticida sobre mais de 500 espécies diferentes de
insetos (SCHMUTTERER; SINGH, 2002). Do ponto de vista de sua utilizagdo, algumas
caracteristicas especificas do nim o tornam bastante promissor para uso no controle de pragas: a
planta ndo precisa ser destruida para se produzirem os extratos; possui uma multiplicidade de
compostos, o que torna mais dificil aos insetos adquirirem resisténcia; a concentracdo dos
compostos ativos ¢ alta; os compostos s3o soluveis em agua, sdo faceis de extrair ¢ com baixo
custo; pela sua forma de acdo os compostos sdo, de modo geral, mais toxicos as pragas do que
aos inimigos naturais; os produtos sdo praticamente indcuos ao ambiente € ao homem; sdo
totalmente biodegradaveis, com baixa persisténcia no ambiente (MARTINEZ, 2002).

Alguns experimentos conduzidos para avaliagdo do efeito do nim sobre moscas-das-frutas
tém utilizado formulagdes comerciais. Por outro lado, pouco foi realizado avaliando os extratos

das diferentes estruturas vegetais do nim sobre moscas-das-frutas. Diante do exposto, com o
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presente trabalho objetivou-se avaliar o potencial inseticida de 4. indica (Meliaceae) em relacao a

C. capitata e A. fraterculus (Diptera: Tephritidae).

1.1 Revisao bibliografica

1.1.1 Moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae)

As moscas-das-frutas pertencem a ordem Diptera (que tem asas posteriores atrofiadas e
transformadas em balancins), subordem Brachycera (com antenas curtas, normalmente com trés
segmentos), série Schizophora (com fissura ptilinal), secao Acalyptratae (sem caliptra), familia

Tephritidae (com nervura subcostal dobrada em angulo) (ZUCCHI, 2000).

1.1.1.1 Aspectos taxonomicos e biogeograficos

A familia Tephritidae apresenta grande diversidade taxondmica e distribui-se por todas as
regides temperadas e tropicais do mundo (THOMPSON, 1998). Sao reconhecidas 4.448 espécies
e subespécies agrupadas em 484 gé€neros, mas esse numero deve ser muito maior, ja que muitas
permanecem sem descricdo (NORRBOM, 2008a).

A maioria das espécies-praga da familia Tephritidae pertencem aos géneros Anastrepha
Schiner, Bactrocera Macquart, Ceratitis Macleay, Dacus Fabricius e Rhagoletis Loew. Apenas
algumas pragas sdo encontradas nos géneros Carpomya Costa, Euphranta Loew, Monacrostichus
Bezzi, Neoceratitis Hendel, Toxotrypana Gerstaecker e Zonosemata Benjamin (NORRBOM,;
CARROLL; FREIDBERG, 1998). Os géneros representados por espécies economicamente
importantes sdo classificados na subfamilia Trypetinae, tribo Toxotrypanini (Anastrepha e
Toxotrypana) e tribo Carpomyinae (Rhagoletis) e na subfamilia Dacinae, tribo Ceratitidini
(Ceratitis) e tribo Dacini (Bactrocera ¢ Dacus) (NORRBOM, 2008a).

De acordo com Malavasi, Zucchi e Sugayama (2000), os géneros economicamente
importantes de Tephritidae estdo distribuidos mundialmente da seguinte forma: Anastrepha na
América Latina, sul do Texas e centro-sul da Florida na América do Norte; Bactrocera,
principalmente na Asia tropical, Australia e Ilhas do Pacifico, com distribui¢io secundaria na

Asia temperada, Africa tropical, sul da Europa e América do Sul (Suriname, Guiana Francesa e
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Brasil); Ceratitis em toda a Africa, sul da Europa (zona do Mediterraneo), Oriente Médio,
América, Australia e Ilhas do Pacifico; Dacus na Africa tropical, subcontinente indiano, Ilhas do
Oceano Indico, Oriente Médio e Australia; Rhagoletis na América e Europa e Toxotrypana na
América.

No Brasil, s3o registrados os géneros Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Rhagoletis e
Toxotrypana (ZUCCHI, 2000). O género Anastrepha apresenta 99 espécies registradas no pais, o
que representa 47 % das 212 espécies descritas, sendo que, atualmente, o Brasil ¢ o pais com
maior numero de espécies conhecidas de Anastrepha (ZUCCHI, 2007). De acordo com a Fruit
Flies Species Database (NORRBOM, 2008b), um ter¢o das espécies de Anastrepha registradas
para o Brasil ocorre exclusivamente nesse pais.

Até recentemente, Bactrocera era considerado subgénero de Dacus, tendo sido elevado ao
status de género por Drew (1989), cujo trabalho foi baseado, principalmente em caracteres
larvais, passando a reunir as espécies mais importantes economicamente do antigo género Dacus.
No Brasil, o género ¢ representado por uma unica espécie, Bactrocera carambolae Drew e
Hancock, restrita ao estado do Amapd, onde a fruticultura ainda € incipiente. Entretanto, a
presenga desta espécie em territorio brasileiro tem sido motivo de alarme para a fruticultura
nacional, razdo pela qual o Ministério da Agricultura vem desenvolvendo um programa de
erradicagdo para a mesma.

O género Ceratitis ¢ constituido por aproximadamente 65 espécies, que ocorrem
principalmente na Africa tropical (ZUCCHI, 2001), sendo representado no Brasil por uma tnica
espécie, Ceratitis capitata (Wied.), conhecida wvulgarmente por mosca-do-mediterraneo
(moscamed). Sua primeira deteccao data do inicio do século XX (IHERING, 1901) e, desde
entdo, esta espécie se estabeleceu e se dispersou pelo territdrio nacional, sendo registrada em 17
estados brasileiros (MALAVASI; ZUCCHI; SUGAYAMA, 2000), ocorrendo desde o sul até a
regido norte, cujo limite € o estado do Para.

O género Rhagoletis compreende 62 espécies (NORRBOM; CARROLL; FRIDBERG,
1998), das quais apenas quatro ocorrem no Brasil, R. adusta Foote, R. blanchardi Acz¢l, R.
ferruginea Hendel e R. macquarti (Loew), e de modo geral ndo t€m expressdo econdmica
(ZUCCHI, 2000). Entretanto, na América do Norte e na Europa existem espécies desse género

qualificadas como praga primaria, atacando principalmente frutas da familia Rosaceae. E
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adaptada ao clima frio, com apenas uma ou duas geragdes anuais e diapausa no inverno
(MALAVASI; ZUCCHI; SUGAYAMA, 2000).

No género Toxotrypana existem sete espécies descritas, sendo que apenas a mosca-do-
mamao, 7. curvicauda Gerstaecker, tem importincia econdmica (ZUCCHI; HERNANDEZ-
ORTIZ, 1999; ZUCCHI, 2000; MALAVASI; ZUCCHI; SUGAYAMA, 2000). Na América do
Sul, essa espécie ocorre na Colombia e Venezuela, ndo ocorrendo no Brasil, embora, outras
espécies desse género ja tenham sido detectadas no pais (ZUCCHI, 2000).

Do ponto de vista da entomologia econdmica, duas espécies de moscas-das-frutas sdo
apontadas como as mais prejudiciais, Anastrepha fraterculus (Wied.) e C. capitata, sendo
consideradas o maior obstaculo para a producao e a comercializacao de frutas no pais, causando
mais dano a agricultura do que qualquer outra espécie de tefritideo.

C. capitata, introduzida no pais ha aproximadamente 100 anos, ¢ considerada a mais
prejudicial, cosmopolita e invasora entre todos os tefritideos em escala mundial (MALAVASI;
ZUCCHI; SUGAYAMA, 2000; ZUCCHI, 2000). O grau de importancia dessa espécie refere-se a
sua polifagia e a severidade com a qual ataca seus hospedeiros.

J& A. fraterculus, conhecida como mosca-sul-americana e considerada a espécie de maior
importancia economica dentro do género, esta distribuida entre os dois extremos latitudinais do
género, ocupando ambientes bastante distintos. Em termos de taxonomia, comportamento e
genética, ¢ a espécie mais intrigante e que, portanto, apresenta os maiores problemas para serem

esclarecidos (ZUCCHI et al., 1999).

1.1.1.2 Aspectos bioecologicos de Ceratitis capitata

A moscamed, C. capitata, a exemplo do que ocorre com os demais tefritideos, completa seu
desenvolvimento através de quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto, ou seja, sdo insetos de
metamorfose completa (holometabolos) (MORGANTE, 1991; ALUJA, 1994; SALLES, 1995;
SALLES, 2000).

O ciclo de vida ocorre nos hospedeiros, onde os adultos buscam protecao, alimento e local
para a corte ¢ a copula. No fruto, as fémeas depositam seus ovos e as larvas se desenvolvem

alimentando-se da polpa, sendo que a larva, totalmente desenvolvida, sai do fruto e penetra no
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solo para se transformar em pupa, de onde, posteriormente, os adultos emergem reiniciando um
novo ciclo (MALAVASI; BARROS, 1988; MORGANTE, 1991; ALUJA, 1994).

A emergéncia geralmente ocorre nas primeiras horas do dia. Ao emergir, o adulto possui
coloracdo predominante clara e translucida; nos minutos seguintes, comec¢a a distender as asas,
adquirindo cores e tonalidades caracteristicas (asa com transparéncia rosada e com listras
amarelas, sombreadas), ocorrendo, a seguir, o enrijecimento do corpo. Apds esse periodo, os
adultos se tornam avidos por alimento, sendo a fase adulta o tGnico estddio com vida livre e com
franca mobilidade (MORGANTE, 1991), se alimentando de grande variedade de substratos,
desde porgdes exsudadas dos frutos hospedeiros até fezes de passaros, matéria organica em
decomposic¢ao, néctar, polen, entre outros (CHRISTENSON; FOOTE, 1960).

A matura¢do ovariana e a carga de ovos sdo influenciadas pela alimentagdo, especialmente
pela alimentagdo protéica (CRESONI-PEREIRA; ZUCOLOTO, 2009). Os machos apresentam
menor requerimento protéico e seu amadurecimento sexual ¢ mais precoce do que o das fémeas,
contudo, ¢ sabido que machos alimentados com fonte protéica exercem maior atracdo sobre as
fémeas, copulando mais do que os machos que nado se alimentaram (ZUCOLOTO, 2000).

Para atracdo das fémeas, os machos da moscamed formam agregados denominados /eks na
folhagem, que pode ou nao ser da planta hospedeira. Uma vez agregados, os machos apresentam
comportamento elaborado, vibrando as asas, quando ocorre a emissao de sons, simultaneamente a
liberagdo de feromdnios. As fémeas atraidas para esses agregados interagem com varios machos
do lek antes de escolher seu parceiro (PROKOPY; HENDRICHS, 1979; SIVINSKI; BURK,
1989; HENDRICHS et al., 1991).

Apo6s a copula e estando na planta hospedeira, as fémeas de moscas-das-frutas exibem
uma seqiiéncia de comportamentos que sdo interpretados em termos de “decisdes”, que sdo
tomadas a medida que elas acumulam informagdes sobre o hospedeiro potencial (PROKOPY;
ROITBERG, 1989; FLETCHER; PROKOPY, 1991; DIAZ-FLEISCHER et al, 2000;
SUGAYAMA; MALAVASI, 2000).

O comportamento de oviposicdo foi estudado em varias espécies de moscas-das-frutas e
para C. capitata ocorre em quatro etapas: chegada ao fruto, procura, punctura e arrasto
(PROKOPY; ROITBERG, 1989; FLETCHER; PROKOPY, 1991). Na chegada ao fruto, a fémea
utiliza, a curta distancia, estimulos visuais e avalia o fruto quanto ao seu tamanho, cor e formato

(PROKOPY; ROITBERG, 1984). Durante a procura, a fémea percorre toda a superficie do fruto,
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tocando-o com a parte anterior da cabeca, o labelo e o sintergosternito 7 (bainha do ovipositor).
Nessa etapa, ela analisa as caracteristicas fisicas (tamanho e formato) e quimicas do fruto
(PROKOPY; ROITBERG, 1989; FLETCHER; PROKOPY, 1991; YUVAL; HENDRICHS,
2000; DIAZ-FLEISCHER et al., 2000). Para fazer a punctura, a fémea insere o actleo na polpa
do fruto, mantendo a “bainha do ovipositor” em posi¢cdo perpendicular a superficie (YUVAL;
HENDRICHS, 2000; DIAZ-FLEISCHER et al., 2000). A deposigdo de ovos nio é obrigatdria, e,
em alguns casos, a fémea retira o actileo sem ovipositar, fazendo, portanto, apenas a punctura
(BARROS, 1986). Finalmente, na fase de arrasto, a fémea percorre novamente a superficie do
fruto, mas com o actleo protraido. Durante esta etapa, ela deposita um feroménio, o FMH
(Feromonio de Marcagdo do Hospedeiro), cuja finalidade ¢ sinalizar para as demais fémeas da
espécie que aquele fruto ja foi infestado (PROKOPY; ZIEGLER; WONG, 1978).

A fémea da moscamed ¢ capaz de depositar de 300 a 1000 ovos durante o seu ciclo de vida
(FLECHTER, 1989; YUVAL; HENDRICHS, 2000). Dependendo do fruto (forma, tamanho e
propriedades da casca), a praga pode colocar de 1 a 10 ovos por oviposicdo (GALLO et al.,
2002), tendo sido registrados, por exemplo, em média, 10,5 ovos por postura em péssego; 5,76
em café e 5,27 em macd (SOUZA et al., 1983). Foi observada a ocorréncia de dois picos de
oviposi¢ao ao longo do dia, sendo 20 % dessa atividade nas primeiras horas da manha e 71 % no
final da tarde (HENDRICHS; HENDRICHS, 1990).

O ovo ¢ alongado e ligeiramente curvo (SELIVON; PERONDINI, 2000), tem 1 mm de
comprimento e assemelha-se a uma pequena banana de coloragdo branca (GALLO et al., 2002).
O periodo embrionario depende da temperatura, sendo que Messenger ¢ Flitters (1958),
pesquisando o efeito da temperatura no periodo de incubagdo e na viabilidade dos ovos,
obtiveram um periodo embrionério de 56,5 h a 23,9°C (com viabilidade de 95,2 %), 44,3 h a
26,7°C (com viabilidade de 87,2 %), 36,8 h a 29,4° C (com viabilidade de 82,6 %) ¢ 35 h a
30,8°C (com viabilidade de 86 %); determinaram ainda o limite maximo para temperatura de
35,6°C e um limiar minimo de 11,7°C.

Apbs a eclosdo, a larva tipo vermiforme (4poda e com cabeca ndo diferenciada) penetra no
endocarpo ou polpa, fazendo galerias em direcdo ao centro (MORGANTE, 1991; ZUCCHI,
2001; GALLO et al., 2002). O desenvolvimento larval depende da quantidade e da qualidade
nutricional do alimento e, apesar de sua relativa imobilidade, as larvas de moscamed sdao capazes

de selecionar o alimento ou a por¢do mais adequada para o seu desenvolvimento (FERNANDES-
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DA-SILVA; ZUCOLOTO, 1993). O periodo larval também pode ser influenciado pela
temperatura, variando de 22,7 dias a 15°C a 5,8 dias a 30°C, com valores intermediarios de 11,5
dias a 20°C e 7,7 dias a 25°C (MC BRIDE, 1935 apud PEDROSO, 1972).

O estagio larval é composto por trés momentos temporalmente definidos por mudas
(ecdises) (ALUJA, 1994). A larva completamente desenvolvida mede cerca de 8§ mm de
comprimento, ¢ de coloracdo branco-amarelada, afilada na parte anterior, e truncada e
arredondada na parte posterior (GALLO et al., 2002). No final do terceiro instar, que pode ou ndo
coincidir com a queda do fruto, as larvas o abandonam apresentando comportamento “saltador”
(mecanismo estudado por MAITLAND, 1992), motivado pela busca de um local adequado para
pupar, sendo o tnico periodo da fase imatura em que o inseto ¢ exposto a luz direta, pois as larvas
apresentam fototropismo negativo.

As larvas penetram no solo (1 a 10 cm), dependendo do tipo de solo (arenoso ou argiloso) e
da umidade. De acordo com Gallo et al. (2002), a pupa tem a forma de um pequeno barril,
medindo cerca de 5 mm de comprimento e ¢ de coloracdo marrom-escura. O estagio pupal inicia-
se com a apolise larval-pupal e finaliza com a transformacdo da pupa criptocefalica (pupa em
processo de histolise dos tecidos larvais e diferenciagdo dos tecidos corporais) em uma pupa
fanerocefalica que ¢ determinada pela evaginagdo da cabeca e dos discos imaginais dos apéndices
toracicos, levando a formagéo do adulto (QUESADA-ALLUE, 1994).

Em C. capitata, observa-se atraso na pupagdo com diminui¢do da temperatura ambiente
e/ou aumento da umidade relativa (QUESADA-ALLUE, 1994). Entre os fatores que influenciam
o periodo pupal no solo, é possivel elencar trés como principais: textura do solo, umidade e
temperatura. A influéncia da umidade e do tipo de solo foi constatada em varios estudos
(MILWARD-DE-AZEVEDO; PARRA, 1989). Com relagdo a temperatura, trabalho pioneiro
desenvolvido por Mc Bride (1935) apud Pedroso (1972), registrou duracdo pupal de 34,3 dias a
15°C (temperatura ambiente); 17,7 dias a 20°C; 11,9 dias a 25°C ¢ 9 dias a 30°C.

Apo6s esse periodo emergem os adultos, sendo que Weens Jr. (1981) observou que o ciclo
de vida (estdgio de ovo a fase adulta) dessa espécie varia entre 19 e 34 dias, enquanto outros
autores como Gallo et al. (2002) afirmam que o ciclo evolutivo completo ¢ de 31 dias.

Os machos e fémeas de C. capitata medem de 4 a 5 mm de comprimento ¢ de 10 a 12 mm
de envergadura e apresentam coloracdo castanho-escura com manchas brancas simétricas na

regido dorsal do térax (WEENS JR., 1981). As asas sdo transparentes, com algumas manchas
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escuras na parte basal e algumas faixas amarelo-castanho na parte distal (ZUCCHI, 2000). O
abdome ¢ amarelado e apresenta duas faixas transversais mais claras e, tal como em espécies de
Anastrepha, C. capitata apresenta dimorfismo sexual, sendo que o macho possui cerda orbital
anterior proclinada e expandida no 4pice, enquanto a fémea tem os ltimos segmentos do abdome

(sintergosternito 7 e aculeo) adaptados para oviposi¢cdo (ZUCCHI, 2001).

1.1.1.3 Aspectos bioecologicos de Anastrepha fraterculus

Em linhas gerais, o ciclo de vida da mosca-sul-americana 4. fraterculus ¢ semelhante ao
descrito anteriormente para C. capitata. As fémeas desta espécie apds a emergéncia necessitam
ingerir alimento, sobretudo protéico e, assim como foi descrito por Hendrichs et al. (1991) para a
moscamed, o comportamento alimentar das moscas do género Anastrepha envolve quatro
modalidades (ALUJA et al., 1993; 2000): (i) pastagem, que consiste no toque da probdscide
varias vezes seguidas sobre a superficie do alimento, permitindo que a mosca experimente
porcdes de nutrientes da superficie explorada; (ii) sucgao, que consiste em estender a proboscide
para absorver liquido de um fruto, de gota d’4gua ou de fezes frescas de passaros; (iii) borbulhar,
que ¢ a formagdo de uma bolha liquida de tamanho variado na probdscide quando as moscas
estdo em repouso; e (iv) regurgitacdo, que ¢ a deposicao de uma série de gotas egurgitadas sobre
a superficie da folha ou do fruto e a reingestao.

Em condi¢des naturais, o comportamento de corte e copula da mosca-sul-americana ¢
similar a espécie anterior, iniciando-se nas primeiras horas do dia (entre 7:00 e 10:00h, com
maior freqiiéncia na primeira hora), quando a temperatura atinge 18°C e a intensidade luminosa ¢
de 800 lux (MALAVASI; PROKOPY; MORGANTE, 1982).

A fémea leva de 4 a 7 dias para atingir a maturidade sexual (MORGANTE et al., 1983) e o
periodo de pré-oviposi¢ao varia entre 7 e 30 dias (SALLES, 2000). A fémea coloca em torno de
400 ovos durante o periodo reprodutivo (FLETCHER, 1989). A postura ocorre exclusivamente
em frutas, geralmente com um ovo por ato de postura, podendo ser de até cinco unidades em cada
fruto, o que aumenta o potencial de dano (NORA; HICKEL, 1997; SALLES, 1998). Em estudos
conduzidos por Souza et al. (1983), foi constatada uma média de ovos de 1,16; 1,04 e 1,00 por

oviposicao em café, pé€ssego e maca, respectivamente.
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As larvas no interior dos frutos passam por trés instares. O tamanho médio das larvas de
primeiro instar ¢ de 1,1 mm, aumentando para 3 a 5 mm durante o segundo instar, chegando, ao
final do terceiro instar larval, a 8,6 mm quando criadas em papaia; nesse Ultimo estadio, o peso €
de 181 mg (TAUFER, 1995).

Apbs o desenvolvimento da larva, normalmente o fruto se decompde e cai ao solo,
permitindo a saida da larva, havendo entdo a penetragao desta no solo e a completa imobilizagao.
Segundo Da Cruz et al. (2000), esse intervalo (saida do fruto até a completa imobilizacdo) ¢ de 5
a 8 h, podendo durar até mais de 24 h caso a larva ndo penetre no solo. Paralelamente, ocorre
retragdo do tamanho corporal e, simultaneamente, células da epiderme comegam a secretar uma
nova camada de cuticula (DA CRUZ et al., 2000). O tamanho das pupas dessa espécie, quando
oriundas de larvas criadas em mamao, varia de 5 a 6 mm de comprimento por 2 a 2,5 mm de
largura (TAUFER, 1995).

Entre os fatores abioticos que podem afetar diretamente a biologia dessa espécie, a
temperatura ¢ um dos mais importantes em qualquer um dos estagios do ciclo de vida da mosca-
sul-americana. A temperatura-base, os limites térmicos inferiores e superiores ¢ a quantidade de
horas em graus-dias (constante térmica) com a temperatura acima da temperatura bésica para o
desenvolvimento dos estagios e do ciclo de vida de A. fraterculus foram determinados por
Martins (1986) e Machado, Salles ¢ Loeck (1995). Segundo os autores, para A. fraterculus
completar o ciclo de vida sdo necessarias mais de 430 h com temperaturas acima de 10,7°C.

Em estudos realizados com temperatura constante entre 10 e 35°C, houve registro de
desenvolvimento na faixa de 15 a 30°C, sendo que a 25°C ocorre o mais rapido desenvolvimento
de qualquer um dos estagios da praga (BAKER, 1945; MARTINS, 1986; SALLES, 1993). De
acordo com dados compilados por Martins (1986) e Salles (1993), a temperatura de 25°C o
desenvolvimento dos principais eventos biologicos sdo: periodo de pré-oviposi¢ao de 15 a 35 dias
(média de 22,7 dias); oviposi¢do até no maximo 150 dias de vida adulta (média de 79,1 dias);
numero de ovos por dia de até 40 ovos (média de 25,2 ovos), podendo uma fémea produzir, no
total, até 979 ovos (média de 394,2). O periodo embrionario varia de 1 a 3 dias, com média de 2,7
dias.

A longevidade média dos adultos de A4. fraterculus em condigdes de laboratério (25°C, 60-
80 % UR, 16 h de luz) ¢ de até 170 dias, sendo que as fémeas vivem menos do que os machos

(SALLES, 1995). Cardoso et al. (2002) observaram que 4. fraterculus, quando submetida a
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temperaturas alternadas de 6 e 20°C, apresentou alta incidéncia de maturacao ovariana até 90 dias
de idade, atrasando o potencial reprodutivo, o que aumenta o periodo funcional e a expectativa
de vida quando comparadas com individuos submetidos ao regime alternado de 13 e 20°C e aos
regimes constantes a 6°C e a 25°C. Desse modo, percebe-se que, na natureza, como as condigdes
de temperatura nao sdo constantes, o ciclo de vida de 4. fraterculus pode ser diferente daquele

obtido em laboratorio.

1.1.1.4 Importancia economica dos tefritideos no contexto brasileiro

As moscas-das-frutas da familia Tephritidae estdo entre as principais pragas do mundo.
Numerosas espécies estdo envolvidas em infestacdes de uma grande variedade de frutas e
olericolas de consideravel valor econdmico (WHITE; ELSON-HARRIS, 1992).

O status de praga das espécies de importancia economica pode variar de pais para pais, e
em um mesmo pais a importancia de uma espécie pode variar segundo o hospedeiro, a regido ou
a época do ano (HERNANDEZ-ORTIZ; ALUJA, 1993). No Brasil, trés géneros da familia
Tephritidae apresentam espécies com expressao econdmica (Anastrepha, Bactrocera e Ceratitis),
cujo status de praga pode variar entre 9 e 12 espécies, de acordo com Zucchi (2000), sendo o
primeiro representado por sete espécies: A. grandis (Macquart), A. fraterculus, A. obliqua
(Macquart), A. pseudoparallela (Loew), A. sororcula Zucchi, A. striata Schiner e A. zenildae
Zucchi. Entretanto, trés espécies, 4. bistrigata Bezzi, em goiaba no Sudeste; A. distincta Greene,
em mimosaceas da Amazonia e A. serpentina (Wied.), em sapotaceas do nordeste, em razao dos
frutos que atacam e da relativa abundancia, poderdo vir a ser de importincia econOmica
(ZUCCHLI, 2000). As outras duas espécies, C. capitata € B. carambolae, sdo exoéticas, tendo sido
ambas registradas no Brasil no século passado, em 1901 e em 1996, respectivamente (IHERING,
1901; MALAVASI, 2001).

As fémeas danificam diretamente os frutos desde o momento em que introduzem o
ovipositor na epiderme dos mesmos. A punctura em si, mesmo sem a introducao do ovo, ja
configura o dano, pois, ao perfurar a epiderme, provoca deformacdo e depreciagdo do fruto,
podendo ficar com inumeras pontuagdes escuras na epiderme devido a grande quantidade de
puncturas, formando uma espécie de cortica no local da punctura (SALLES; KOVALESKI,
1990; SALLES, 1995; CARVALHO, 2005). No orificio feito pelo ovipositor ocorre
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apodrecimento, resultando em queda do fruto (GALLO et al., 2002) e facilitando também a
entrada de microrganismos causadores de doengas como a podridao parda Monilinia fructicola
(Wint.) em péssego (NORA; HICKEL, 1997; SALLES, 1998).

As larvas consomem a polpa dos frutos. Nao existe um padrao de deslocamento das larvas
no interior do fruto, embora elas sejam mais frequentemente encontradas na parte central da
polpa. Em geral, as larvas produzem apodrecimento interno da polpa, ficando a area atacada,
decomposta, imida e escurecida (SALLES, 1995). Quando as larvas saem dos frutos, se percebe
facilmente o orificio de sua saida na casca, e ao pressionar-se o fruto, o extravasamento de suco
por esse orificio indica que houve infestagio (SALLES, 1995). As larvas podem destruir
totalmente a polpa dos frutos, tornando-os imprestaveis para o consumo in natura ou para o
processamento.

Segundo Alvarenga, Giustolin e Querino (2006), em algumas regides do Brasil,
dependendo das condi¢des climaticas e da presenca de plantas hospedeiras, as moscas-das-frutas
podem comprometer até 100 % da producdo. Segundo Hickel (2002), o exemplo cléssico de alto
custo de produ¢do devido, principalmente, a incidéncia de moscas-das-frutas (4. fraterculus) é o
que ocorre nos pomares de macieira no sul do Brasil, onde o gasto anual com inseticidas para
controle dessa praga ¢ estimado em dois milhdes de dolares, ou o equivalente a 100 mil litros de
fention (o inseticida mais empregado) para uma area aproximada de 20.000 ha, aplicando-se de 4
a 5 tratamentos por ano.

Diversos autores (CAREY; DOWEL, 1989; ALUJA, 1994; MALAVASI, 2001)
mencionam os danos indiretos associados a presenca de moscas-das-frutas nas areas produtivas.
A tolerancia ao dano ¢ muito baixa e, para produtos de exportacdo, essa tolerancia ¢ zero e, em
muitos casos, por ser considerada praga quarentenaria, a exportacdo ¢ embargada pela simples
presenga da mosca na regido de produgdo ou até mesmo no pais exportador (WALDER, 2002).

Com a criacdo da Organizagdo Mundial do Comércio (OMC) e do Codex Alimentarius,
houve uma sensivel reducao das barreiras alfandegarias para exportacdo por barreiras nao-
tarifarias ao comércio, conhecidas como barreiras técnicas, que podem ser divididas em duas
principais: as relacionadas as pragas e as relacionadas a inocuidade alimentar. Entre os insetos-
praga, sobretudo da fruticultura, as moscas-das-frutas s3o o principal obsticulo a livre
comercializacao de frutas em escala mundial, tanto pelo risco de introdugao da praga, como pela

inocuidade do alimento.
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No Brasil, as principais espécies frutiferas exportadas in natura (uva, melao, manga, maga,
banana, limdo e mamao) representaram, em 2007, 89,71 % do valor arrecadado (US$
576.690.115) e 85,76 % do volume exportado em kg (787.943.869) (SECEX/DATAFRUTA-
IBRAF, apud CORREA et al., 2008).

O sucesso dessas sete espécies frutiferas invariavelmente estd relacionado com o controle
de moscas-das-frutas nas areas de producao, o que vem enfatizar a importancia economica desse
grupo de insetos, com maior evidéncia para A. fraterculus e C. capitata. Um breve historico da
evolugdo das estratégias de controle de moscas-das-frutas nessas frutiferas ¢ necessario para
demonstrar essa intima relagdo comentada anteriormente.

Inicialmente, visando a abertura das exportacdes de frutas frescas para os mercados norte-
americano e japonés, iniciou-se em 20 de junho de 1989, o monitoramento de moscas-das-frutas
no Submédio do Vale do Sao Francisco (HAJI; MIRANDA, 2000). Com a proibicdo dos
fumigantes quimicos para tratamento quarentendrio contra moscas-das-frutas, adotou-se, nessa
regido, o tratamento hidrotérmico (quarentenario) para a exportacdo de frutos de manga, de
acordo com os trabalhos de Nascimento (1990; 1992) e Nascimento et al. (1992). Além disso, o
Brasil possui autorizagdo para exportar uva para os EUA desde que submetida a baixas
temperaturas, o que causa desinfestacdo da moscas-das-frutas. O tratamento deve ser de 11 dias a
0°C, 13 dias a 0,55°C, 15 dias a 1,11°C ou 17 dias a 1,66°C (GOULD, 1994). Por conta da
fruticultura, direcionada principalmente para exporta¢do, Juazeiro (BA) e Petrolina (PE)
(municipios do Submédio do Vale do Sdo Francisco) apareceram pela primeira vez entre os dez
municipios brasileiros com maiores valores de produgdo agricola (R$ 519,5 ¢ 430,9 milhdes,
respectivamente) em 2007, sendo que as exportacdes de manga e de uva dessa regido
representaram 93 e 99,1 % das exportagdes brasileiras dessas duas frutas, respectivamente
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2007; CORREA et
al., 2008).

As exportagdes de meldo, atualmente a principal fruta em termos de volume exportado
(22,26 % do volume total de frutas exportadas in natura pelo pais) (SECEX/DATAFRUTA-
IBRAF apud CORREA et al., 2008), se deve ao estabelecimento de uma érea livre da mosca-das-
cucurbitaceas, 4. grandis, na regido de Mossor6 e Assu (RN), regido reconhecida como area livre

desde 1990, apds cinco anos de estudos exaustivos (ARAUJO; LIMA; ZUCCHI, 2000).
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A banana e o limao nado sao hospedeiros das moscas-das-frutas registradas no Brasil e esse
fato tem justificado a ascensdo das exportagdes dessas frutiferas em comparacao as demais. O
Brasil exporta atualmente apenas 5 % do limao e da banana que produz (CORREA et al., 2008),
sendo que a ultima ¢ a segunda fruta em producdo no Brasil, com volume exportado de
185.720.644 kg, perdendo apenas para o meldo.

O mamao brasileiro ¢ uma das principais commodities de exportacdo em conseqliéncia das
pesquisas inicialmente realizadas em Linhares e Sdo Mateus no Espirito Santo, a partir de 1994,
visando a aplicacdo do Systems Approach (MALAVASI, 2000b). O desenvolvimento desse
sistema, apos ser analisado pelo APHIS/USDA, possibilitou, a partir de 1998, a exportagdo de
frutos de mamao produzidos no norte do Espirito Santo para os EUA (MARTINS; URAMOTO;
MALAVASI, 2000). A exportagdo iniciou-se com o mamao Havai (cultivares Golden e Sunrise)
e posteriormente se expandiu para o grupo Formosa, cujos principais estados produtores sio
Espirito Santo, Bahia e Rio Grande do Norte.

Apesar do atrativo mercado interno, a maca € o quarto fruto em termos de volume de
exportacdo (112.075.637 kg) e de valor arrecadado (US$ 68.617.642). O tratamento
quarentenario exigido pelos paises importadores ¢ o tratamento térmico com baixas temperaturas,
permitindo a acessibilidade em diferentes mercados. Atualmente, os principais clientes sdo os
mercados europeus, entretanto, existe uma inten¢ao declarada de ampliar as exportacdes dessa
fruta para os paises do Oriente Médio.

Atualmente, as barreiras nao-tarifarias no comércio internacional sob a bandeira da
seguranga do patrimdnio fitossanitirio, sdo uma das estratégias advindas do processo de
globalizacdo e nesse contexto, o controle das moscas-das-frutas tornou-se um passo primario na

conquista por mercados.

1.1.2 O nim (Azadirachta indica)

1.1.2.1 Caracterizacio da espécie

O género Azadirachta, pertencente a ordem Rutales, subordem Rutinae, familia Meliaceae,
subfamilia Melioideae, tribo Meliecae (PENNINGTON; STYLES, 1975), contém apenas trés

espécies: Azadirachta indica A. Juss, A. siamensis Valeton e A. excelsa (Jack) Jacobs
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(KANOKMEDHAKUL et al., 2005), sendo a primeira delas a mais estudada e difundida por todo
o mundo.

Planta com varias denominagdes, A. indica ¢ mais conhecida internacionalmente por
neem, sendo que no Brasil o nome foi aportuguesado para nim (MARTINEZ, 2002). O centro de
origem dessa planta é o sul e sudeste da Asia, mas atualmente est4 estabelecida em areas tropicais
e subtropicais da Africa, América e Australia. Nos tltimos 20 anos, o nim foi introduzido em
varios paises principalmente para reflorestamento e produg¢do de madeira em areas secas, mas
também ¢ utilizado para outros propositos, incluindo o uso para sombreamento e para producdo
de inseticidas naturais (SCHMUTTERER, 1990).

No Brasil, o nim foi introduzido em 1984 e, atualmente, se encontra em quase todas as
regides do Pais, pois este possui areas com condi¢gdes climaticas adequadas para o plantio,
principalmente nas regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste (MARTINEZ, 2002). A planta tem
boa adaptagdo em locais com pH do solo de 5,0 a 7,0, precipitacdo anual de 400 a 800 mm e
temperatura entre 21 e 32°C, podendo tolerar secas severas, solos pobres e salinos. No entanto,
ndo tolera temperaturas minimas inferiores a 14°C e geadas (SCHMUTTERER, 1990).

O nim ¢ uma planta perene bastante resistente e de crescimento rapido, com tronco semi-
reto a reto de 30 a 80 cm de diametro, relativamente curto ¢ duro, de coloragdo marrom-
avermelhada. O seu porte varia normalmente de 15 a 20 m de altura, mas caso haja condi¢des
edafoclimaticas favoraveis pode atingir até 25 m. Possui uma copa com folhagem verde-escura
que pode atingir até¢ 15 m de diametro e flores com odor de mel. O sistema radicular da planta ¢
composto por uma raiz pivotante, que € a sua principal sustentagdo e que possibilita a retirada de
agua e nutrientes de profundidades consideraveis, e por raizes laterais auxiliares (HEDGE, 1993).

As folhas s3o compostas e imparipinadas, ficando aglomeradas nos extremos dos ramos,
simples e sem estipulas. As flores sdo de coloragdo branca e reunidas em inflorescéncias densas
com estames crescentes formando um tubo, actinomorficas, pentameras e hermafroditas
(SCHMUTTERER, 1990).

De modo geral, a floragdo se inicia a partir do segundo ano de idade da planta e a
produgdo de frutos comeca a ser significativa apos trés anos, com 2.4 kg por arvore, podendo
atingir cerca de 8 kg / planta no terceiro ano e superando 25 kg / planta a partir do quinto ano
(GRUBER, 1992). As épocas de floracdo e de producao de frutos variam muito de regido para

regido. Na India, as arvores de nim florescem de janeiro a abril e os frutos amadurecem de maio a
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agosto (KOUL; ISMAN; KETKAR, 1990). No Brasil, dada a grande amplitude de condi¢des
climaticas, as floradas ocorrem em diversas épocas nas diferentes regides. As primeiras floradas
ocorrem na Regido Central, Norte e Nordeste do Brasil com a produgdo de frutos iniciando-se em
dezembro, indo até margo; na Regido Sudeste, a producdo de frutos predomina de fevereiro a
abril, e na Regido Sul, inicia-se em maio e chega até julho, podendo haver uma segunda florada
improdutiva em setembro/outubro (MARTINEZ; LIMA; BOICA JUNIOR, 1998).

A semente consiste em um pericarpo carnudo com uma concha moderadamente macia no
seu interior, a qual armazena o 6leo. O pericarpo contém uma massa resinosa e enrugada quando
seca (KOUL; ISMAN; KETKAR, 1990). Os frutos possuem forma oval medindo de 1,4 a 2,4 cm
de comprimento, e quando maduros, apresentam polpa doce amarelada e tegumento branco
contendo um 6leo marrom no interior de sua semente (SCHMUTTERER, 1990).

A importancia do nim como planta inseticida foi revelada para o mundo ocidental pelo
professor Dr. Heinrich Schmutterer (Universidade de Giessen, Alemanha) na década de 50 do
século passado, ao constatar que durante as migracoes destruidoras dos gafanhotos (Schistocerca
gregaria (Forskal)) no Suddo, apenas as arvores de nim restavam intocadas (MORDUE
(LUNTZ); NISBET, 2000; ISMAN, 2006; VEITCH; BOYER; LEY, 2008). Posteriormente,
foram intensificadas as pesquisas sobre a composicao quimica da planta em diferentes centros de

pesquisa no mundo.

1.1.2.2 Aspectos quimicos

A ordem Rutales, a qual o nim pertence, inclui plantas que sao uma das fontes mais ricas e
diversas de metabolitos secundarios em Angiospermas (WATERMAN, 1993). Dentro de um
amplo universo de classes de compostos com caracteristicas ou potencial inseticida encontrados
em plantas dessa ordem, destacam-se os limondides, substincias amargas conhecidas como
meliacinas ou tetranortriterpendides. Em particular, os limonoides caracterizam os membros da
familia Meliaceae, onde sdo diversos e abundantes. Um nimero limitado de estruturas pode ainda
ser encontrado em outras duas familias do reino vegetal (Rutaceae e Cneoraceae) e em espécies
do género Harrisonia (Familia Simaroubaceae) (DA SILVA et al., 1984; CHAMPAGNE et al.,
1992; ROY; SARAF, 2006).
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Apesar de os limonoides apresentarem estruturas bastante diversas, a sua rota biossintética
em plantas tem como precursor o tirucalol ou o eufol (CONNOLY, 1983; AKHILA; RANI,
1999). Num primeiro momento ocorre uma isomeriza¢gdo (migracdo) na dupla ligacdo desses
compostos para o C-7 formando uma classe de triterpenos denominada protolimondides (FORIM,
2006). Limocinona, meliantriol, odoratona, nimbocenona, nimolinona, limocinol e kulactona sido
protolimondides isolados de diferentes estruturas de A. indica (SCHMUTTERER; ASCHER,
1987, LEY; DENHOLM; WOOD, 1993; KELECOM; CABRAL; GARCIA, 1996; AERTS,;
MORDUE (LUNTZ), 1997; AKHILA; RANI, 1999; LUO et al., 2000; SIDDIQUI et al., 2003).
Posteriormente, os protolimonoéides originam o grupo dos apo-protolimonoides, precursores mais
diretos dos limonodides que apresentam a mesma insaturagdo ou uma posterior oxidacao da
ligagdo dupla como ocorre nos limonoides (FORIM, 2006). Em resumo, os limondides sdo
originados pela perda de quatro atomos de carbono do precursor inicial (CHAMPAGNE et al.,
1992; VIEIRA; MAFEZOLI; BIAVATTI, 2007). Essa rota biossintética envolve varios passos
reacionais levando as mais variadas estruturas, mas que invariavelmente contém 26 atomos de
carbono no seu esqueleto central (VIEIRA; MAFEZOLI; BIAVATTI, 2007).

A partir da formacdo do esqueleto basico de um limondide pode ocorrer uma série de
transformagoes levando aos diferentes grupos de limonodides (MENEZES, 2001). Champagne et
al. (1992) propuseram uma correlacao entre os varios tipos de esqueletos de limondides com sua
acdo contra insetos e classificaram os limonoides em ordem decrescente de atividade biologica:

1. Limondides com o anel C-seco. Ex: Azadiractina

2. Limonoéides com esqueleto apo-eufol intacto; epoxido a C14/C15 e cicloexanona no anel A.
Ex: Cedrelona.

3. Limondides com anel D-seco. Ex: Gedunina

4. Limonoides com anéis A, D-seco. Ex: Limonina

5. Limonoides com anéis A, B ou B-seco. Ex: Toonacilina

Apenas plantas da familia Meliaceae sdo especialistas na produgao de limondides com o
anel C-seco (ROY; SARAF, 2006). O nim apresenta compostos nas cinco escalas propostas por
Champagne et al. (1992). De diferentes partes da planta ja foram isolados mais de 200
compostos, dos quais cerca de 130 sdo limonoides (KANOKMEDHAKUL et al., 2005). Entre os
limondides ja isolados dessa arvore, a azadiractina ¢ o mais investigado e considerado o

tetranortriterpendide com maior potencial para o manejo de pragas.
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A azadiractina foi isolada das sementes de nim por Butterworth e Morgan (1968), periodo
em que a comunidade cientifica estava revendo seus conceitos com relacdo ao controle de
insetos, principalmente devido a publicacdo do livro “Silent Spring” de Raquel Carson em 1962.
Oportunamente, varios esfor¢cos de pesquisa foram voltados ao estudo dos limondides com énfase
para a azadiractina (MORGAN, 2009).

A sua estrutura molecular foi proposta primeiramente por Nakanishi (ZANNO et al., 1975),
contudo na década de 80 foi demonstrado haver erros nessa proposta, e somente em 1987 estudos
simultaneos e independentes realizados nos laboratérios de S. Ley, W. Kraus e Nakanishi
elucidaram a estrutura da azadiractina (BILTON et al., 1987; KRAUS et al., 1987; TURNER et
al., 1987). Uma revisao sobre esse assunto consta em Ley, Denholm ¢ Wood (1993) em “The
Chemistry of Azadirachtin” e em Veitch, Boyer e Ley (2008) em “The Azadirachtin Story”.

O mais abundante limonoide encontrado em sementes ¢ usualmente o azadiradione,
inicialmente isolado do 6leo da semente (LAVIE; JAIN, 1967) e posteriormente sintetizado
(COREY; HAHL, 1989). Entre os limonodides mais polares extraidos juntamente com
azadiractina, a salanina (isolada do 6leo da semente por HENDERSON et al., 1968) ¢ o mais
abundante, seguido pela propria azadiractina e em menor escala pelo 3-tigloylazadirachtol
(JOHNSON; MORGAN; PEIRIS, 1996), nomeado como azadiractina B e identificado pelo grupo
do Dr. Kraus (KLENK; BOKEL; KRAUS, 1986).

Nas sementes da drvore de nim existem moléculas com estrutura quimica muito semelhante
a azadiractina, porém com atividade bioldgica variadvel (REMBOLD, 1989). Durante muitos anos
convencionou-se nomear essas estruturas como isomeros da azadiractina (A, B, C, D, E, F, G, H,
I, J, K, M, N). Contudo, a comunidade cientifica tem procurado salientar que ¢ incorreta a adogao
do termo isomeros da azadiractina, indicando que esses limondides devem ser qualificados com o
seu nome quimico (Figura 1.1) (MORDUE (LUNTZ); MORGAN; NISBET, 2005).

A azadiractina B (3-tigloylazadirachtol) muito provavelmente foi o composto isolado por
Butterworth e Morgan (1971) com menor polaridade em relagdao a “A”, ndo sendo investigado
pelos autores posteriormente. Na década seguinte, o grupo do Dr. Kubo isolou uma substancia da
semente ¢ nomeou como deacetylazadirachtinol (KUBO et al., 1984; 1986), no entanto, essa
molécula corresponde ao 3-tigloylazadirachtol (azadiractina B) elucidado no trabalho de Klenk,
Bokel e Kraus (1986). Com relagdo a azadiractina C, Rembold (1989) descreveu a sua possivel

estrutura, no entanto, segundo Ley, Denholm e Wood (1993) e Morgan (2009) ela nunca foi
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descrita totalmente, e esse nome “C” nao ¢ usual, sendo que os unicos trabalhos desenvolvidos
com essa molécula foram publicados por Rembold (1989). O nome correto da azadiractina D ¢ 1-
tigloyl-3-acetyl-11a-hydroxy-4pB-methylmeliacarpin, cujo isolamento e descricdo foram feitos em
1993 (ROJATKAR; NAGASAMPAGI, 1993); outros trabalhos tém demonstrado o isolamento e
ou a estrutura da molécula desse composto (GOVINDACHARI; SANDHYA; GANESH RAJ,
1991; RAMIL; VENKATAKRISHNAN; MADYASTHA, 1998).

A azadiractina E corresponde ao detigloylazadiracntin, a “F” e a “G” s@o estruturalmente
relacionadas com o 3-tigloylazadirachtol (LEY; DENHOLM; WOOD, 1993). O processo de
isolamento e descricdo das azadiractinas H, I, J e K foram conduzidos pelo grupo do Dr.
Govindachari na India (GOVINDACHARI; SANDHYA; GANESH RAJ, 1991;
GOVINDACHARI; SANDHYA; GANESH RAJ, 1992; GOVINDACHARI et al., 1996;
MALATHI et al., 2003). As azadiractinas M (29-oxymethylene-11-demethoxycarbonyl-11R-
hydroxyazadirachtin) e N (22,23-dihydro-23R-hydroxy-3-tigloyl-11-deoxyazadirachtinin) foram
isoladas e descritas estruturalmente por Luo et al. (1999).

Em A. excelsa também foi registrada a presenca de azadiractina (ERMEL; KALINOWSKI;
SCHMUTTERER, 1991) e uma molécula relacionada foi nomeada como “marrangin” ou
azadiractina L (KALINOWSKI; ERMEL; SCHMUTTERER, 1993). Mais recentemente, trés
compostos relacionados a azadiractina foram registrados nessa espécie, sendo qualificadas como
azadiractina O (1-isovaleroyl-3-acetylazadirachtol), P (1-isovaleroyl-11R-hydroxyazadirachtin
H) e Q (1,3-diacetylazadirachtol) (KANOKMEDHAKUL et al., 2005).

As azadiractinas A e B s@o os principais metabdlitos presentes nas sementes do nim e sdo
consideradas as mais importantes para a comercializagdo de subprodutos da planta como
inseticida. Klenk, Bokel e Kraus (1986) e Rembold (1990) relataram que, nas sementes de nim, a
porcentagem de azadiractina B, em relagdo a azadiractina A, ¢ de 1 a 5 %, valor bem maior em
comparagdo as outras azadiractinas (Figura 1.1) que variam de 0,1 a 0,01 % em relacdo a
azadiractina A. O registro de azadiractina em outras partes da planta de nim ndo ¢ um fato
comum. Sundaram (1996) analisou amostras de sementes, cascas, folhas, raizes e ramos oriundos
de arvores do sul da India. Baseado no peso seco da amostra o autor registrou o seguinte
resultado: sementes (0,03 %); folhas (0,9 x 10™ %); cascas (0,5 x 10 = %); raizes (0,3 x 10 > %) e
ramos (0,2 x 10 > %).
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3-tigloylazadirachtol 1-Tigloyl-3-acetyl-11a-hydroxy-4p-methylmeliacarpin
(Azadiractina B) (Azadiractina D)

11-Demethoxicarbonylazadirachtin (Azadiractina I)
(Azadiractina H)

11-Acetyl-11-demethoxicarbonylazadirachtin
(Azadiractina L)

AcO”” 5 ’
Hom,c” W =

29-oxymethylene-11-demethoxycarbonyl-11R-hydroxyazadirachtin
(Azadiractina M)

22,23-dihydro-23R-hydroxy-3-tigloyl-11-deoxyazadirachtinin
(Azadiractina N)

Figura 1.1 - Estrutura quimica da azadiractina e substancias correlacionadas
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Por outro lado, Forim (2006) investigou diversas estruturas da planta (améndoa em
diferentes estagios de maturacao, casca, ramo, flor e folha) e registrou a presenca de azadiractina
em diferentes quantidades, exceto nas folhas. Os resultados apontados por Sundaram (1996)
indicam que as folhas possuem uma quantidade bastante inferior de azadiractina, sendo que o
resultado obtido por Forim (2006) pode ter sido influenciado pelo método de extragdo. O proprio
autor alerta que se a azadiractina estiver presente na folha, certamente serd em quantidades
infimas. A determinagdo da azadiractina nas diversas partes da planta e, sobretudo na folha, ¢ um
desafio e, de acordo com Morgan (2009), o aperfeicoamento da quantificacdo de azadiractina nas
folhas € um dos principais focos de pesquisa dos fitoquimicos atualmente.

A molécula da azadiractina ¢ muito complexa (VEITCH; BOYER; LEY, 2008). Apos 22
anos de esfor¢os do grupo do Dr. Ley, a sintese completa da azadiractina foi realizada em 71
etapas, com o rendimento de 0,00015 % (VEITCH et al., 2007). Todo o processo de sintese ao
longo dos 22 anos foi registrado em recente revisdo do Dr. Ley e seus 45 colaboradores, “The
Synthesis of Azadirachtin: A Potent Insect Antifeedant” (LEY et al., 2008). Esse trabalho de
sintese ¢ o inicio para o desenvolvimento de produtos comerciais a base de azadiractina.
Atualmente, todos os produtos existentes no mercado sdo preparados a partir de compostos
extraidos da planta.

Os derivados do nim podem ser empregados na forma de pods, extratos aquosos, extratos
organicos e 6leos (fixos ou essenciais) (Figura 1.2). Os 6leos podem ser obtidos a partir da
prensagem do material vegetal (geralmente frutos ou sementes), os quais podem ser frescos ou
secos (geralmente ao sol). Apds a prensagem, o d6leo ¢ extraido e armazenado em recipientes
apropriados. Estes sdo os chamados o6leos “fixos”. Os Oleos essenciais ou volateis podem ser
obtidos de diferentes maneiras, sendo que uma das formas mais utilizadas ¢ o arraste com vapor
d’agua (SANTOS et al., 2004; TAVARES, 2006).

Para obtencao dos pos, apds a coleta do material vegetal (sementes, frutos, folhas, caules e
ou raizes), este ¢ submetido a secagem e moido na granulometria desejada. No caso dos extratos
aquosos, apds a coleta, secagem e moagem, os poés sdo submetidos a imersdo em 4agua
(configurando o periodo de extracdo) e posterior filtragdo. O extrato aquoso deve ser utilizado até
24 h apos a extragdo ou submetido a liofilizacdo e posterior armazenamento. Existem diferentes
formas para obtengdo de extratos organicos provenientes de plantas. O fato comum entre os

procedimentos ¢ a utilizagdo de solventes em polaridade crescente: hexano (apolar), acetato de
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etila (polaridade intermediaria) e metanol (polar). Dessa forma, os extratos vegetais obtidos
apresentaram diferenga na sua constitui¢do, pois solventes polares dissolvem os seus semelhantes

(substancias polares), apolares dissolvem apolares e, assim, sucessivamente (Figura 1.2).

Folhas, ramos, frutos (sementes) e raizes

Coleta do material vegetal

Frutos e sementes

Prensagem Arraste a vapor
_I— Secagem
Oleo fixo [I Oleo essencial
Moagem
|
Pos
Extracao
Frio Quente
Agua Solvente Solvente
Filtragem
Evaporagéao
Extrato aquoso Extrato organico

Figura 1.2 - Esquema do procedimento para obtencao de subprodutos de plantas inseticidas

A azadiractina, principal substiancia com atividade sobre insetos, ¢ altamente polar, sendo,
consequentemente, solivel em solventes organicos polares (etanol, metanol) e ligeiramente

solavel em agua (MORGAN, 2009). Outras substdncias com polaridade préoxima a da
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azadiractina geralmente sdo extraidas em conjunto, como, por exemplo, a salanina ¢ o 3-

tigloylazadirachtol, assim como outros compostos correlacionados (MORGAN, 2009).

1.1.2.3 Propriedade inseticida dos derivados do nim sobre insetos fitéfagos

Os derivados do nim possuem varios modos de acdo sobre insetos, entre os quais ¢
interessante destacar a sua atuacdo como repelente, deterrente alimentar (KOUL, 2005),
deterrente de oviposicdo (NAUMANN; ISMAN, 1995), regulador de crescimento e esterilizante.
Diversos outros efeitos também podem ser observados, tanto em nivel fisioldgico, hormonal e
celular, como em nivel comportamental (SCHUMUTTERER, 1990; MORDUE (LUNTZ);
BLACKWELL, 1993; MARTINEZ, 2002).

No processo de selecdo hospedeira por insetos fitofagos, os repelentes sdo os fatores que
determinam resposta negativa do inseto, levando-o a se afastar da planta e, embora nessa etapa
inicial do processo, em muitos casos, a cor do substrato vegetal seja importante, ha outras
situacdes em que essa selecdo ¢ mediada principalmente por substincias quimicas de natureza
volatil (VENDRAMIM; GUZZO, 2009). Em estudos com a cigarrinha Nilapavarta lugens (Stal)
foi demonstrado que a aplicacdo de 6leo de nim a 3 % em plantas de arroz reduziu o numero de
cigarrinhas voando em direcdo as plantas pulverizadas, sendo que nesse caso especifico ndo
houve sequer contato dos insetos com a planta tratada (HEYDE; SAXENA; SCHMUTTERER,
1984). Para detectar os odores, os insetos contam com um sistema olfativo formado por células
receptoras presentes em sensilos localizados principalmente nas antenas (SMITH, 2005). Existe
grande diversidade no numero e no arranjo desses sensilos nas antenas de varias espécies de
insetos, o que permite cada um responder especificamente a uma dada quantidade e qualidade de
odores em mistura (VENDRAMIM; GUZZO, 2009). Essa variabilidade parece existir até mesmo
entre sexos da mesma espécie, pois em estudo realizado por Mikami e Ventura (2008), enquanto
os machos de Microtheca punctigera (Achard) foram fortemente repelidos por discos foliares de
rabanete tratados com Oleo de nim, as fémeas ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao tratamento controle.

A maioria dos aleloquimicos que inibem a alimentagdo estimula um receptor gustatorio
deterrente (inibicdo primaria); hd outros que bloqueiam ou interferem na percepg¢ao dos

estimulantes de alimentacgdo (inibi¢do primaria) e outros ainda que, atuando em nivel de impulsos
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elétricos no sistema nervoso, podem impedir o inseto de adquirir informagao gustativa adequada
para poder selecionar seu alimento (inibicdo secundaria) (ISMAN, 2002). A azadiractina afeta a
alimentacdo inicialmente por meio da quimiorrecepcdo (inibi¢do primaria), mas também por
meio da reducdo do alimento ingerido devido ao efeito toxico (inibi¢do secundaria) (MORDUE
(LUNTZ); BLACKWELL, 1993). Considerando a inibi¢cdo primaria, parece que a azadiractina,
além de estimular um receptor deterrente em diversas espécies de insetos, parece também
suprimir os receptores de agucar e de inositol em varias outras espécies (SCHOONHOVEN,
1988, apud KOUL, 2005).

Os lepidopteros sdo bastante sensiveis a azadiractina, dependendo da espécie,
apresentando efetiva inibicdo de alimentagdo, em concentragdes que variam de <l a 50 ppm
(MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000). Isman (1993) estudou seis espécies de noctuideos e
encontrou variacao de mais de 30 vezes entre a espécie mais sensivel (Spodoptera litura (F.)) e a
menos sensivel (Actebia fennica (Tauscher)). Coleoptera e Hemiptera sdo menos sensiveis a
referida molécula, com inibi¢do da alimentacdo em concentragdes variando de 100 a 600 ppm,
embora existam algumas espécies de afideos que também mostram alta sensibilidade (MORDUE
(LUNTZ); NISBET, 2000). A ordem Orthoptera mostra enorme variagdo na sensibilidade a
azadiractina incluindo desde Schistocerca gregaria (espécie polifaga que tem quimiorreceptores
especializados a varios compostos secundarios de plantas), Locusta migratoria L. (espécie que se
alimenta de gramineas e ndo tem quimiorreceptores especializados a deterréncia alimentar), até
Melanoplus  sanguinipes (Fab.) que ¢ extremamente insensivel, ndo apresentando
quimiorrecepteros sensiveis a azadiractina (SCHUMUTTERER, 1985).

Quando ocorre deterréncia de oviposi¢do, a planta ¢ rejeitada pela praga, como também
pode haver somente a punctura no substrato ou mesmo menor numero de ovos por postura. Esse
fenomeno ocorre devido ao comportamento exploratorio realizado pelo inseto ao pousar sobre o
sitio de oviposi¢do, que se da pelo contato superficial das antenas, tarsos, aparelho bucal e ou
ovipositor, antes da aceitacdo ou rejeicdo do hospedeiro (BENTO; NARDI, 2009). Em
Lepidoptera, a selegdo do substrato para oviposicdo ¢ feita por meio de estimulos sensitivos,
sendo os tarsos e a proboscis os principais 6rgdos quimiorreceptores (MORDUE (LUNTZ);
BLACKWELL, 1993). Demonstrando o efeito deterrente de oviposicdo em Plutella xylostella
(L.), Torres et al. (2006) deduziram que o menor numero de ovos colocados nas superficies das

folhas tratadas com o extrato de nim tinha sido ocasionado pela irritabilidade das fémeas em
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contato com a superficie da folha no momento da oviposi¢do. A deterréncia de oviposi¢cdo tem
sido reportada por varios produtos do nim sobre quatro ordens de insetos: Coleoptera
(SHOWLER; GREENBERG; ARNASON, 2004), Diptera (SINGH; SINGH, 1998), Hemiptera
(COUDRIET; PRABHAKER; MEYERDIRK, 1985) e Lepidoptera (AY YANGAR; RAO, 1989).

Em nivel fisiologico, a azadiractina causa interferéncia no sistema neurossecretor do
cérebro, afetando a sintese do hormdnio protoracicotropico e ou dos neuropeptideos (alatostatinas
e alatotropinas), que controlam respectivamente a funcdo das glandulas protoracicas e dos
corpora allata. Na auséncia da estimulacdo do hormdnio protoracicotropico, as glandulas
protoracicas ndo produzem o hormoénio da muda (ecdisterdides), que por sua vez tem a funcao de
controlar a ecdise e a formagao da nova cuticula, enquanto que a producao elevada de hormonio
juvenil pelos corpora allata, dada pela inibicdo das alatostatinas ou inducdo das alatotropinas,
induz a manuten¢do dos individuos no estagio larval (MORDUE; NISBET, 2000). Um
mecanismo similar de a¢do leva a esterilizagdo de fémeas adultas (SCHUMUTTERER, 1990;
MORDUE; NISBET, 2000; MARTINEZ, 2002). Esse fato foi observado para Manduca sexta
(L.) (SCHLUTER; BIDMON; GREWE, 1985), Oncopeltus fasciatus (Dallas) (DORN;
RADEMACHER; SEHN, 1986), Galleria mellonella (L.) (MALCZEWSKA; GELMAN;
CYMBOROWSKI, 1988) e Tenebrio molitor (L.) (MARCO et al., 1990), onde os autores
relataram que a azadiractina causou diminiui¢do da quantidade de ecdisterdides.

Rembold (1989) registrou o efeito regulador de crescimento da azadiractina e outras
substancias relacionadas sobre larvas de Epilachna varivestis Mulsant. As azadiractinas (A-G,
ver nome quimico na Figura 1) apresentaram as seguintes CLso em ppm: A (1,66), B (1,30), C
(12,97), D (1,57), E (2,80), F (1,15) e G (7,69), enquanto para salanina a CLs, obtida foi maior
que 100 ppm.

Mais recentemente o efeito dos derivados do nim sobre o comportamento de insetos tem
sido alvo de estudos. Em trabalho pioneiro realizado por Saxena, Zhang e Boncondin (1993), foi
demonstrado que a azadiractina alterou o comportamento de corte e acasalamento da cigarrinha
N. lugens, observando que alguns insetos ndo conseguiram emitir o som de chamamento e outros

emitiram sons irreconheciveis.
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1.1.3 O nim no contexto do manejo integrado de moscas-das-frutas

O manejo integrado de tefritideos no Brasil avangou significativamente na ultima década e
no momento as tecnologias utilizadas consistem no seguinte: a) monitoramento populacional de
adultos utilizando armadilhas tipo Jackson com feromonio sexual trimedlure especificas para a
moscamed e ou armadilhas tipo Mcphail com atrativo alimentar (proteina hidrolizada de milho,
suco de frutas, entre outros) (NASCIMENTO; CARVALHO; MALAVASI, 2000); b) uso do
método cultural que consiste na coleta e destrui¢ao dos frutos maduros na arvore e no solo antes e
depois da colheita, poda e ensacamento de frutos, praticas utilizadas exclusivamente ou em
conjunto (NASCIMENTO; CARVALHO, 2000); c¢) ado¢ao do controle biolégico por meio da
produ¢do massal e liberacdo inundativa do parasitdide Diachasmimorpha longicaudata
(Ashmead), ainda que, atualmente, seja apenas uma perspectiva (CARVALHO; NASCIMENTO,
2002); d) emprego da macho-esterilidade, sendo que atualmente sdo liberados machos estéreis de
C. capitata em areas de producdo de manga e uva, existindo perspectiva de producao de machos
estéreis de A. fraterculus; ) Controle quimico, que ¢ o método mais utilizado e, muitas vezes, o
unico em dareas de producdo, podendo ser realizado em cobertura total da planta permitindo o
controle da fase larval no fruto devido ao efeito de profundidade; o mais comum ¢ a utilizacdo da
isca toxica (atrativo alimentar acrescido de inseticida). Recentemente foi lancado o Success®,
inseticida cujo principio ativo ¢ o espinosade (derivado da fermentacdo do actinomiceto
Sacharopolyspora spinosa); no Brasil, o produto foi recentemente registrado para citros e manga,
podendo ser utilizado na agricultura organica com periodo de caréncia de apenas um dia em
cultivos de manga. Além disso, ha também a opcao de cultivar espécies de frutiferas resistentes
as moscas-das-frutas (ex: mamao) ou mesmo optar pelo plantio de variedades resistentes (ex:
magca), contudo, esta pratica ndo ¢ comum entre os fruticultores. Para finalizar, existe a opcao de
se fazer o plantio em éreas livres ou de baixa prevaléncia da praga, como ocorre no Rio Grande
do Norte (area livre de 4. grandis) (MALAVASI, 2000a) e em areas de exportagdo, apés a
colheita, pode ser realizado algum tratamento quarentendrio, como o tratamento hidrotérmico
para exportacdo de manga (DUARTE; MALAVASI, 2000). Na floresta Amazonica (estado do
Amapd), adotou-se a técnica de aniquilagdo de machos para erradicagdo da mosca-da-carambola.

Pesquisas recentes tém estudado a utilizagdo de derivados do nim para controle de moscas-
das-frutas, tendo como premissa basica a substituicao e ou redugdo das aplicagdes de inseticidas

no campo. Diferentemente dos produtos sintéticos, os derivados do nim apresentam maior
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diversidade na sua forma de utilizacdo, podendo ser util ao produtor e também integrar as
alternativas de controle.

No cendrio brasileiro, a maca e a uva, duas frutas que apresentam alto valor agregado, sdo
produzidas em regides geograficas diferentes (regido Sul e Nordeste, respectivamente) e o que
possuem em comum ¢ que ndo existem populacdes de moscas residentes nos pomares dessas
frutiferas, devido a baixa adequacgdo delas como hospedeiras. Contudo, anualmente as macgas sao
infestadas por A4. fraterculus e as uvas por C. capitata. O aumento populacional da primeira
ocorre em areas de mata e em fundos de quintal na regido produtora de maca (KOVALESKI;
SUGAYAMA; MALAVASI, 2000). J& no Submédio Sao Francisco, C. capitata utiliza
hospedeiros primarios, tais como goiaba, acerola e manga, cultivados no perimetro de irrigagao
proximo de areas com uva. Apds amadurecerem sexualmente, os adultos se dispersam para os
pomares e as fémeas ovipositam nas frutas (mag¢a e uva), o que explica a concentragdo do dano e
das capturas em armadilhas nas bordaduras dos pomares.

Nesse momento, seria ideal a utilizagdo de substancias dissuasoras de oviposi¢do ou mesmo
repelentes principalmente nas bordas do pomar. Alguns estudos com nim tém demonstrado a
deterréncia de oviposi¢do ou repeléncia para tefritideos, o que seria util para essas culturas (maca
e uva), principalmente por ndo existir populagdes residentes nos pomares.

Chen et al. (1996) avaliaram o efeito deterrente de oviposicao de extratos da améndoa de
nim sobre Bactrocera dorsalis (Hendel) (espécie com habito generalista, como a moscamed e a
mosca-sul-americana) em pulverizagdo sobre frutos de goiaba em condi¢des de laboratorio, em
testes com e sem chance de escolha. No teste sem chance, os autores reportaram que o extrato a 4
% causou reducao de 99,5 % na oviposi¢ao, enquanto que no experimento com chance de escolha
houve redugdo superior a 96 % nos tratamentos com concentragao igual ou superior a 1,0 %. Na
verdade, a deterréncia pode ter sido um erro de interpretagao, pois os autores, avaliando o nimero
de fémeas pousadas nos frutos, constataram elevado grau de repeléncia aos insetos.

De forma similar, Singh e Singh (1998) também apontaram deterréncia para oviposi¢ao
quando extratos aquosos e organicos da améndoa de nim foram pulverizados sobre frutos de
goiaba e abdbora e expostos a B. dorsalis € Bactrocera cucurbitae (Coquillett), respectivamente.
Por outro lado, Prokopy e Powers (1995), trabalhando com Rhagoletis pomonella (Walsh),

tefritideo-praga da macieira nos Estados Unidos, ndo constataram deterréncia para oviposi¢ao
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quando frutos de um hospedeiro nativo (Crataegus mollis (Torr. e A.Gray) Scheele) foram
tratados com um produto a base de nim (Margosan-O®) em condi¢des de laboratorio.

Valencia-Botin, Bautista-Martinez e Lopez-Buenfil (2004), estudando o efeito do nim sobre
a oviposi¢do de Anastrepha ludens Loew, expuseram aos insetos frutos de laranja tratados com
extratos aquosos de sementes (3 ¢ 5 %) e com um produto comercial a base de nim (Neemix 5
%), além da testemunha e, apos oito dias, avaliaram o numero de larvas por tratamento.
Verificaram que nos frutos tratados com extrato a 5 % e com o Neemix ndo houve registro de
larvas; no extrato com menor concentra¢do (3 %) registraram-se, em média, trés larvas por fruto e
na testemunha, 26 larvas por fruto. Os autores justificaram a auséncia ou menor numero de larvas
como sendo devido a repeléncia; no entanto, como ndo foi avaliado o numero de fémeas
pousadas nos frutos, essa reducdo pode ter sido resultante da deterréncia para oviposi¢do ou
mesmo do efeito de profundidade dos tratamentos, causando mortalidade de ovos e ou de larvas.

A possibilidade de utilizagdo de extratos vegetais a base de nim diretamente sobre o fruto ¢
uma grande vantagem em relacdo aos inseticidas comerciais, cuja restricdo devido ao periodo de
caréncia inviabiliza a utilizagdo no campo, sendo que no Brasil a pulverizacao de inseticidas com
essa finalidade ocorre apenas em cultivos de maga. Estudos realizados por VanRanden e Roitberg
(1998) verificaram que o nim, quando adicionado a dieta de larvas de primeiro e segundo instares
de Rhagoletis indifferens Curran, reduziu significativamente a viabilidade larval em
concentragdes baixas (0,05 % de inseticida a base de nim). Dessa forma, sdo necessarias
investigagcdes com o objetivo de verificar se os derivados do nim possuem efeito de profundidade
nos frutos, j4 que o efeito sist€émico (GILL; LEWIS, 1971) e translaminar (SOUZA;
VENDRAMIM, 2005) j& foram demonstrados.

As tecnologias de manejo disponiveis atualmente geralmente sdo direcionadas para a fase
adulta do inseto e pouca atencdo tem sido dada a fase de pupa, estddio em que o inseto fica
imobilizado no solo e, consequentemente, bastante vulnerdvel a medidas de controle. Em outros
paises, como nos Estados Unidos, no México e na Argentina, existem registros de produtos
quimicos para tratamento de solo abaixo da copa das arvores, cuja finalidade ¢ o controle de
moscas-das-frutas.

De forma pioneira, Stark, Vargas e Thalman (1990) avaliaram os efeitos da azadiractina na
metamorfose, longevidade e reproducdo de C. capitata, B. dorsalis e B. cucurbitae, observando

que, ao se exporem larvas de terceiro instar das moscas a azadiractina, na dosagem de 14 ppm,
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foi inibida a emergéncia dos adultos de C. capitata e B. dorsalis, constatando-se o mesmo
resultado para B. cucurbitae com 10 ppm. A exposi¢ao desses mesmos estagios do inseto a 4,66
ppm de azadiractina permitiu a emergéncia de adultos; entretanto, apds 10 dias, 75 % dos adultos
de B. dorsalis e 64 % de C. capitata haviam morrido. Em B. cucurbitae, exposta a 2,77 ppm, 24
% das moscas haviam morrido aos dez dias apds a emergéncia. Frequentemente, tratamentos de
solo com o inseticida diazinon sdo usados sob arvores frutiferas na California como componentes
da erradicagdo quando introdugdes incipientes de moscas-das-frutas sdo detectadas (STARK;
VARGAS; THALMAN, 1990; STARK; VARGAS, 2009). Os autores hipotetizaram a utiliza¢ao
de produtos a base de nim no programa de erradicacdo de moscas-das-frutas na Califérnia,
buscando menor efeito deletério ao ambiente.

A fruticultura brasileira ¢ difundida em pdlos regionais de desenvolvimento, sendo que na
regido Nordeste do pais os polos sdo caracterizados por grande diversidade de espécies frutiferas
produzindo durante todo o ano em fun¢do da irrigacdo. Assim, de forma diferente da estratégia
anteriormente referida (repeléncia e ou deterréncia de oviposi¢ao), pode-se propor a aplicagdo de
extratos a base de nim para controle da fase de pupa via irrigacdo (insetigagdo), sendo indicada
para espécies hospedeiras primarias de tefritideos, onde o ciclo bioldgico da praga ocorre em
geragdes superpostas, como, por exemplo, nos pomares de goiaba e acerola no polo irrigado de
Petrolina e Juazeiro.

Outra possivel aplicagdo do nim seria a substitui¢ao dos inseticidas sintéticos por produtos
a base de nim na composicao da isca toxica, atraindo e matando o inseto adulto, ja que as fémeas
necessitam, no periodo de pré-oviposicdo, de proteinas e carboidratos. Silva, Nascimento e
Santos Neto (2003), estudando o efeito de 6leo de nim como componente de isca toxica em
diferentes concentragoes (0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,3; 0,5 e 0,7 %), visando ao controle de C.
capitata em condigdes de laboratorio, registraram mortalidade significativa nas diferentes
concentragdes e constataram efeito repelente em concentragdes superiores a 0,10 %.

Estudos avaliando os efeitos negativos do nim sobre moscas-das-frutas, sobretudo na
reproducdo, tém sido relatados por varios autores. Steffens e Schmutterer (1983) relataram a
redu¢do da fecundidade e da capacidade de voo de C. capitata quando suas larvas sdo
alimentadas com dieta contendo extrato da semente de nim. Di Ilio et al. (1999), ao avaliarem o
efeito de diferentes concentracdes de extrato da semente de nim adicionada a dieta dos adultos de

C. capitata, observaram redugdo significativa no numero de ovos depositados. O aumento das
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concentracOes testadas levou a esterilidade das fémeas, além de causar leve redugdo na
longevidade. Salles e Rech (1999), estudando o efeito de torta de nim dissolvida em agua e
ingerida pelo adulto, notaram uma redugdo significativa no numero de ovos por fémea e na
eclosdo de larvas, observando ainda efeito na formagao das pupas de 4. fraterculus. Em ensaio
visando ao controle de moscas-das-frutas, Nakano ¢ Romano (2002) estudaram o efeito
esterilizante do nim e concluiram que a azadiractina, na forma comercial Nim 4000 EEC na
dosagem de 30 ppm, pode ser empregada no controle de C. capitata causando efeito de
esterilidade com até 100 % de eficiéncia. Singh (2003), estudando os efeitos de extratos aquosos
da semente de nim e da azadiractina na fecundidade, fertilidade e desenvolvimento pos-
embrionario de B. cucurbitae e de B. dorsalis, relatou que os resultados indicam claramente que
uma baixa concentragdo de azadiractina pode inibir a fecundidade, a fertilidade e a emergéncia do
adulto.

Além do efeito sobre o inseto, outra vantagem do uso de extratos vegetais, principalmente
quando comparados aos agrotoxicos, ¢ a sua compatibilidade com técnicas alternativas de
controle, como o uso de parasitdides e de entomopatdgenos.

Assim, o uso do nim associado ao controle bioldégico pode ser favorecido pelo fato de a
azadiractina ser mais eficiente por ingestdo do que por contato. A isso se soma a rapida
eliminagdo da azadiractina no organismo do inseto (cerca de 24 h, tempo suficiente para que o
desenvolvimento do inseto seja comprometido), o que evita a exposi¢do dos inimigos naturais as
mesmas doses a que as presas foram submetidas (MARTINEZ, 2002). Stark et al. (1992)
avaliaram o efeito da azadiractina quando larvas de terceiro instar de B. dorsalis parasitadas por
D. longicaudata e Psyttalia incisi (Silvestri) e larvas de C. capitata parasitadas por
Diachasmimorpha tryoni (Cameron) foram acondicionadas em recipientes com areia tratada em
varias concentragdes (0, 20, 50 e 100 ppm). Somente o parasitdide P. incisi foi negativamente
afetado pela azadiractina, apresentando maior mortalidade na emergéncia e menor porcentagem
de progénies. Em termos de manejo das moscas-das-frutas no Brasil esses resultados contribuem
positivamente, pois nesse trabalho foi comprovado que existe seletividade da azadiractina em
relacdo a D. longicaudata (parasitéide com previsdo de liberagdo inundativa no pais) quando a
fase de pupa no solo ¢ o alvo do controle, podendo haver inclusive efeito aditivo.

Os nematdides entomopatogénicos pertencentes aos géneros Steinernema ¢ Heterorhabditis

sdo promissores no controle de mosca-das-frutas, ja que o comportamento desse inseto de
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abandonar o fruto e penetrar no solo para desenvolvimento das pupas permite a acao do
nematoide. Existem referéncias de estudos demonstrando o efeito de nematoides sobre varias
espécies de moscas-das-frutas, tais como: Anastrepha suspensa (BEAVERS; CALKINS, 1984),
A. ludens (TOLEDO et al., 2005), C. capitata (GAZIT; ROSSLER; GLAZER, 2000), B.
cucurbitae ¢ B. dorsalis (LINDEGREN; VAIL,1986), Bactrocera zonata (Saunders)
(ATTALLA; FATMA; EWEIS, 2002) e R. indifferens (STARK; LACEY, 1999). Recentemente,
Mahmoud (2007) realizou um trabalho bastante promissor, combinando o uso do extrato aquoso
da semente ou de produtos a base de nim (NeemAzal T 5 % e Neemix 4,5 %) com o nematdide
Steinernema feltiae (Filipjev) em diferentes concentragdes e avaliou o efeito sobre larvas de
terceiro instar de B. zonata. Foi constatado efeito aditivo quando se utilizaram 50 ou 100
nematoides ¢ 5 % do extrato (causando 92 e 96 % de mortalidade respectivamente); com a
utilizacdo de 400 ou 800 nematoides e o extrato a 10 %, registrou-se mortalidade de 100 % das
larvas. Utilizando o produto comercial NeemAzal T 5 %, o autor registrou efeito aditivo (0,15 %
do produto + 400 nematoides) e efeito sinérgico nos outros tratamentos, sendo que nas
concentragdes do produto a 1,25 % e 2,5 %, independentemente da quantidade de nematdides
infectivos ( 50, 100, 200, 400 ou 800), observou-se 100 % de mortalidade ¢ nas concentragdes
menores do produto (0,15; 0,3 ¢ 0,6 %) a mortalidade foi acima de 48 %, atingindo 100 % na
maior concentracao do nematoide independentemente da concentragao do produto. O Neemix 4,5
% causou mortalidade acima de 80 % quando se utilizaram 400 ou 800 juvenis infectivos
associados a diversas concentragoes (0,1; 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 %) do produto.

Na natureza, os entomopatégenos sdo importantes reguladores da populagdo de tefritideos,
com maior incidéncia sobre as pupas e as larvas em transito (pré-pupas), sendo que a
compatibilidade de extratos e produtos a base de nim com entomopatdgenos aumenta o leque das
opgdes de utilizacdo destes no manejo integrado de moscas-das-frutas.

A utilizagdo do nim no controle de moscas-das-frutas ¢é restrita a trabalhos de pesquisa,
sendo necessarias investigagdes pormenorizadas para validagao desse modelo no campo. Assim,
os relatos de aplicagdo do nim no manejo integrado de moscas-das-frutas nessa revisao estao
fundamentados em hipdteses e na necessidade de um exemplo de sucesso na utilizagdo de plantas

inseticidas em programas de MIP.
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2 EFEITO DE DERIVADOS DO NIM COMPONDO UMA ISCA E COMO REGULADOR
DE CRESCIMENTO DE MOSCAS-DAS-FRUTAS

Resumo

Avaliou-se a bioatividade de extratos aquosos e organicos € do 6leo de améndoas de nim
(Azadirachta indica A. Juss.) compondo uma isca para adultos e como regulador de crescimento
de imaturos para Anastrepha fraterculus (Wied.) e Ceratitis capitata (Wied.). Inicialmente, foi
realizada a selecdo do atrativo para compor a isca. Em seguida, utilizando-se o extrato aquoso de
améndoas de nim, estimou-se a CLs para adultos expostos a isca (solu¢do de mel a 20 % + nim)
e para imaturos mantidos sobre areia tratada. Para os adultos, as CLs estimadas foram 7.522 ppm
para A. fraterculus e 1.368 ppm para C. capitata. Ja para a fase imatura, foram estimadas CLsy de
13.028 e de 9.390 ppm para as duas espécies, respectivamente. Subsequentemente, extratos de
folhas, de ramos e de améndoas de nim em diferentes solventes (agua, metanol, diclorometano e
hexano) e 6leo de améndoas foram comparados empregando-se a CLs, obtida, compondo uma
isca (solucdo com mel a 20 % + derivado do nim) para adultos e tratando o substrato de pupacao
das moscas (areia esterilizada) para o qual foram transferidas larvas de 3° instar. Como controles,
nos dois casos, foram utilizados: mel, mel + corante azul anis e mel + corante + acetona a 5 %).
Foram também determinados o rendimento de extracao ¢ os teores de azadiractina dos derivados
do nim. Verificou-se que os derivados do nim na concentragdao de até¢ 7.522 e 1.368 ppm ndo
afetaram os adultos de A. fraterculus e C. capitata, respectivamente. Ja para a fase imatura de C.
capitata, os extratos de améndoas em metanol e em diclorometano causaram 98,5 e 100 % de
mortalidade na concentra¢do de 9.390 ppm, respectivamente, diferindo dos demais tratamentos.
Em relacdo aos imaturos de 4. fraterculus, os extratos de améndoas em diclorometano e de ramos
em diclorometano na concentragdo de 13.028 ppm causaram 86,01 e 98,13 % de mortalidade,
respectivamente, diferindo dos demais tratamentos. O extrato de ramos em diclorometano
apresentou bioatividade como regulador de crescimento das duas espécies de moscas-das-frutas.
A agua propiciou maior rendimento de extragdo de substincias quimicas do nim do que os
solventes organicos. A azadiractina foi encontrada em maior quantidade nas améndoas do que
nas folhas e nos ramos de 4. indica. O metanol apresentou maior capacidade de extracdo de
azadiractina quando comparado com diclorometano, hexano e agua. O efeito do uso de derivados
do nim em isca e como regulador de crescimento ¢ discutido.

Palavras-chave: Plantas inseticidas, Mosca-sul-americana, Moscamed, Limonoides, Azadiractina

Abstract

The bioactivity of aqueous and organic extracts and seed kernel oil of neem (4zadirachta
indica A. Juss.) as adult bait and as larval growth regulator for Anastrepha fraterculus (Wied.)
and Ceratitis capitata (Wied.) was evaluated. Initially, the selection of the attractant to make the
bait was performed. Then, using the aqueous extract from neem seed kernels, the LCsy was
estimated for adults exposed to the bait (a solution of 20 % honey + neem) and for larvae in
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contact with treated sand. For adults, the estimated LCsy was 7,522 ppm for A. fraterculus and
1,368 ppm for C. capitata. For larvae, the estimated LCsy was 13,028 and 9,390 ppm for the two
species, respectively. The efficacy of extracts from leaves, branches and seed kernels in different
solvents (water, methanol, dichloromethane and hexane) and of seed kernel oil was compared
using the estimated LCsy as component of a bait (solution of 20 % honey + neem) for adults and
as treated sand for third instar larvae. The controls used, in both cases, were honey, honey + blue
dye, and honey + 5 % acetone + blue dye. Furthermore, the extraction yield and the azadirachtin
levels of the neem derivatives were determined. The neem extracts in the concentrations of 7,522
and 1,368 ppm did not affect the adults of 4. fraterculus and C. capitata, respectively. For the C.
capitata larvae, otherwise, the extracts of seed kernels in methanol and in dichloromethane
provoked 98.5 and 100 % mortality, respectively, differing from the other treatments. In relation
to the larvae of A. fraterculus, the extracts of seed kernels and branches in dichloromethane in the
concentration of 13,028 ppm provoked 86.01 and 98.13 % of mortality, respectively, differing
from the other treatments. The extract from branches in dichloromethane showed bioactivity as
growth regulator for the two fruit flies species. Water allowed a higher yield of chemical
substance extraction than the organic solvents. Higher amounts of azadirachtin were found in the
seed kernels than in the leaves and branches of 4. indica. The methanol presented higher capacity
of azadirachtin extraction when compared with dichloromethane, hexane and water. The neem’s
effect as a component of bait and as growth regulator is discussed.

Keywords: Insecticidal plants, South American fruit fly, Medfly, Limonoids, Azadirachtin

2.1 Introducao

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) constituem um complexo de insetos que
infestam uma grande variedade de plantas, cultivadas ou silvestres, em varias regides do mundo
(ALUJA, 1999; CLARKE et al., 2005). Apresentam status de principal obstaculo a livre
comercializacdo de frutas em escala mundial, tanto pelo risco de introducdo da praga, como pela
inocuidade do alimento (MALAVASI, 2000a; ALUJA; MANGAN, 2008). Na América do Sul,
duas espécies possuem maior notoriedade, a mosca-sul-americana Anastrepha fraterculus
(Wied.) e a mosca-do-mediterraneo, moscamed, Ceratitis capitata (Wied.), em razdo dos danos
causados e da sua ampla distribui¢do geografica.

No Brasil, os produtos utilizados para o seu controle sdo os mesmos usados ha quatro
décadas e incluem principalmente os organofosforados (malathion, dimethoate e fenthion)
aplicados através de iscas toxicas para controle de adultos e ou pulverizagdo em cobertura total da
planta para controle de larvas no fruto. Alguns piretrdides também foram registrados, mas com
uso bastante limitado, e, assim, a Unica inovagdo recente nesse campo do conhecimento foi a

descoberta do espinosade. Diferentemente, em outros paises, existem registros de inseticidas (ex:
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diazinon) para tratamento de solo abaixo da copa das arvores para controle de moscas-das-frutas
(STARK; VARGAS, 2009).

As duas espécies sdo altamente sensiveis a maioria dos inseticidas quimicos. Entretanto,
recentemente, foi demonstrado que existem populagdes resistentes de C. capitata ao
organofosforado malathion (MAGANA et al., 2007), cujo impacto negativo sobre insetos
benéficos ja € conhecido de longa data (HOELMER; DAHLSTEN, 1993). De forma analoga,
existem registros de espinosade causando mortalidade de inimigos naturais (VARGAS et al,,
2001; CISNEROS et al., 2002), porém com menor intensidade. Por outro lado, o diazinon, usado
sob arvores frutiferas na California, quando introducgdes incipientes de moscas-das-frutas sio
detectadas, ndo ¢ muito efetivo em campo e também causa impacto sobre organismos benéficos
(STARK; VARGAS, 2009).

A busca por alternativas aos agrotoxicos para o manejo de tefritideos ndo ¢ uma novidade
no meio cientifico mundial, podendo ser representadas pela técnica do inseto estéril
(MASTRANGELO et al., 2010), pela técnica de aniquilagdo de machos com o paraferomodnio
metil eugenol (MALAVASI, 2000b), por liberagdes massais de parasitoides (BARANOWSKI;
GLENN; SIVINSKI, 1993; ALVARENGA et al., 2005), aplicagdo de acido giberélico (BIRKE et
al., 2006), estudos com entomopatdogenos, fungos ou nematoides, (STARK; LACEY, 1999;
GAZIT; ROSSLER; GLAZER, 2000; TOLEDO et al., 2005; QUESADA-MORAGA; RUIZ-
GARCIA; SANTIAGO-ALVAREZ, 2006), utilizacao de produtos fototdéxicos (MORENO et al.,
1996), deterrentes de oviposicdo, tais como o feromonio de marcagdo do hospedeiro
(PROKOPY; ZIEGLER; WONG, 1978; PAPAJ et al., 1990; 1992). Por outro lado, pouco ou
nenhuma pesquisa tém sido dedicada ao estudo de metabdlitos secundarios utilizadas pelas
plantas para a defesa contra esse grupo de pragas.

A ordem Rutales, a qual o nim (4zadirachta indica A. Juss.) pertence, inclui plantas que
sdo uma das fontes mais ricas e diversas de metabodlitos secundarios em Angiospermas
(WATERMAN, 1993). Dentro de um amplo universo de classes de compostos com
caracteristicas ou potencial inseticida encontrados em plantas dessa ordem, destacam-se os
limonodides (DA SILVA et al., 1984; CHAMPAGNE et al., 1992; ROY; SARAF 2006). De
diferentes partes do nim ja foram isolados mais de 200 compostos, dos quais cerca de 130 sdo
limondides (KANOKMEDHAKUL et al., 2005), entre os quais, a azadiractina ¢ o mais

investigado e considerado o tetranortriterpendide com maior potencial para o manejo de pragas.
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Os subprodutos do nim podem ser aplicados no manejo de tefritideos, pois sdo seletivos aos
seus inimigos naturais (STARK et al.,1992) e compativel com outras medidas de controle
(MAHMOUD, 2007), além de serem biodegradaveis e praticamente atdoxicos ao homem. Assim,
produtos a base de nim na composicao da isca toxica podem ser empregados em substituicdo aos
inseticidas sintéticos (ALVARENGA; QUERINO; GIUSTOLIN, 2006) ou, numa perspectiva
diferente, emprega-los no controle da fase de larva em transito e ou de pupa, estadio em que o
inseto fica imobilizado no solo e, consequentemente, bastante vulneravel a medidas de controle.
Nesse sentido, avaliou-se o efeito dos extratos de nim compondo uma isca e como regulador de

crescimento dos estagios imaturos (larva em transito e ou pupa).

2.2 Desenvolvimento
2.2.1 Material e Métodos

2.2.1.1 Criacao de moscas-das-frutas em condi¢oes de laboratério

Para inicio da criagdo de C. capitata (selvagem) no Laboratério de Plantas Inseticidas
foram obtidas pupas da colonia mantida no Laboratorio de Radioentomologia no Centro de
Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP, Piracicaba, SP.

As pupas foram acondicionadas em recipientes de vidro no interior da gaiola de criagdo do
adulto e, apos a emergéncia, os adultos foram alimentados com proteina hidrolisada e agucar
(propor¢do de 1:3) e agua deionizada, sendo mantidos sob temperatura de 25 + 2°C, umidade
relativa do ar de 60 £ 10 % e fotofase de 14 h. A gaiola de criagdo de adultos possui a parte
superior e anterior de acrilico e a parte posterior e as laterais teladas. A parte posterior recebia
uma iluminacdo artificial para estimular a oviposi¢do na tela e apresentava uma inclina¢do de
cerca de 10 % para permitir a coleta de ovos em uma bandeja com agua deionizada, mantida
externamente, logo abaixo da gaiola. Diariamente, os ovos eram coletados e peneirados em tecido
voil e, com auxilio de um pincel, distribuidos em bandejas plésticas contendo dieta artificial para
a alimentacao das larvas.

A fase larval foi mantida em BOD (25 + 1°C, umidade relativa do ar de 60 = 5 % e fotofase
de 14 h) em uma dieta composta por dgua deionizada, farelo (soja e trigo), acucar, levedo de
cerveja, metilparahidroxibenzoato (nipagin), benzoato de sodio e acido citrico. As larvas no final

do 3° instar (pré-pupa), com cerca de 8 dias ap6s a inoculagdo dos ovos, eram retiradas da dieta
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artificial e acondicionadas em vidros contendo vermiculita para pupacao, sendo estes fechados
com tecido voil. Posteriormente, os adultos emergiam reiniciando uma nova geragao. Os insetos
foram criados conforme metodologia adaptada de Carvalho e Nascimento (2002) e Walder
(2002).

Em relagdo a A. fraterculus (Wied.), em todos os ensaios com adultos e ou larvas de 3°
instar (pré-pupa), os insetos foram obtidos da colonia mantida no Laboratorio de

Radioentomologia do CENA/USP.

2.2.1.2 Obtenc¢do e rendimento dos extratos aquosos e orginicos de diferentes estruturas do

nim

Para obtencdo dos derivados para os bioensaios, foram obtidas améndoas e 6leo de
améndoas de A. indica da Empresa Baratna Industria e Comércio Ltda. Nessa empresa, as
sementes foram colhidas em agosto de 2008 na propriedade localizada em Catanduva-SP e as
cascas das sementes foram retiradas resultando nas améndoas, estrutura da qual foi extraida o
6leo. Os ramos e as folhas de A. indica foram coletados em arvores no campus da ESALQ/USP
no periodo de margo a abril de 2009.

As estruturas (folhas, ramos e améndoas) foram desidratadas em estufa a 40°C, por 48 a 96
h e, em seguida, trituradas em moinho de facas de modo a se obterem os pds vegetais, que foram
acondicionados em frascos de vidro hermeticamente fechados.

Para obtencao dos extratos aquosos liofilizados de folhas, de ramos e de améndoas de A.
indica foi realizada uma extragdo por maceracdo em Erlenmeyer, utilizando-se 100 g de p6 de
cada estrutura vegetal (folhas, ramos ou améndoas,) em 500 ml de dgua deionizada durante 72 h.
A cada 24 h, filtrava-se o material através de tecido voil até a obtengdo das solugdes (extraido +
agua) e em seguida o material era recondicionado no Erlenmeyer e acrescidos 500 ml de agua
deionizada. Apds as 72 h a torta remanescente foi descartada.

A partir de tais solugdes, em liofilizador Pump Savant VLP 80%, obtiveram-se os referidos
extratos aquosos liofilizados. A liofilizagdo possibilita o armazenamento do extrato, a
determinagdo do rendimento de extracdo e finalmente a dilui¢do dos extratos em fun¢do do que
foi realmente extraido, em vez de diluir com base no peso inicial do material submetido a

extragdo, evitando sub ou superestimagdo da amostra.
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Posteriormente foram obtidos trés extratos organicos de cada parte da planta (folhas, ramos
e améndoas) com os solventes hexano, diclorometano e metanol em ordem crescente de
polaridade. Para a obtencdo dos extratos, os pos-vegetais foram submetidos a extragdo em
sistema de Soxhlet. Na extragdo, uma amostra de cerca de 200 g de pé de cada estrutura foi
distribuida em cinco extratores de Soxhlet, sendo que em cada extrator eram colocados 40 g de
p6 dentro de um cartucho de papel filtro junto com 300 ml de solvente para folhas e para
améndoas e 200 ml de solvente para ramos.

O tempo de extragdo variou conforme a estrutura e o solvente utilizado. Para as folhas, a
amostra ficou sob refluxo durante 24 h no solvente hexano, 12 h no diclorometano e¢ 13 h no
metanol; para os ramos os periodos foram 5 h no solvente hexano, 3 h no diclorometano e 5 h no
metanol e para as améndoas, os referidos periodos foram 6, 4 e 4 h, respectivamente. O término
da extracdo foi determinado pela mudanga de coloragdo do solvente, ou seja, quando o mesmo
passava a apresentar tonalidade incolor ao passar pela amostra indicando que a extragao foi feita
até exaustao, usando-se a seguir o solvente de polaridade imediatamente superior.

Esse procedimento foi repetido até completar a quantidade de massa total extraida para
cada estrutura da planta e solvente. Em seguida, os extratos foram concentrados em evaporador
rotativo a 40°C, a pressdo reduzida, mediante o uso de trompa de agua. Apds esse processo os
extratos foram armazenados em frascos de vidro e colocados em capela com fluxo de ar até
completa evaporagdo dos solventes. Com base na quantidade de extrato obtido, foi possivel
calcular o rendimento de extracdo, ja que se partiu de uma quantidade de p6 conhecida para cada
parte da planta. Além desses tratamentos, foi utilizada uma formulacdo comercial de 6leo de

améndoas de nim.

2.2.1.3 Determinacao da azadiractina nos derivados do nim

As amostras (extratos aquosos e organicos, € 6leo de nim) foram submetidas a um processo
de limpeza (fracionamento). Inicialmente o cartucho SPE-CN (100 mg / 1 ml) foi acondicionado
com 5 ml de n-hexano e, em seguida, a amostra (extrato ou 6leo de nim) foi solubilizada com 1
ml de n-hexano, homogeneizada em agitador de tubos e transferida para o cartucho SPE.

Posteriormente, a amostra foi eluida sem auxilio de vacuo e lavada com 4 ml de n-hexano



75

deixando o cartucho secar no final. Os analitos de interesse foram removidos com 1 ml de
metanol e transferidos para um frasco de injetor automatico (vial).

Para andlise cromatografica das amostras, utilizou-se uma coluna analitica Agilent Eclipse
XDB-C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm — S/N USKHO040659) acoplada a uma coluna de seguranca C18
(Phemonemex® — 4 x 3 mm), com uma vazdo de 1 ml/min, volume de inje¢do de 20 pul e um
comprimento de onda de deteccao fixo de 217 nm (Amax absor¢do). Uma separagao eficiente
para os extratos solidos foi obtida com uma fase movel bindria constituida de H,O:ACN nas
proporg¢des de 65:35. Os pardmetros encontrados mostraram-se seletivos e foram utilizados em
todas as amostras analisadas.

Para determinacio da concentracio de azadiractina (ug.ml™) na solucdo utilizou-se a
formula: ¢, = (A; £ b)/a, onde: ¢, - Concentragao de azadiractina (].Lg.ml'l) na solucao; A; - Valor
medido experimentalmente (area da banda cromatografica); b = Coeficiente de interceptacdo da
curva de calibragdo e a = Coeficiente angular da curva de calibragdo.

Para determinacdo da quantidade de azadiractina nas amostras (extratos aquosos €
organicos, e Oleo de nim), utilizou-se a féormula: C = (¢, . D4y . 1000) / (M), onde: C =
Concentragdo de azadiractina (mg.kg™) na solugdo; c, = Concentragdo de azadiractina da amostra
em solucdo (ug.ml™); Dy = Volume de dilui¢do apds remogio do cartucho SPE (ml) e M =

Massa da amostra pesada (mg).

2.2.1.4 Padronizaciao de um atrativo alimentar para os bioensaios com adultos de moscas-

das-frutas

Por meio de testes preliminares onde foi constatado que o extrato vegetal atua lentamente
sobre os adultos de C. capitata e A. fraterculus foi possivel estimar o periodo de duracdo
necessario para os experimentos. Dessa forma, se fez necessaria a padronizagdo de um atrativo
alimentar adequado de forma que o mesmo atraisse e também permitisse a sobrevivéncia do
inseto, o que foi feito com base no tratamento controle. Foi conduzido um experimento com o
atrativo Biofruit®, mel e a uma mistura Biofruit® + mel. Os dois primeiros foram diluidos em
agua deionizada em quatro concentracdes (5, 10, 15 e 20 %), sendo a mistura diluida nessas

mesmas concentragdes na proporg¢ao 1:1.
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Para instalagdo dos experimentos, inicialmente foram individualizados 5 casais em tubos
de vidro por um periodo de 12 h sem alimentacdo. Apds esse periodo, os atrativos (tratamentos)
foram pulverizados sobre plantas de limdo ‘Cravo’ (Citrus limonia L. Osbeck) em tubetes, sendo
a pulverizagdo feita por meio de pistola tipo gravidade (Arprex”®, modelo 5, 20/30 1b/pol2 com
bico de 0,8 mm) adaptada como mini-atomizador acoplado a uma bomba de vacuo. Em cada
planta foram pulverizados 5 ml do tratamento numa unica vez, permitindo uma cobertura total
das plantas (ramos e folhas).

As plantas utilizadas possuiam cerca de seis a 10 folhas e 15 a 20 cm de altura. Estas foram
colocadas em um suporte plastico descartavel contendo areia esterilizada e individualizadas em
gaiolas confeccionadas com garrafas “PET” poli (tereftalato de etileno) transparentes. Para tal,
foram retirados os fundos das garrafas para facilitar a adaptagdo em placas de Petri médias e feita
uma abertura na parte frontal da gaiola, a qual foi vedada com tecido voil. Na boca da garrafa
também foi colocado voil preso com elastico e sobre o voil/ um algodao umedecido trocado a cada
8 h. Posteriormente, os casais foram liberados nas gaiolas (Figura 2.1). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 13 tratamentos e cinco repeti¢des, totalizando 65

parcelas.

Figura 2.1 - Sistema para avaliacdo dos atrativos (A); Limao ‘Cravo’ em tubete sobre suporte

com areia esterilizada (B)
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2.2.1.5 Estimativa da CLs, de extrato aquoso de améndoas de nim para adultos de

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

Para estimativa das CLsy para os adultos das duas espécies de mosca-das-frutas foram
instalados experimentos com o extrato aquoso de améndoas de nim em diferentes concentragdes
espacadas em escala logaritmica (320; 1.000; 5.600 e 32.000 ppm) associado a um atrativo
alimentar (mel a 20 %), compondo uma isca (extrato + mel). A essa mistura também foi
adicionado um corante alimenticio de cor azul (azul anis - 0,125 %) com o objetivo de verificar se
o inseto realmente estava se alimentando da isca. Como tratamento controle foi utilizada uma
solugdo de 4gua deionizada + mel, a 20 %, sendo também adicionado o corante alimenticio. Para
instalacdo dos experimentos, inicialmente foram individualizados cinco casais em tubos de vidro
por um periodo de 12 h sem alimentacdo. Apods esse periodo foi realizada a pulverizagao da isca
sobre plantas de limdo ‘Cravo’ em tubetes por meio de um mini-atomizador (descrito no item
2.2.1.4). Em cada planta foram pulverizados 5 ml do tratamento numa unica vez.

As plantas foram individualizadas em gaiolas semelhantes a descrita no item 2.2.1.4
(Figura 2.1). Os insetos com abdome sem colora¢do azul (Figura 2.3) que estavam dentro do tubo
de liberacdo apos 3 h foram substituidos. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e cinco repetigdes, totalizando 25 parcelas. Para A.
fraterculus o ensaio foi repetido duas vezes e os resultados expostos representam as médias dos

dois ensaios.

2.2.1.6 Avaliacdo da atividade inseticida de derivados do nim em relacio a adultos de

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

Apbs estimativa da CLsy para adultos das duas espécies de moscas-das-frutas, foram
instalados experimentos para avaliar o efeito dos extratos aquosos e dos extratos organicos em
trés solventes com ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano e metanol) das
diferentes estruturas vegetais (folhas, ramos e améndoas), além de uma formula¢do comercial de
0leo de améndoas de nim. Esses extratos e a formulacdo foram adicionados a um atrativo
alimentar (solucdo de mel, a 20 %), compondo uma isca (nim + mel). A essa mistura foi

adicionado também um corante conforme descrito no item 2.2.1.5. Os extratos organicos foram
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diluidos inicialmente em acetona (5 % da solug¢do para isca), uma vez que estes ndo diluem
totalmente em 4gua e em seguida foi acrescentada a mistura solucdo de mel, a 20 % e corante
alimenticio. Como controles foram utilizados: solu¢ao de mel a 20 %; solu¢dao de mel a 20 % ¢
corante azul anis (0,125 %); e solu¢cdo de mel a 20 %, corante azul anis (0,125 %) e acetona a 5
%. Para instalacdo dos experimentos, inicialmente foram individualizados cinco casais em tubos
de vidro por um periodo de 12 h sem alimentacao. Apos esse periodo, foi instalado o bioensaio
por meio da pulverizagdo dos tratamentos sobre plantas de limdo ‘Cravo’ em tubetes através de
um mini-atomizador. Essas plantas foram individualizadas em gaiolas semelhantes a descrita no
item 2.2.1.4 (Figura 2.1). Os insetos com abdome sem coloragdo azul (Figura 2.3) que estavam
dentro do tubo de liberacdo apos 3 h foram substituidos. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado, com 16 tratamentos e cinco repeti¢des, totalizando 80 parcelas.

2.2.1.7 Estimativa da CLs, de extrato aquoso de améndoas de nim para imaturos de

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

Para estimativa da CLsy para imaturos das duas espécies de mosca-das-frutas foram
instalados experimentos com extrato aquoso de améndoas de nim em diferentes concentragdes
espacadas em escala logaritmica. Para A. fraterculus, as concentragdes utilizadas foram 3.200;
5.600; 10.000; 18.000 e 32.000 ppm e para C. capitata, 1.000; 3.200; 5.600; 10.000 e 18.000
ppm. Como controle, foi utilizada 4gua deionizada. Para A. fraterculus, foram instalados
experimentos utilizando potes pléasticos com capacidade para 100 ml com tampas vedadas com
tecido voil. Nesses potes foram colocados 100 g de areia esterilizada e em seguida aplicados, por
meio de uma micropipeta, 10 ml dos tratamentos por pote. Para C. capitata, utilizaram-se caixas
de acrilico (6 x 2,5 cm), as quais tiveram sua tampa perfurada num didmetro de 5,5 cm e coberta
com tecido voil. Nessas caixas foram colocadas 30 g de areia esterilizada e em seguida foram
aplicados por meio de uma micropipeta 3 ml dos tratamentos por caixa. Para ambas as espécies,
foram transferidas 20 larvas de 3° instar (pré-pupa) para os respectivos recipientes. Apds a
emergéncia e morte dos adultos, a areia foi peneirada e foi avaliada a viabilidade da fase imatura
e realizada a sexagem dos insetos emergidos. A areia foi esterilizada em estufa a uma

temperatura de cerca de 140° C por um periodo de 12 h. O delineamento experimental foi
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inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e 10 repetigdes, num total de 200 larvas por

tratamento para cada espécie de mosca-das-frutas.

2.2.1.8 Avaliacao da atividade inseticida de derivados do nim em relacio a imaturos de

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

Apos estimativa da CLsy para os imaturos, foram instalados experimentos para avaliar o
efeito dos extratos aquosos e dos extratos organicos em trés solventes com ordem crescente de
polaridade (hexano, diclorometano e metanol) das diferentes estruturas vegetais (folhas, ramos e
améndoas), além de um o6leo de améndoas de nim. Todos os tratamentos foram diluidos na
concentragdo da CLsy obtida para o extrato aquoso de améndoas de nim. Como tratamento
controle foram utilizadas dgua deionizada e acetona a 5 %. Para o ensaio com C. capitata, 0s
extratos foram diluidos e mantidos em repouso por 2 h antes da aplicagdo e para A. fraterculus, os
extratos foram diluidos e mantidos em repouso por 6 h antes da aplicagao. Em ambos os ensaios
os extratos foram mantidos no escuro quando em repouso para evitar a degradacdo dos
compostos inseticidas. O tempo de repouso foi feito com objetivo de permitir a evaporacao da
acetona, solvente utilizado para diluir os extratos organicos.

A metodologia de avaliacdo adotada foi idéntica a empregada no experimento para
determinagdo da CLsy (item 2.2.1.7). Apds a emergéncia e morte dos adultos, a areia foi
peneirada e foi avaliada a viabilidade da fase imatura; os insetos que apresentavam forma de
larva foram considerados mortos ainda nessa fase. Foi também realizada a sexagem dos adultos
emergidos e a quantificacdo dos adultos defeituosos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 15 tratamentos e 10
repeti¢des, sendo 200 larvas para cada tratamento e um total de 150 parcelas para C. capitata e 15

tratamentos com oito repeticdes, totalizando 120 parcelas para A. fraterculus.

2.2.1.9 Analise estatistica

Os dados de concentragdo-mortalidade foram submetidos a regressdo probitica pelo
programa SAS 9.1 (SAS INSTITUTE, 2003) para estimativa da concentracao letal 50 (CLsy),

sendo também obtida a CLg (dose necessaria para provocar mortalidade em 90 % da populagdo),
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o coeficiente angular e o valor do qui-quadrado (x?). O valor do qui-quadrado (3°) calculado pelo
programa SAS 9.1 (SAS INSTITUTE, 2003) foi comparado ao valor do y* pré-estabelecido em
tabela. Quando o valor do y* calculado foi igual ou menor do que o y° tabelado, os dados do
bioensaio foram considerados adequados ao modelo de probit.

Os resultados obtidos de longevidade de C. capitata na padronizagdo do atrativo alimentar;
de mortalidade de adultos de moscas-das-frutas com 3 h; dois; seis e 10 dias e de mortalidade por
inani¢do no bioensaio com isca; os resultados de mortalidade de imaturos (larva, pupa e total)
expostos ao tratamento com derivados do nim; de razdo sexual e de adultos normais emergidos
desses imaturos expostos ao tratamento foram analisados conforme a andlise de variancia pelo
teste F e quando detectada diferenga significativa, o teste de Tukey foi utilizado para comparar as
médias. Os resultados de mortalidade de adultos no 10° dia também foram submetidos a anélise
de variancia pelo teste F utilizando esquema fatorial 2 x 15, sendo os fatores constituidos pelo
sexo e pelos tratamentos.

Os testes de Bartlett (BARTLETT, 1937) e Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) foram
aplicados para avaliar as pressuposicdes de homocedasticidade de variancias dos tratamentos e a
normalidade dos residuos, respectivamente. Na auséncia desses pressupostos, os dados foram
transformados pelo Método Poténcia Otima de Box-Cox (BOX; COX, 1964). Esse método de
transformacdo depende diretamente de um pardmetro A que € o coeficiente de transformacao dos
dados e indica o tipo de transformacdo necessaria. Nesse estudo, as andlises foram realizadas

utilizando o programa SAS de computagdo estatistica (SAS INSTITUTE, 2003).

2.2.2 Resultados e discussao

2.2.2.1 Rendimento dos extratos aquosos e organicos de diferentes estruturas do nim

Os rendimentos obtidos para os extratos aquosos liofilizados de 4. indica variaram de 33,57

a 51,97 %, sendo o maior rendimento registrado com as améndoas, 0 menor com 0s ramos € o
valor intermedidrio (43,12 %) com as folhas (Tabela 2.1).

Comparando-se esses resultados com os obtidos com outras meliaceas, constata-se

superioridade dos extratos de nim. Assim, enquanto os extratos liofilizados de folhas de Trichillia

pallens C.DC. e de Trichillia pallida Swartz renderam 12,24 e 2,84 % respectivamente (CUNHA,

2004), o extrato liofilizado de folhas de nim rendeu 43,12 %, ou seja, cerca 3 a 4 vezes a mais
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que o rendimento da espécie de Trichillia com melhor performance. Em relagdo aos ramos, os
rendimentos foram 4,91 e 1,43 % para 7. pallens e T. pallida, respectivamente (CUNHA, 2004),

enquanto nesse trabalho o valor obtido foi de 33,57 %.

Tabela 2.1 - Rendimento na obtencdo de extratos aquosos de améndoas, de folhas e de ramos de
Azadirachta indica

Rendimento’
Estrutura
(2 (%)
Améndoas 51,97 51,97
Folhas 43,12 43,12
Ramos 33,57 33,57

"Obtido a partir de 100g de material vegetal moido

De maneira geral, foram obtidos maiores rendimentos com os extratos de améndoas de
nim com os trés solventes do que de folhas e de ramos, com exce¢do apenas do extrato de folhas
em metanol que foi superior a todos os extratos (Tabela 2.2).

Os rendimentos obtidos com extratos metandlicos de folhas e de ramos foram superiores
aos dos respectivos extratos hexanicos e diclorometanicos (Tabela 2.2). Isso possivelmente
ocorreu devido ao tipo de solvente utilizado (BEZERRA, 2009; ROCHA 2004), indicando maior
presencga de substancias polares nessas partes da planta.

Bezerra (2009) obteve maior rendimento de extrato de folhas e de ramos em solvente
diclorometano (5,35 e 1,60 %) quando comparado com os resultados obtidos nesse trabalho
(folhas em diclorometano, 2,53 % e ramos em diclorometano, 0,43 %). Possivelmente, a menor
rentabilidade seja devido a submissdo inicial da amostra ao solvente hexano (o qual extraiu
substancias apolares), diferentemente do que foi feito pela autora que iniciou a extragdo com o
solvente diclorometano, podendo ter extraido substancias apolares e polares, uma vez que esse
solvente tem polaridade intermedidria.

As diferencas de rendimento ndo significam, necessariamente, que havera maior
facilidade de obtengdo de substiancia com atividade inseticida, no entanto, ¢ importante destacar
que em caso de os extratos apresentarem uma mesma eficiéncia para o controle do inseto, o

rendimento seria um fator adicional para selecdo do extrato vegetal.
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Tabela 2.2 - Rendimento na obtencdo de extratos em solvente hexano, em diclorometano ¢ em
metanol de améndoas, de folhas e de ramos de Azadirachta indica

Rendimento
Estrutura Extrato
(2) (%0)

Hexano 48,07 12,02

Améndoas’ Diclorometano 14,00 3,50
Metanol 32,61 8,15

Hexano 10,88 3,06

Folhas? Diclorometano 9,00 2,53
Metanol 58,32 16,43

Hexano 3,94 1,31

Ramos® Diclorometano 0,65 0,43
Metanol 19,74 6,58

" Obtido a partir de 400g de material vegetal moido (média de trés extragdes)
2 Obtido a partir de 355g de material vegetal moido (média de trés extracdes)
3 Obtido a partir de 300g de material vegetal moido (média de trés extragdes)

2.2.2.2 Determinac¢ao da azadiractina nos derivados do nim

De maneira geral, os extratos constituidos de améndoas de nim apresentaram um contetido
de azadiractina bastante superior ao de outras estruturas, independentemente do solvente utilizado
(Tabela 2.3). O extrato de améndoas em metanol foi o que apresentou a maior quantidade (6.060
mg de azadiractina’/kg de extrato), seguindo-se o extrato em diclorometano (3.595,50 mg de
azadiractina/kg de extrato), o extrato aquoso (2.445,90 mg de azadiractina/kg de extrato) e o
extrato em hexano (342,20 mg de azadiractina/kg de extrato ) dessa mesma estrutura vegetal. Por
outro lado, o conteudo de azadiractina no 6leo de améndoas (467 mg/Kg) foi muito inferior aos
encontrados nos extratos de améndoas com solventes de maior polaridade (dgua, metanol e
diclorometano), sendo comparaveis com os valores obtidos com solvente apolar, o hexano
(342,20 mg/Kg) (Tabela 2.3).

Os valores de azadiractina obtidos nos ramos e nas folhas foram bastante reduzidos,

variando de 0,40 a 0,80 mg/kg e de 0,30 a 0,60 mg/kg, respectivamente (Tabela 2.3).
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Sundaram (1996) encontrou 0,03 % de azadiractina nas sementes, resultado inferior ao
obtido nesse trabalho no qual os valores registrados para os extratos de améndoas foram 0,25 %
em extrato aquoso; 0,61 % em extrato metandlico; 0,36 % em extrato diclorometanico, 0,034 %
em extrato hexanico e 0,047 % em 6leo de améndoas (Tabela 2.3). A quantidade de azadiractina
presente em sementes de nim pode variar consideravelmente devido a fatores ambientais e,
possivelmente, também devido a fatores genéticos (SCHUMUTTERER, 1990). A extragcdao da
azadiractina ¢ extremamente variavel; segundo Butterworth e Morgan (1968, 1971), no primeiro
isolamento o teor de azadiractina foi de 0,075 % do peso das sementes. Uebel, Warthen e
Jacobson (1979) obtiveram um rendimento de 0,018 %; Yamasaki et al. (1986) de 0,056% e
Schroeder e Nakanishi (1987) de 0,15 %. De acordo com Mordue (Luntz), Morgan e Nisbet
(2005), o teor de azadiractina varia entre 0,1 e 1,0 % do peso das améndoas da semente, com

média de 0,6 %.

Tabela 2.3 - Teor de azadiractina em extratos organicos, aquosos ¢ 0leo de diferentes estruturas
de Azadirachta indica

Estruturas Extrato (mg/kg) Oleo
Agua Metanol  Diclorometano Hexano (mg/kg)
Améndoas 2.445,90 6.060,00 3.595,50 342,20 467,00
Folhas 0,40 0,60 - 0,30 -
Ramos 0,30 0,60 - 0,50 -

"Nio detectado

Martinez (2002) relata que a azadiractina se concentra principalmente nos frutos, porém,
quantidades menores também podem ser encontradas nas demais partes da planta. Nas folhas,
Sundaram (1996) registrou 0,9 x 10” % de azadiractina, resultado superior ao encontrado no
presente trabalho, que foi de 4 x 10™ % em extrato aquoso, 6 x 10” % em extrato metandlico, 8 x
10” % em extrato hexanico (Tabela 2.3). Forim 2006 identificou azadiractina em diferentes
estruturas da planta de nim, exceto em folhas. O autor infere que a azadiractina realmente nao
esta presente nessa parte da planta ou, se presente, em quantidades infimas, conforme ocorreu no

presente trabalho. Assim, a eficacia de extratos de folhas em ensaios biologicos, indica que, nao
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somente a azadiractina, mas também outros limondides presentes nessa parte da planta
apresentam bioatividade sobre insetos.

Para os ramos, Sundaram (1996) registrou 0,2 x 10 39 de azadiractina, resultado superior
aos registrados nesse trabalho (3 x 10™ % em extrato aquoso, 6 x 10” % em extrato metandlico, 5

x 10® % em extrato hexanico de ramos).

2.2.2.3 Padronizacio de um atrativo alimentar para os bioensaios com adultos de moscas-

das-frutas

Nas plantas de limdo ’Cravo’ pulverizadas apenas com agua (controle), os adultos de C.
capitata sobreviveram cerca de dois dias, enquanto que utilizando o Biofruit®, a 5 %,
concentragdo recomendada para controle de moscas-das-frutas no campo quando associado a um
inseticida, a longevidade foi de 2,39 dias, ndo diferindo do controle (Tabela 2.4). Aumentando-se
a concentragio do Biofruit® (até 20 %), o maior periodo de sobrevivéncia foi cerca de quatro
dias, justamente na maior concentracdo, o que tornou invidvel a utilizacdo exclusiva desse
atrativo (Biofruit®) nos ensaios com extratos vegetais, pois sua aplicagio resultaria em baixa
sobrevivéncia das moscas no tratamento controle conforme metodologia adotada (itens 2.2.1.5 e
2.2.1.6).

A combinagdo mel e Biofruit” propiciou uma longevidade de cerca de sete dias nas maiores
concentragoes (7,5 % de mel e 7,5 % de Biofruit®; 10 % de mel e 10 % de Biofruit®), diferindo
do controle mesmo na menor concentragao (2,5 % de mel e 2,5 % de Biofruit®). O atrativo e
estimulante alimentar que propiciou maior longevidade aos insetos foi o mel, a qual variou de
6,37 a 9,84 dias nas concentracdoes de 5 a 20 %. Na maior concentragdo de mel (20 %), a
longevidade constatada foi significativamente maior que os valores obtidos em todos os demais
tratamentos e no controle, com exce¢ao do mel a 15 % (Tabela 2.4), o que permitiu selecionar
esse atrativo como o mais indicado para os estudos subseqiientes, considerando, no entanto, que o
periodo de avaliacdo dos extratos vegetais pulverizados em associacdo com esse atrativo nao

pode exceder o periodo de 10 dias, conforme longevidade registrada nesse experimento.
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Tabela 2.4 - Longevidade de adultos de Ceratitis capitata tratados com mel e Biofruit® em
condi¢des de laboratdrio (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 + 10 %; fotofase: 14 h)

Atrativo Concentracao (%) Longevidade média (dias) (+ EP)"*
20 9,84+0,53 a
15 8,90+ 0,50 ab
Mel
10 7,10+ 0,27 bc
5 6,37+0,47 cd
20 392+0,28 e
® 15 3,70£ 0,31 ef
Biofruit
10 2,77+0,17 fg
5 2,39+ 0,09 gh
(10:10) 6,86 £ 0,45 bc
® (7,5:7,5) 7,15+£0,49 bc
Mel + Bioftruit
(5:5) 4,88 +0,34 de
(2,5:2,5) 424+0,14 ¢
Controle (4gua deionizada) - 1,95+£0,08 h
Coeficiente de variagdo - CV (%) 8,67

'Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)
* Dados originais na tabela; para analise estatistica os dados foram transformados pelo Método da

Poténcia Otima de Box-Cox com A= log;o (X+ 0,5)

2.2.2.4 Estimativa da CLs) de extrato aquoso de améndoas de nim para adultos de
Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

As duas espécies em estudo foram afetadas pelo extrato aquoso de améndoas de nim
pulverizado sobre plantas de citros associado a um atraente e estimulante alimentar (mel a 20 %).
Assim, observando-se os valores de mortalidade dos adultos, ap6s 10 dias de avaliacdes (Figura
2.2), verifica-se que para as duas espécies a mortalidade foi incrementada em funcdo do aumento
da concentragdo do extrato. Para a mosca-sul-americana, A. fraterculus, a mortalidade variou de
52 % (320 ppm — 0,032 % de extrato) a 80 % na maior concentracdo (32.000 ppm — 3,2 % de
extrato). J4 para a moscamed, C. capitata, a mortalidade variou de 56 % (320 ppm) a 88 %

(32.000 ppm).
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Paralelamente, também no controle, registrou-se mortalidade relativamente alta para
ambas as espécies, A. fraterculus (38 %) e C. capitata (30 %). A mortalidade natural
relativamente alta no controle pode ter sido provocada pela manipulacdo dos insetos no momento
da instalacdo do experimento, ou pelo fato de o atrativo (solu¢do de mel a 20 %) ndo propiciar a
longevidade esperada (10 dias) ou mesmo em conseqiiéncia da padronizagdo do atrativo

alimentar ter sido realizada somente para a moscamed e ndo para a mosca sul-americana.

B Anastrepha fratercul us! Q Ceratitis capitata
100

Mortalidade (%)

90
80
70
60
50
40
30
20 |
10
0

0 320 1.000 5.600 32.000
Concentragao (ppm)

Figura 2.2 - Mortalidade (%) de adultos de moscas-das-frutas expostos ao extrato aquoso de
améndoas de nim + mel em diferentes concentracdes em condigdes de laboratorio
(Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 = 10 %; fotofase: 14 h). Concentracdo de azadiractina
(aza) no extrato: 320 ppm do extrato (0,78 ppm de aza); 1.000 ppm do extrato (2,45
ppm de aza); 5.600 ppm do extrato (13,70 ppm de aza); 32.000 ppm do extrato
(78,27 ppm de aza). ' Resultado médios de dois experimentos

Em ambas as espécies, a acdo toxica do extrato aquoso de améndoas de nim foi bastante
lenta, sendo que no oitavo dia de avaliacdo apenas as duas concentragdes superiores (5.600 e
32.000 ppm) tinham causado mortalidade de cerca de 50 % dos insetos avaliados, aumentando

bastante a mortalidade nos dois ultimos dias do periodo avaliado.
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Os valores de qui-quadrado (y°) calculado na estimativa da toxicidade para 4. fraterculus
(0,89) e C. capitata (0,88) estiveram dentro dos limites pré-estabelecidos, ou seja, foram
inferiores ao valor de Xz tabelado (9,488) para ambas espécies (Tabela 2.5). Sendo assim, os
dados analisados adequaram-se ao modelo de probit (ROBERTSON; PREISLER, 1992). A CLs
estimada para adultos de A. fraterculus tratados com isca (mel + extrato de améndoas de nim) em
mudas de citros em um periodo de 10 dias foi de 7.522 ppm (0,75 %). J& para C. capitata, a CLsg
foi bem menor (1.368 ppm), o que representa cerca de 0,14 % de extrato na solugdo pulverizada
(Tabela 2.5). De forma geral, as CLs, obtidas indicam que € necessario pouco volume de extrato
para causar mortalidade nas duas espécies. Entretanto, numa analise mais detalhada, percebe-se
que os dados ndo apresentam o mesmo padrao, exigindo grande quantidade de extrato para causar
alta mortalidade da praga. Observando-se a Tabela 2.5, registra-se uma CLogy de 643.674 ppm
(64,37 % de extrato na isca) para A. fraterculus e 112.465 ppm (11,25 %) para C. capitata.

Tabela 2.5 - Estimativa da toxicidade de extrato aquoso de améndoas de nim em relacao a adultos
de Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

) . 5o 3 4 s Azadiractina
Espécie n X gl. "CA+EP CL (95% IC) ppm
(ppm)
7.522
CLs 18,40
Anastrepha (439,83 —45.148)
250 0,89 4 0,66+0,25
fraterculus 643.674
CLy 1574,39
(81.470 — 75.067.801)
1.368
CLso 3,35
Ceratitis (173,22 —4.133)
250 0,88 4 0,67+ 0,18
capitata 112.465
CLy 275,08

(26.391 - 6.217.178)

'n: numero de insetos testados; “y*: Valor do qui-quadrado calculado; *g.l.: graus de liberdade;
*CA: Coeficiente angular; *CL: Concentragio letal e seu intervalo de confianca (IC)

Embora nos dois casos os valores registrados sejam relativamente altos, ha mais
perspectivas de aplicagdo no caso da moscamed. Em ambos os casos, os valores de CLgy obtidos
sdo bastante elevados e¢ quando se avalia o intervalo de confianca as perspectivas sao

desanimadoras. Essa alta concentragao de extrato de améndoas de nim exigida para causar
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mortalidade em cerca de 90 % dos insetos inviabiliza sua aplicacdo em isca, pois possivelmente o
extrato causaria efeito fagodeterrente e ndo toxico como € o objetivo.

A suscepetibilidade aos subprodutos do nim, com énfase para o principio ativo azadiractina,
varia entre as ordens de insetos (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000) e também pode variar
entre espécies de uma mesma familia (ISMAN, 1993). No presente trabalho, com base nas CLs
registradas para as duas espécies, pode-se inferir que a isca a base de nim foi cerca de cinco vezes
mais toxica a moscamed do que a mosca-sul-americana. Poucos estudos abordam o efeito toxico
do nim sobre insetos adultos; muitas vezes o efeito toxico ¢ baseado na regulacdo do crescimento
ou na fagodeterréncia, ambos, culminando com a morte do inseto. Nesse sentido, Senthil Nathan
et al. (2007) avaliaram o efeito toxico de extratos de nim e da azadiractina pura em relagdao a
cigarrinha Nilaparvata lugens (Stal) no quarto instar em condi¢des de laboratério. Os autores
estimaram valores de CLs variando de 40.000 a 50.000 ppm para os extratos aquoso, etanolico e
hexanico, todos oriundos de améndoas de nim. Para azadiractina pura o valor estimado foi de 0,5
ppm. Os valores de CLs, estimados com o extrato aquoso de améndoas para as moscas-das-frutas
(Tabela 2.5) sdo inferiores ao demonstrado por Senthil Nathan et al. (2007), tanto utilizando
extrato aquoso como organico. Entretanto, quando se analisa a CLgy, os dados apresentados no
presente trabalho sdo superiores aos demonstrados por Senthil Nathan et al. (2007). A CLgo
estimada por esses autores variou de 70.000 a 80.000 ppm para os extratos, enquanto para a
azadiractina pura a CLoy foi de apenas 1 ppm. Posteriormente, Senthil Nathan et al. (2009)
avaliaram o efeito toxico de dois 6leos de nim (NEEMA®™ ¢ PARKER OIL™) sobre a cigarrinha
N. lugens em condigdes de campo. Os autores estimaram uma CLsy de 5.600 ppm (14 ppm de
azadiractina) e 4.400 ppm (8,8 ppm de azadiractina) para adultos quando plantas de arroz foram
pulverizadas com NEEMA® e PARKER OIL™, respectivamente. Os dados de estimativa de
CLs para adultos estdo relativamente préximos dos estimados para os tefritideos, onde a CLs, foi
de 7.522 ppm de extrato (18,40 ppm de azadiractina) para a A. fraterculus ¢ 1.368 ppm de extrato
(3,35 ppm de azadiractina) para C. capitata. Entretanto, quando comparadas as Clgj, 0s

resultados estimados para tefritideos sdo muito elevados, conforme demonstrado na Tabela 2.5.
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2.2.2.5 Avaliacdo da atividade inseticida de derivados do nim em relacio a adultos de

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

A mortalidade dos adultos de A. fraterculus expostos a isca, composta de diferentes
extratos e de 6leo de nim, ndo diferiu entre os tratamentos ap6s 3 h (Tabela 2.6). Os derivados do
nim nao causam efeito de choque sobre essa espécie, assim como ja foi demonstrado para outras
pragas. Isso também foi constatado, apds 48 h, embora possa ser verificada uma tendéncia de
maior mortalidade com o uso do extrato de améndoas em metanol e do 6leo obtido de améndoas
que causaram mortalidades de 16 ¢ 12 %, respectivamente. Também apos seis dias, embora os
valores de mortalidade tenham variado entre 4 e 20 %, ndo houve diferenga significativa entre as
médias dos tratamentos avaliados. A auséncia do efeito dos subprodutos do nim, apos seis dias,
pode ser caracterizada quando se compara o maior valor numérico de mortalidade (20 % no
tratamento com 6leo de améndoas) com o controle (16 %) (Tabela 2.6). Somente no décimo dia
de avaliagdo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos (F = 2,86; p = 0,0018),
verificando-se que as maiores mortalidades foram causadas pelo extrato aquoso de améndoas (68
%) e pelo 6leo obtido da prensagem de améndoas (64 %) que superaram a mortalidade causada
pelo extrato hexanico de ramos (16 %); o primeiro (68 % de mortalidade), também diferiu dos
controles (somente mel e mel + corante + acetona), no entanto, ndo diferiu do controle (mel +
corante). Os outros derivados do nim nao diferiram dos controles, nos quais as mortalidades
variaram entre 20 e 28 %.

De modo analogo, ao que foi observado para a mosca-sul-americana, também para a
moscamed nao foi registrado efeito toxico dos extratos e do 6leo de nim nas avaliagdes feitas
com 3 h, dois e seis dias, uma vez que ndo houve diferencga significativa entre as médias em
nenhum desses periodos (Tabela 2.7). Apos 10 dias, no entanto, os valores de mortalidade
provocada pelos diversos tratamentos e pelo controle diferiram entre si (F = 5,11; p < 0,0001)
(Tabela 2.7). Assim, nos tratamentos com extrato metandlico de folhas, extrato aquoso de
ameéndoas e extrato diclorometanico de ramos a mortalidade ocasionada foi igual ou superior a 60
% dos insetos (62; 60 e 60 %, respectivamente). Os trés extratos apresentaram diferenca
significativa em relacdo ao controle (mel + corante + acetona), onde ocorreu 14 % de
mortalidade, mas nao diferiu dos outros dois controles (somente mel e mel + corante), nos quais a

mortalidade foi 28 %.



Tabela 2.6 - Mortalidade (= EP) de adultos de Anastrepha fraterculus expostos a isca (mel + derivados de diferentes estruturas de

Azadirachta indica) em laboratorio (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 + 10 %; fotofase: 14 h)

06

Extratos Azadiractina N° de insctos Mortalidade (%)
(ppm) 3 horas 2° dia 6° dia 10° dia'
Controle (mel) - 50 0,00 + 0,00 6,00 £4,00 16,00=+5,10 22,00 + 6,63 bc
Controle (mel + corante) - 50 0,00 £ 0,00 2,00£2,00 12,00+3,74 28,00 + 3,74 abc
Controle (mel + corante + acetona) - 50 0,00 £ 0,00 4,00 £4,00 6,00 + 4,00 20,00+ 11,40 bce
Agua 18,3981 50 0,00 + 0,00 8,00+2,00 14,00+5,10 68,00+ 1594 a
Ameéndoas Metanol 45,5833 50 4,00+4,00 16,00+5,10 18,00+ 5,83 28,00 + 6,63 abc
Diclorometano 27,0454 50 0,00 + 0,00 6,00 £4,00 12,00=+3,74 34,00+ 14,00 abc
Hexano 2,5740 50 2,00 £ 2,00 4,00 + 2,45 4,00 + 2,45 22,00+12,81 be
Agua 0,0023 50 0,00 £+ 0,00 400+£2,45 16,00 +245 30,00 £ 8,94 abc
Ramos Metanol 0,0045 50 2,00 £+ 2,00 6,00 + 2,45 6,00 + 2,45 26,00 + 13,64  abc
Diclorometano - 50 4,00 £2,45 8,00£3,74 16,00 +£6,78 38,00+ 12,41 abc
Hexano 0,0038 50 0,00 + 0,00 4,00 + 4,00 6,00 + 4,00 16,00 + 9,27 Cc
Agua 0,0030 50 0,00 + 0,00 4,00+£2,45 14,00+2,45 26,00 £ 7,48 abc
Folhas Metanol 0,0045 50 0,00 £+ 0,00 400+2,45 12,00+3,74 28,00+ 10,68 abc
Diclorometano - 50 0,00 + 0,00 6,00 £4,00 12,00+3,74 34,00+ 14,00 abc
Hexano 0,0060 50 0,00 + 0,00 2,00+£2,00 12,00+4,90 30,00+ 15,81 abc
Oleo de améndoas 3,5128 50 2,00+£2,00 12,00+£4,90 20,00+ 8,37 64,00+ 13,64 ab
F (tratamentos) 1,00™ 1,23™ 1,03™ 2,86%*
Coeficiente de variagdo - CV (%) 29,97 46,72 32,01 34,49

NS w1~ T . T - .
Nao significativo. ** Significativo

! Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)



Tabela 2.7 - Mortalidade (+ EP) de adultos de Ceratitis capitata expostos a isca (mel + derivados de diferentes estruturas de Azadirachta
indica) em laboratorio (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 + 10 %; fotofase: 14 h)

Extratos Azadiractina N° de insetos Mortalidade (%)
(ppm) 3 horas' 2° dia 6° dia 10° dia’
Controle (mel) - 50 0,00 £ 0,00 4,00 +4,00 8,00 + 5,80 28,00 + 10,70 abc
Controle (mel + corante) - 50 0,00 + 0,00 4,00 +2,40 16,00 + 2,40 28,00 £5,80 abc
Controle (mel + corante + acetona) - 50 0,00 + 0,00 2,00+ 2,00 6,00 + 4,00 14,00+ 5,10 ¢
Agua 3,3460 50 0,00 £ 0,00 4,00 £2,40 4,20 +2,40 60,00 £ 14,80 a
Ameéndoas Metanol 8,2901 50 0,00 + 0,00 2,00 £2,00 10,00 + 5,50 42,00+ 17,10 abc
Diclorometano 49186 50 0,00 +£0,00 10,00+ 6,30 14,00 + 5,10 22,00 +5,80 be
Hexano 0,4681 50 0,00 £ 0,00 2,00 £2.00 10,00 £+ 4,50 18,00 £3,70 bc
Agua 0,0004 50 0,00 £ 0,00 2,00 £2,00 6,00 + 6,00 42,00 + 15,30 abc
Ramos Metanol 0,0008 50 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 6,00 = 4,00 18,00+4,90 be
Diclorometano - 50 0,00+ 0,00 2,00 £2,00 10,00 £4,50 60,00 + 14,10 a
Hexano 0,0007 50 0,00 £ 0,00 4,00 £+ 2,40 10,00 + 6,30 48,00 + 8,60 ab
Agua 0,0005 50 0,00 £ 0,00 0,00 £+ 0,00 4,00 + 2,40 32,00+ 8,60 abc
Folhas Metanol 0,0008 50 0,00 £ 0,00 2,00 £ 2,00 4,00 + 2,40 62,00 £ 18,30 a
Diclorometano - 50 0,00 + 0,00 4,00 +2,40 14,00 + 6,80 42,00 £9,70 abc
Hexano 0,0011 50 0,00 £ 0,00 2,00 £2.00 6,00 + 4,00 46,00 £ 7,50 ab
Oleo de améndoas 0,6389 50 0,00 £ 0,00 2,00 £2,00 14,00 £ 7,50 36,00 +£7,50 abc
F (tratamentos) - 0,76 > 0,68™ 5,11%*
Coeficiente de variagdo - CV (%) - 21,22 4,89 22,31

"'Nio foi analisado estatisticamente (ndo houve mortalidade); > Nio significativo; ** Significativo

? Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

16
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Em relacdo a A. fraterculus, o 6leo de améndoas na isca provocou 64 % de mortalidade;
diferentemente, para C. capitata esse tratamento causou apenas 36 % de mortalidade, nao
diferindo dos controles.

Para nenhuma das espécies foi possivel estabelecer uma correlagdo entre o teor de
azadiractina e o efeito toxico do derivado de nim. Entre os derivados com maior quantidade de
azadiractina, ou seja, os origindrios de améndoas, o extrato aquoso, com 3,3460 ppm de
azadiractina em 1.368 ppm de extrato pulverizado em plantas de citros para controle de C.
capitata e 18,3981 ppm de azadiractina em 7.522 ppm de extrato pulverizado para controle de 4.
fraterculus, causou mortalidade entre 60 ¢ 70 % para ambas espécies (Tabelas 2.6 ¢ 2.7 ). Os
demais, como o extrato metandlico de améndoas, o qual entre os derivados possui maior
quantidade desse principio ativo, causou baixa mortalidade (Tabelas 2.6 e 2.7). A mortalidade de
cerca de 60 % causada pelo extrato metandlico de folhas e pelo extrato diclorometanico de ramos
em C. capitata, induz ao raciocinio de que azadiractina ndo € o principal agente tdxico, mas
provavelmente, uma multiplicidade de compostos presentes nessas duas estruturas da planta.

Quando os individuos foram agrupados por sexo, na avaliagdo feita ao décimo dia (Tabela
2.8), verificou-se que para A. fraterculus nao houve efeito da interacdo (tratamento x sexo) (F =
0,43; p = 0,9677), ndo houve efeito em relagdo ao sexo isoladamente (F = 0,21; p = 0,6469),
sendo constatado efeito somente para os tratamentos isoladamente (F' = 2,12; p = 0,0127),
conforme j4 havia sido demonstrado (Tabela 2.6).

Da mesma forma, para C. capitata, nao houve efeito da intera¢do (tratamento x sexo) (F =
1,07; p = 0,3914), e também em relacao ao sexo (F = 0,09; p = 0,7686), sendo constatado efeito
somente quando foi avaliado o tratamento isoladamente (F' = 2,98; p = 0,0004) (Tabela 2.8).

De forma geral, a toxicidade dos extratos e do 6leo de nim via ingestdo das moscas foi
bastante lenta (Tabelas 2.6 e 2.7) e independente do sexo (Tabela 2.8). Houve constatagdo de
diferengas na mortalidade somente ap6s 10 dias de avaliagdo, quando também a mortalidade
natural foi elevada (Tabelas 2.6 ¢ 2.7). Os resultados obtidos com a avaliagdo dos derivados de A.
indica em relagdo as moscas-das-frutas (4. fraterculus e C. capitata) corroboram o discurso de
Isman (2004), que afirma que o entusiasmo em relagdo ao nim vem diminuindo gradativamente,

parte disso devido a sua agdo relativamente lenta em insetos-praga.



Tabela 2.8 - Mortalidade (= EP) em funcdo do sexo de adultos de Ceratitis capitata e Anastrepha fraterculus expostos a isca (mel + derivados

de diferentes estruturas de Azadirachta indica) em laboratério (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 £ 10 %; fotofase: 14 h)

) Mortalidade (%) = EP
Extratos N° de insetos Anastrepha fraterculus Ceratitis capitata
3 Q J Q

Controle (mel) 50 16,00 + 5,10 6,00 +£2.45 14,00+ 9,27 14,00 + 5,10
Controle (mel + corante) 50 10,00 + 0,00 18,00 + 3,74 10,00 + 3,16 18,00 + 3,74
Controle (mel + corante + acetona) 50 6,00 + 4,00 14,00 + 7,48 8,00+ 3,74 6,00 + 6,00

Agua 50 30,00 + 8,37 38,00 £ 8,00 34,00 £9,27 26,00 £ 6,00
Améndoas Metanol 50 14,00 £ 6,78 14,00 £ 5,10 22,00+ 11,58 20,00 + 7,07

Diclorometano 50 14,00 + 5,10 20,00 £ 10,49 8,00 £ 3,74 14,00 + 5,10

Hexano 50 12,00 + 7,35 10,00 + 5,48 8,00 + 2,00 10,00 + 3,16

Agua 50 18,00 + 4,90 12,00 + 4,90 24,00 £ 8,72 18,00 + 8,00
Ramos Metanol 50 16,00 £ 6,78 10,00 + 7,75 6,00 + 2,45 12,00 + 3,74

Diclorometano 50 20,00 + 8,94 18,00+ 4,90 34,00 £ 10,30 26,00 + 5,10

Hexano 50 12,00 + 7,35 4,00 +2.45 28,00 + 5,83 20,00 + 7,07

Agua 50 14,00 + 4,00 12,00 + 4,90 16,00 £+ 6,00 16,00 + 4,00
Folhas Metanol 50 14,00 £ 6,78 14,00 + 5,10 34,00 +£9,27 28,00 + 10,20

Diclorometano 50 26,00 + 7,48 26,00 + 8,12 30,00 + 7,07 36,00 £ 5,10

Hexano 50 14,00 + 7,48 16,00 + 8,72 38,00 £ 7,35 8,00 £3,74
Oleo de améndoas 50 34,00 £ 6,78 30,00 + 8,37 12,00 + 7,35 24,00 + 5,10
F(tratamento) 2,12%* 2,98 **
F (sex0) 021N 0,09
F (tratamento x sexo) 0,43NS 1,07NS
Coeficiente de variacdo - CV (%) 27.81 33,83

NS w1~ .- . T - .
Nao significativo; ** Significativo

€6
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A agdo lenta dos compostos presentes no nim em relacdo as moscas-das-frutas poderia ser
em funcdo da fagodeterréncia provocada pelos limonoides, entre os quais se incluem a
azadiractina e compostos a ela relacionados.

Nesse estudo, a tomada de alimento ndo foi impedida, logo, os extratos e o 6leo de nim ndo
causaram deterréncia alimentar e, consequentemente, morte por inanicdo (Tabela 2.9). A
seguranca nessa observacao ¢ baseada na utilizagdo do corante (azul anis), que possibilitou

avaliar se as moscas morreram devido ao efeito toxico da isca ou por inani¢ao (Figura 2.3).

Figura 2.3 — Parcela experimental (A); Moscas-das-frutas com abdome azul ap6s alimentacao

da isca com corante azul anis (B)
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Nos tratamentos controles em que foi utilizado o corante ndo houve mortalidade por
inani¢ao, porém, nos tratamentos com derivados do nim registraram-se moscas mortas sem se
alimentarem da isca (Tabela 2.9). Contudo, para ambas as espécies em estudo, ndo foi verificado
efeito significativo dos tratamentos, A. fraterculus (F =2,28; p =0,0117) e C. capitata (F = 0,53;
p =0,9120).

Tabela 2.9 - Mortalidade (+ EP) por inani¢do de adultos de Ceratitis capitata e Anastrepha
fraterculus expostos a isca (mel + derivados de diferentes estruturas de
Azadirachta indica) em laboratorio (Temp.: 25 £+ 2°C; UR: 60 + 10 %; fotofase: 14

h)
Extratos N° de insetos Mortalidade por inani¢ao (%)
Anastrepha fraterculus Ceratitis

Controle (mel) 50 - -
Controle (mel + corante) 50 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
Controle (mel + corante + acetona) 50 0,00 £ 0,00 0,00 £+ 0,00

Agua 50 6,00 £ 2,45 2,00 £ 2,00

A Metanol 50 10,00 + 4,47 0,00 £ 0,00

Améndoas

Diclorometano 50 2,00+ 2,00 2,00+ 2,00

Hexano 50 4,00 + 2,45 2,00 £+ 2,00

Agua 50 0,00 = 0,00 2,00 £+ 2,00

Metanol 50 6,00 £ 2,45 0,00 £ 0,00
Ramos

Diclorometano 50 4,00 £2,45 0,00 £ 0,00

Hexano 50 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00

Agua 50 0,00 + 0,000 2,00 + 2,00

Metanol 50 4,00 + 2,45 2,00 £+ 2,00
Folhas

Diclorometano 50 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00

Hexano 50 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00
Oleo de améndoas 50 6,00 £4,00 2,00 £2,00
F (tratamentos) 2,28 0,53 ™"
Coeficiente de variagdo - CV (%) 37,04 28,74

N5 Nio significativo

Notou-se maior incidéncia de inani¢do nos derivados a base de améndoas de nim (extrato e
6leo) para A. fraterculus. O tratamento que provocou efeito mais pronunciado foi o extrato
metanolico de améndoas (Tabela 2.9), no qual, 10 % dos adultos de Amnastrepha (cinco

espécimes) morreram por inani¢do. O total de mortalidade, incluindo os que morreram por



96

inanic¢do, foi de 28 % (14 insetos) nesse tratamento (Tabela 2.6) e os insetos que morreram sem
se alimentar da isca representaram 35,71 % (cinco insetos) do total de insetos mortos (14).
Conforme comentado anteriormente, no entanto, apesar da incidéncia de mortalidade por
inani¢do, a diferenca entre as médias ndo foi significativa, do que se pode inferir que o efeito
deterrente alimentar foi desprezivel.

Diversas hipoteses podem explicar as diferengas entre os tratamentos € o baixo efeito toxico
provocado pelos subprodutos de 4. indica em relagdo as moscas-das-frutas. Numa primeira
analise o baixo efeito toxico por ingestdo seria causado por diferencas na quantidade de substrato
ingerido pelas moscas. Assim, embora o nim ndo tenha provocado deterréncia de alimentagdo
(conforme visto na Tabela 2.9), ele pode ter provocado inibi¢ao desta.

Os fagodeterrentes podem ser divididos em dois grupos: deterrentes de alimentagdo e
inibidores de alimentacdo (SMITH, 2005). Em principio, os deterrentes incluiriam substancias
que impedem a tomada de alimento, enquanto os inibidores compreenderiam substancias que
reduzem a alimentagdo sem, contudo, impedi-la (VENDRAMIM; GUZZO, 2009). O corante
(azul anis) permite qualificar as moscas que se alimentaram da isca (Figura 2.3), porém nao
permite identificar a quantidade consumida. A inibi¢do primdria provocada pela azadiractina
talvez justifique a baixa mortalidade ocasionada nas duas espécies quando expostas a isca com
extrato metandlico, cuja concentracdo de azadiractina era superior entre todos os derivados,
levando os insetos a se alimentarem menos da isca, reduzindo, consequentemente, a possibilidade
de efeito toxico. A azadiractina pode induzir mudangas no intestino do inseto, inclusive no
agrupamento das microvilosidades, desorganiza¢do das camadas de membrana extracelular e
alteragdes na porcao basal das células epiteliais, as quais podem induzir a reducdo da
alimentacao.

Em Myzus persicae Sulzer, a alimentacdo em plantas de tabaco tratadas com 500 ppm de
azadiractina se iniciou normalmente, e posteriormente o intervalo entre as tomadas de alimento
aumentou significativamente (NISBET et al., 1993). Da mesma forma, isso pode ter ocorrido
nesse trabalho; em primeira instdncia as moscas poderiam ter se alimentado dos derivados do nim
e posteriormente teriam reduzido a frequéncia de alimentacdo, a0 mesmo tempo em que 0s
compostos quimicos com atividade inseticida foram se degradando, j& que o experimento foi

mantido por 10 dias.
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O comportamento alimentar das moscas também pode influenciar a suscetibilidade aos
extratos e ao 6leo de améndoas de nim. Durante a alimentagdo, as moscas-das-frutas possuem um
comportamento denominado grazing (“pastagem”) (HENDRICHS; COOLEY; PROKOPY,
1992), que permite ao inseto selecionar o alimento para ingestdo. Nesse experimento, 0s insetos
podem ter ingerido alimento com menor concentracdo dos derivados do nim, e assim, em
conseqiiéncia do comportamento de “pastagem” as moscas podem ter experimentado porgdes da
isca sobre a superficie explorada, e selecionado o alimento para a sua sobrevivéncia.

Além disso, sempre que ocorreu ingestdo houve contato com os extratos aquosos, organicos
ou 6leo de améndoas de nim. O grau de contato pode ter influenciado a toxicidade, assim como a
regido do corpo que entrou em contato. Em trabalho realizado com inseticidas, Roessler (1989)
demonstrou que a espécie de moscas-das-frutas, o inseticida e o local do corpo onde foi aplicado
influenciam na determinagdo da CLsy. Por exemplo, o torax foi a regido mais sensivel do corpo
de Bactrocera cucurbitae (Coquillet) e Bactrocera dorsalis (Hendel), enquanto que, em C.
capitata, a regido mais sensivel foi a abdominal médio-ventral.

A atividade didria dos adultos também pode influenciar no contato com os extratos ou 6leo
de améndoas. As moscas das duas espécies foram vistas descansando na parte inferior da folha de
limdo ’Cravo’. Além disso, em ambas as espécies, houve formacdo de /eks (agregados) seguido
de copula. Os leks foram formados com machos em comportamento de chamada localizados na
face inferior das folhas de limdo ’Cravo’ ou nas paredes da gaiola. Os insetos foram vistos
copulando na planta e também em diferentes partes da gaiola. Outra observa¢ao interessante foi a
presenga dos adultos de moscas-das-frutas na planta pulverizada descansado durante a noite. As
moscas-das-frutas possuem o habito de se limparem e o contato seguido de limpeza pode levar a
ingestdo da isca. Diferengas determinadas pela maior ou menor exposi¢cdo de certas regides
corporais provavelmente poderiam estar influenciando na toxicidade, mas provavelmente nio
seriam o principal fator ou o Unico fator que contribuiria para explicar as diferencas observadas
entre os extratos no décimo dia e ou efeito lento dos derivados do nim.

Os limonodides, principalmente a azadiractina, podem atuar por ingestdo ou por contato,
porém sua agdo por ingestdo ¢ significativamente superior (MARTINEZ, 2002). Para
exemplificar, Viana et al. (2000), pulverizando extrato de folhas de nim diretamente sobre
lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), verificaram 32,2 % de mortalidade apos 10 dias,

ao passo que quando as lagartas se alimentaram de folhas de milho pulverizadas com o extrato, a
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mortalidade atingiu 87,3 %. Nesse contexto, provavelmente, no presente trabalho, as moscas
tenham sido mais afetadas pela ingestdo dos subprodutos do nim do que pelo contato com os
mesmos.

Como discutido, o efeito toxico do nim sobre moscas-das-frutas ¢ reduzido e também lento,
contudo, isso ndo inviabiliza a utilizagdo dessa planta inseticida, pois os efeitos subletais (como
por exemplo, a esterilizagdo) podem também propiciar a protecdo do pomar, sendo que

investigacdes nesse sentido devem ser realizadas.

2.2.2.6 Estimativa da CLs, de extrato aquoso de améndoas de nim para imaturos de

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

Considerando a fase de larva-pupa das moscas-das-frutas, constatou-se, de forma
semelhante ao verificado aos adultos expostos a isca, uma relacdo dose dependente (extrato
aquoso de améndoas versus mortalidade do inseto) quando o substrato de pupacdo (areia
esterilizada) foi tratado com o extrato em diferentes concentragdes. Para a mosca-sul-americana
foi registrada mortalidade de 15,34 % quando se utilizou o extrato na concentracao de 3.200 ppm
(7,83 ppm de azadiractina); ja com o aumento da concentragdo do extrato em 10 vezes (32.000
ppm — 78,27 ppm de azadiractina) a mortalidade foi seis vezes superior (96,99 %) (Figura 2.4).

De forma semelhante, os extratos causaram mortalidade em C. capitata, com aumento
gradativo de mortalidade de 23 % na menor concentracdo em estudo (1.000 ppm — 2,45 ppm de
azadiractina) para 88 % na maior (18.000 ppm — 44,03 ppm de azadiractina) (Figura 2.4). Nesse
experimento os valores de mortalidade natural ocorridos nos controles (19,61 % para a
moscamed e 15,00 % para a mosca-sul-americana) foram menores que os constatados nos
respectivos controles no experimento com os adultos dessas moscas (38 % e 30 % para A.
fraterculus e C. capitata, respectivamente), o que sugere que os dados registrados em relacdo aos
imaturos sao mais consistentes.

Os valores de qui-quadrado (%) calculado na estimativa da toxicidade para A. fraterculus
(0,44) e C. capitata (0,14) estiveram dentro dos limites pré-estabelecidos, ou seja, foram
inferiores ao valor de y” tabelado (11,07) para ambas as espécies (Tabela 2.10). Sendo assim, os

dados analisados adequaram-se ao modelo de probit (ROBERTSON; PREISLER, 1992).
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Figura 2.4 - Mortalidade de Ceratitis capitata e Anastrepha fraterculus apos a exposi¢ao da fase
de larva-pupa a diferentes concentracdes do extrato aquoso de améndoas de
Azadirachta indica em condi¢des de laboratorio (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 + 10 %;
fotofase: 14 h). Concentracao de azadiractina (aza) no extrato: 1.000 ppm do extrato
(2,45 ppm de aza); 3.200 ppm do extrato (7,83 ppm de aza); 5.600 ppm do extrato
(13,70 ppm de aza); 10.000 ppm do extrato (24,46 ppm de aza); 18.000 ppm do
extrato (44,03 ppm de aza); 32.000 ppm do extrato (78,27 ppm de aza)

Aparentemente, assim como ocorreu com os insetos na fase adulta, a moscamed apresentou
maior susceptibilidade ao extrato aquoso de améndoas nas condi¢cdes em foi conduzido esse
experimento (Figura 2.4). Os valores das CLs, estimadas confirmam essa hipdtese, uma vez que,
enquanto para a mosca-sul-americana a concentragao estimada foi de 13.028 ppm (1,30 %), para
C. capitata a concentracdo estimada foi de 9.390 ppm (0,94 %) (Tabela 2.10).

A forma de avaliar o efeito toxico dos extratos aquosos de améndoas de nim sobre os
imaturos e adultos das duas espécies foram diferentes, ndo permitindo uma comparag¢do dos
resultados obtidos com uma posterior conclusdo, mas ¢ passivel de discussdo. Numa analise

simplista dos erros padrdes obtidos nas diferentes concentragdes, independentemente da espécie
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em estudo e comparando a variabilidade destes em relagdo aos adultos e a fase imatura (Figuras
2.2 e 2.4), ¢ notério que nessa ultima ocorreu menor variabilidade dos dados, o que,
consequentemente, permite inferir que as diferentes concentracdes de extrato aquoso de

améndoas de nim causaram um efeito mais estavel sobre os imaturos.

Tabela 2.10 - Estimativa da toxicidade de extrato aquoso de améndoas de nim em relacdo a fase
de larva-pupa de Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

) . 5o 3 A s Azadiractina
Espécie n X gl. "CA+EP CL (95 % IC) ppm
(ppm)
13.028
CLso 31,87
Anastrepha (11.501 — 14.372)
972 044 5 435+047
fraterculus 25.687
CLyo 62,83
(23.050 — 29.695)
9.390
CLso 22,97
Ceratitis (8.080 — 10.565)
1.200 0,14 5 3,19 + 041
capitata 23.692
CLyo 57,95

(19.941 —30.889)

'n: ntimero de insetos testados; “x*: Valor do qui-quadrado calculado; *g.l.: graus de liberdade;

*CA: Coeficiente angular; °CL: Concentracio letal e seu intervalo de confianca (IC)

Observando somente as CLsy (Tabelas 2.5 e 2.10), nota-se que os imaturos das moscas-
das-frutas apresentaram menor suscetibilidade que os adultos. Por outro lado, constata-se que os
intervalos de confianga das CLs registradas para a fase imatura apresentam menor variabilidade
(Tabelas 2.5 e 2.10). Em outra perspectiva, considerando os valores de CLgy estimados para
ambas as fases, ¢ possivel diagnosticar que a fase imatura, em comparacdo com adulta de
moscas-das-frutas, apresentam maior suscetibilidade ao extrato aquoso de améndoas de A. indica
(Tabelas 2.5 e 2.10). Finalmente, ¢ importante mencionar que, na estimativa das concentragdes
letais para adultos o coeficiente angular (CA) foi de 0,66 para A. fraterculus e 0,67 para C.
capitata (Tabela 2.5), enquanto para a fase imatura os valores de CA foram 4,35 e 3,19,
respectivamente (Tabela 2.10). Quando o valor do CA ¢ maior significa que a populagdo
responde mais rapidamente ao aumento de determinado estimulo (ROBERTSON; PREISLER,

1992), no caso, ao aumento da concentracao de extrato, justificando a inversao da suscetibilidade
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quando consideradas as CLsy € CLyy das fases adulta e imatura de ambas as espécies. Em estudos
com resisténcia a inseticidas, valores de CA altos (>2,0) refletem a homogeneidade dessas
populacdes em relacdo a resposta das mesmas ao inseticida enquanto CA < 2,0 indica
heterogeneidade de resposta (AHMAD et al., 2002). Nesse trabalho, as espécies em estudo
possuem a mesma origem, independentemente do estdgio de desenvolvimento e, aparentemente,
constata-se maior homogeneidade de resposta para a fase imatura (CA = 4,35 e 3,19 para 4.
fraterculus e C. capitata, respectivamente) do que para a adulta (CA = 0,66 e 0,67 para 4.
fraterculus e C. capitata respectivamente). Diversas hipdteses podem ser levantadas para
justificar as diferencas nas respostas, tais como: maior suscetibilidade dos imaturos, maior efeito
dos extratos por contato do que por ingestdo, metodologia de exposicdo dos insetos ao extrato

muito diferente, entre outras.

2.2.2.7 Avaliacao da atividade inseticida de derivados do nim em relacio a imaturos de

Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata

O efeito inseticida foi constatado quando larvas em transito de moscas-das-frutas foram
acondicionadas em recipientes com areia pulverizada com extratos vegetais ou 6leo de améndoas
(Tabelas 2.11 e 2.12). O contato com os compostos do nim causou efeito altamente significativo,
tanto para 4. fraterculus (F' = 52,86; p <0,0001) como para C. capitata (F = 112,49; p <0,0001).

As larvas em contato com a torta de nim estavam no final do terceiro instar, fase que, na
natureza, ¢ caracterizada pela auséncia de alimentacao e saida da larva do fruto. A mortalidade da
fase de larva de A4. fraterculus em contato com o substrato pupal tratado foi insignificante (F =
1,14; p < 0,3306); a imobilizacdo e empupacdo ndo foram afetadas, pois as larvas mantiveram o
mesmo padrao de desenvolvimento, ja que praticamente todos os insetos avaliados conseguiram
realizar a ecdise para a fase de pupa (Tabela 2.11).

Na fase de pupa a visualizacao do efeito imediato ¢ mascarado, devido a pupa se encontrar
oculta num invélucro protetor denominado pupario. Consequentemente, o efeito ¢ analisado de
acordo com a emergéncia de adultos (mortalidade pupal), tendo sido verificado que ndo ocorreu
qualquer alteracdo morfoldgica no pupario, como por exemplo, mudanga de coloracdo ou
deformacdes. Com base nos dados obtidos, verifica-se efeito altamente significativo de alguns

dos tratamentos sobre a mosca sul-americana (F = 50,57; p < 0,0001), sendo que os extratos em
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diclorometano de ramos e de améndoas causaram 96,88 ¢ 84,14 % de mortalidade,
respectivamente. Considerando a mortalidade da fase de larva mais pupa (mortalidade total), os
extratos de ramos e de améndoas, ambos em solvente diclorometano, causaram 98,13 e 86,01 %
de mortalidade total, diferindo dos demais tratamentos (Tabela 2.11).

Em menor escala, diferindo dos extratos com maior efeito e também do restante dos
tratamentos, com excecao do extrato de folhas em diclorometano, o extrato de améndoas em
metanol provocou 51,25 % de mortalidade na fase de pupa; quando somadas as duas fases (larva
e pupa) a mortalidade ocasionada foi de 51,88 % (Tabela 2.11). Os demais derivados causaram
mortalidade semelhante aos controles (agua e acetona a 5 %).

A razdo sexual dos adultos de A. fraterculus diferiu entre os tratamentos com os derivados
de A. indica (F = 3,58; p < 0,0001) (Tabela 2.11). O extrato de améndoas em diclorometano
causou redu¢do no nimero de fémeas emergidas (razdo sexual = 0,25), diferindo dos controles,
agua deionizada (razao sexual = 0,50) e acetona a 5 % (razdo sexual = 0,51). O menor indice de
razdo sexual quando se aplicou o extrato da améndoa em diclorometano, possivelmente foi
influenciado pela alta mortalidade ocasionada pelo proprio (86,01 %). O niimero de insetos
emergidos foi 23, dos quais 15 machos e oito fémeas. Em algumas repeticdes ndo houve
emergéncia, em outras emergiram apenas machos. O maior efeito constatado sobre as fémeas ¢é
interessante para o manejo da praga em campo, uma vez que a fémea possui maior
responsabilidade em rela¢do aos danos causados por essa espécie.

A imobilizagdo e empupacdo da fase de larva de C. capitata em contato com o substrato
pupal tratado ndo foi afetada, atingindo a fase de pupa normalmente (Tabela 2.12). A fase larval
de moscamed e também da mosca sul-americana ficou exposta ao derivado de nim por no
maximo 48 h antes da transformacdo para a fase de pupa propriamente dita. Provavelvemente, o
tempo de exposicdo nao tenha sido suficiente para provocar efeito nessa fase, pois, algum efeito
era esperado, ja& que em Diptera, os processos de imobilizagdo e pupacdo sdo induzidos pelo
hormonio da muda (ecdisona) associado a distintos fatores neurormonais de natureza peptidica
(GILBERT, 1989) e a interferéncia da azadiractina no sistema neuroendocrino dos insetos € o seu
principal sitio de agdo (SCHUMUTTERER, 1990; MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL, 1993;
MORDUE (LUNTZ); MORGAN; NISBET, 2005). O tratamento com azadiractina altera os
teores de ecdisona e de outros hormonios ecdisterdides na hemolinfa, possivelmente por interferir

na sintese e liberagdo do hormdnio protoracicotrépico (PTTH) do corpo alado, o que resulta na
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redugdo de sua sintese pelas células neurossecretoras do cérebro, por efeito de feedback (veja
MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL, 1993; REMBOLD, 1995).

Nos extratos com maior efeito deletério sobre os imaturos de moscamed, todas as 200
larvas inoculadas na areia tratada atingiram a fase de pupa. Apenas trés insetos emergiram no
tratamento com o extrato de améndoas em diclorometano (98,50 % de mortalidade) e nenhuma
mosca sobreviveu ao tratamento com o extrato de améndoas em metanol (100 % de mortalidade).
Os dois tratamentos diferiram significativamente dos controles e dos demais tratamentos (Tabela
2.12).

O extrato de ramos em diclorometano causou 0,50 % de mortalidade sobre larvas e 43,00
% de mortalidade sobre pupas, perfazendo um total de 43,50 % de mortalidade sobre C. capitata,
diferindo dos extratos que ocasionaram maior mortalidade e também dos demais tratamentos. O
6leo de nim e os extratos aquosos das diferentes estruturas, assim como os outros seis extratos
organicos (améndoa em solvente hexano; ramos em metanol e hexano; e folhas em metanol,
diclorometano e hexano) ndo causaram efeito significativo sobre a fase de larva em transito, a
apolise larval-pupal e a posterior emergéncia dos adultos da moscamed (Tabela 2.12).

Os adultos da moscamed emergidos, oriundos de larvas em transito e ou pupas em contato
com compostos do nim, apresentaram razdo sexual semelhante, variando de 0,44 (6leo de
améndoas) a 0,53 (controles: 4gua deionizada e acetona a 5 %) (Tabela 2.12).

O efeito regulador do crescimento ¢ caracterizado por atraso no desenvolvimento,
malformagdes e mortalidade (MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL, 1993). Os insetos que
sobrevivem ao tratamento com azadiractina apresentam anomalias, que em geral se manifestam
como deformidades nos apéndices (MARTINEZ, 2002).

Adultos de moscas-das-frutas emergidos de larva-pupa expostas a areia tratada com
derivados do nim apresentaram mortalidade acentuada em alguns tratamentos (Tabelas 2.11 e
2.12). Além disso, em alguns casos houve alta incidéncia de adultos defeituosos, onde os insetos
emergidos ndo apresentavam os apéndices (asas) desenvolvidos (Tabela 2.13). Em ensaio com a
mosca sul-americana registrou-se a emergéncia de adultos defeituosos, cuja principal
caracteristica foi o ndo desenvolvimento das asas, sendo que, em alguns casos, o inseto conseguiu

estender apenas um apéndice enquanto o outro estava atrofiado.



Tabela 2.11 - Mortalidade e razdo sexual (+ EP) de imaturos de Anastrepha fraterculus expostos a derivados de diferentes estruturas de
Azadirachta indica em laboratério (Temp.: 25,00 + 2,00°C; UR: 60 + 10 %; fotofase: 14 h)

Azadiractina Mortalidade (%)
Extratos N° insetos Razio sexual’
(ppm) Larval Pupal' Total'
Controle (dgua deionizada) - 200 0,00 £ 0,00 2454 £2,00 cd 2454+£200 cd 050=+£0,05 a
Controle (acetona a 5 %) - 200 0,00 £+ 0,00 30,63 +£2,40 cd 30,63 +2,40 c¢d 0,51+0,04 a
Agua 31,8652 200 0,00 £ 0,00 20,63 +3,71 d 20,63 +3,71 d 0,46 £ 0,05 ab
Améndoas Metanol 78,9497 200 0,63 + 0,63 51,25+430 b 51,88+4,62 b 0,45 +0,06 ab
Diclorometano 46,8422 200 1,88 +0,91 84,14 +£4,774 a 86,01 £4,86 a 0,25+0,06 b
Hexano 4,4582 200 0,63 +£0,63 17,00 +3,29 d 17,63 £3,01 d 0,54+0,04 a
Agua 0,0039 200 1,88 +0,91 26,88 +2,82 cd 28,75+295 cd 0,48+0,05 ab
Ramos Metanol 0,0078 200 0,00 £ 0,00 23,13+2,49 d 23,13+249 d 0,61 £0,04 a
Diclorometano - 200 1,25+0,82 96,88 + 1,32 a 98,13+1,32 a -
Hexano 0,0065 200 0,00+ 0,00 2731 £2,69 cd 2731+£2,69 c¢d 0,49+0,04 a
Agua 0,0052 200 0,63 +£0,63 25,00 +2,83 cd 25,63 +258 cd 0,52+0,06 a
Folhas Metanol 0,0078 200 1,25+1,25 18,63 £2,83 d 19,88 +2,88 d 0,65+0,04 a
Diclorometano - 200 0,63 £0,63 40,00 £ 1,64 bce 40,63 +1,48 bc 0,60£0,04 a
Hexano 0,0104 200 0,63 + 0,63 25,16 £ 6,75 cd 25,79+6,58 cd 0,50+£0,06 a
Oleo de améndoas 6,0841 200 0,00 + 0,00 21,13 +325 d 21,13 +325 d 0,50+0,04 a
F (tratamentos) 1,14™ 50,57%* 52,54%* 3,58%%
Coeficiente de variagdo - CV (%) 16,64 26,98 26,40 26,98

N ~ . . . . o o
> Nio significativo; ** Significativo

' Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

Y0l



Tabela 2.12 - Mortalidade e razdo sexual (= EP) de imaturos de Ceratitis capitata expostos a derivados de diferentes estruturas de
Azadirachta indica em laboratério (Temp.: 25,00 + 2,00°C; UR: 60 £ 10 %; fotofase: 14 h)

Azadiractina Mortalidade (%)
Extratos N° insetos Razio sexual’
(ppm) Larval Pupal’ Total’
Controle (4gua deionizada) - 200 1,50 £ 0,76 11,50 £2,48 de 13,00£2,91 d 0,53 +£0,04
Controle (acetona a 5 %) - 200 2,50 £ 1,54 17,50 £4,61 cde 20,00 £ 5,00 cd 0,53 £ 0,06
Agua 22,9670 200 0,00 + 0,00 14,50 £ 1,74 cde 14,50+ 1,74 cd 0,53 £ 0,02
Améndoa Metanol 56,9034 200 0,00 = 0,00 98,50 £1,50 a 98,50 £1,50 a -
Diclorometano 33,7617 200 0,00+0,00 100,00+0,00 a 100,00 £ 0,00 a -
Hexano 3,2133 200 1,50 £ 0,76 12,00 £ 2,26 de 13,50 +2,11 cd 0,46 0,03
Agua 0,0028 200 0,00 £+ 0,00 10,00 +2.47 ¢ 10,00+2,47 d 0,52 +0,02
Ramo Metanol 0,0056 200 0,00 + 0,00 12,50 £ 2,50 de 12,50 £2,50 d 0,50 + 0,03
Diclorometano - 200 0,50+ 0,50 43,00+ 2,81 b 43,50+2,89 b 0,51 +0,05
Hexano 0,0047 200 1,50+ 1,07 11,00 £2,33 de 12,50 +£2,81 d 0,49+ 0,03
Agua 0,0038 200 0,00 = 0,00 15,00 + 1,49 cde 15,00+ 1,49 cd 0,49 + 0,04
Folha Metanol 0,0056 200 0,50 + 0,50 10,00 £2,36 ¢ 10,50 £2,17 d 0,48 + 0,04
Diclorometano - 200 1,00 £ 0,67 26,00+ 3,71 ¢ 27,00+ 3,89 ¢ 0,47 £ 0,05
Hexano 0,0075 200 1,00 = 0,67 14,00 £ 2,96 cde 15,00+2,79 cd 0,49 + 0,06
Oleo de améndoas 4,3851 200 0,00 + 0,00 23,50+ 4,22 cd 23,50+4,22 cd 0,44 + 0,04
F (tratamentos) 1,56 122,55%* 112,49%%* 0,56
Coeficiente de variagdo - CV (%) 18,84 22,74 26,56 37,44

NSn1m~ .- . T - .
Nao significativo; **Significativo

"Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

*Dados originais na tabela; para analise estatistica os dados foram transformados por log X"

SOI1
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Na tabela 2.13, estdo expostas as porcentagens de adultos normais em relagao ao total de
adultos emergidos. No caso de A. fraterculus, o extrato de ramos em diclorometano ndo foi
considerado, pois apenas trés insetos emergiram, dos quais dois eram defeituosos. Os extratos de
folhas em diclorometano, de améndoas em metanol e de améndoas em diclometano foram os que
provocaram menor emergéncia de adultos normais, ndo diferindo entre si, sendo que destes,
somente o extrato de améndoas em diclometano diferiu dos dois controles (dgua deionizada e
acetona a 5 %). Nesse tratamento, das 20 larvas iniciais, apenas 2,88 adultos, em média,
emergiram, dos quais 47,83 % eram normais (Tabela 2.13). Em meio natural os insetos
defeituosos (52,17 %) dificilmente conseguiriam se alimentar, sobreviver e se dispersar, e
provavelmente seriam predados poucas horas apos a emergéncia. Outro aspecto importante ¢ que
a probalidade de esses insetos copularem ¢ bastante reduzida, ja4 que os insetos dessa espécie
possuem a capacidade de selecionar seus parceiros.

Ja para C. capitata nao foi constato efeito significativo, ou seja, nos tratamentos com
derivados do nim houve pouca emergéncia de insetos defeituosos. Nessa espécie, a porcentagem
de adultos normais em relagdo ao total de adultos emergidos variou de 95,53 a 100 % (Tabela
2.13). O tratamento com o extrato de améndoas em metanol resultou em apenas trés insetos
emergidos, dos quais duas moscas ndo apresentaram apéndices desenvolvidos; os dados
referentes a esse tratamento foram desconsiderados por que apenas em duas repeti¢des houve
emergéncia. Em trabalho desenvolvido por Silva et al. (2007) também ndo houve registro
significativo de insetos defeituosos quando a fase de larva-pupa dessa espécie foi submetida ao
contato com a torta de nim. Posteriormente, Silva et al. (2008) demonstraram que a exposi¢do de
larva-pupa a areia tratada com o6leo de nim (em concentragdes até¢ 43,2 ppm de azadiractina e
36,9 ppm de 3-tigloylazadirachtol) ndo afetaram a capacidade de vdo dos adultos de C. capitata
emergidos do substrato tratado. No entanto, Stefeens e Schumutter (1983) registraram uma
reducdo na habilidade de voo da moscamed quando larvas foram alimentadas com dieta contendo
extrato metandlico de améndoas de nim.

O extrato de améndoas em diclorometano, extrato de améndoas em metanol e o extrato de
ramos em diclorometano foram os que provocaram maior efeito como regulador de crescimento
de moscas-das-frutas (Tabela 2.11 e 2.12). Entre as duas espécies a suscetibilidade aos trés
extratos variou, sendo que para mosca sul-americana os extratos em diclorometano (ramos e

améndoas) foram os mais eficientes, seguido do extrato de améndoas em metanol. J4 para a
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moscamed, o efeito foi mais pronunciado quando se utilizaram as améndoas de A. indica, nos
solventes diclorometano e metanol, enquanto o extrato de ramos em diclorometano foi o que

causou a menor mortalidade nessa espécie.

Tabela 2.13 - Adultos normais emergidos (= EP) de imaturos de Anastrepha fraterculus e
Ceratitis capitata expostos a derivados de diferentes estruturas de Azadirachta
indica em laboratorio (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 + 10 %; fotofase: 14 h)

Anastrepha fraterculus (adultos) Ceratitis capitata (adultos)

Extratos
Emergidos Normais (%)'~ Emergidos Normais (%)
Controle (4gua deionizada) 15,00 + 0,42 94,17 +2,50 a 17,40 + 0,58 100,00 + 0,00
Controle (acetona a 5 %) 13,88 +£0,48 88,29+ 3,44 abc 16,00+ 0,88 99,33 £ 0,67
Agua 15,88 £0,74 96,85+ 1,20 a 17,10 £ 0,35 100,00 £ 0,00
Ameéndoas Metanol 9,63 £0,92 64,94+ 741 cd 0,30+ 0,30 -
Diclorometano 2,88 £0,97 47,83 +16,91d 0,00 £ 0,00 -
Hexano 16,38 + 0,63 94,66 +2,26 a 17,30 £ 0,42 97,60 + 1,32
Agua 14,25 £ 0,59 91,23 +1,69 abc 18,00+ 0,49 100,00 £ 0,00
Ramos Metanol 15,38+ 0,50 9593+221 a 17,50 + 0,50 100,00 + 0,00
Diclorometano 0,38 £0,26 - 11,30 £ 0,58 97,27 £ 1,94
Hexano 14,63 £ 0,56 96,58+ 1,79 a 17,50 £ 0,56 98,62 + 0,92
Agua 14,88 +£0,52 90,76 £ 5,42 abc 17,00+ 0,30 99,41 + 0,59
Folhas Metanol 16,25 £ 0,70 93,084+2,89 ab 17,90+0,43 97,67 + 1,34
Diclorometano 11,88 +0,30 73,68 £3,72 bed 14,60+ 0,78 95,53 £ 1,86
Hexano 14,75+ 1,32 84,75 +4,60 abc 17,00+ 0,56 100,00 + 0,00
Oleo de améndoas 15,88 + 0,67 9291 +2,30 ab 15,30 + 0,84 97,01 +1,27
F (tratamentos) 7,48%* 2,06™°
Coeficiente de variagdo - CV (%) 25,42 3,33

NSNio significativo; **Significativo

'Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)
*Dados originais na tabela; para analise estatistica os dados foram transformados por (x + 0,5)

As améndoas sdo ricas em azadiractina, principal composto do nim com atividade inseticida
como regulador de crescimento de insetos (SCHUMUTTERER, 1990; MORDUE (LUNTZ);
BLACKWELL, 1993; MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000; MORGAN, 2009). O efeito
provocado pelo extrato de améndoas em metanol, principalmente em relagao a C. capitata (98,5
% de mortalidade), possivelmente foi condicionado pela quantidade de azadiractina nesse extrato.

Entre os subprodutos do nim em avaliagdo, esse extrato possuia o maior conteiido de azadiractina
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(Tabela 2.3) e no ensaio com a moscamed a concentracao de azadiractina nesse tratamento foi de
56,90 ppm, valor bem superior a encontrada nos demais tratamentos (Tabela 2.12).

O extrato de améndoas em diclorometano foi o tnico que causou mortalidade drastica nas
duas espécies de tefritideos (Tabela 2.11 e 2.12), o que provavelmente de deveu a unido entre a
estrutura ¢ o solvente adequado para extragdo dos compostos com atividade inseticida. A
diferenca de polaridade entre os dois solventes, diclorometano e metanol, poderia explicar uma
maior predominancia do primeiro quando analisado o efeito sobre as duas espécies.

O solvente metanol ¢ altamente polar, o que propicia a extragdo de compostos
relacionados, como, por exemplo, a azadiractina, substincia extraida com maior eficiéncia por
esse solvente no presente trabalho (Tabela 2.3). Contudo, em fun¢do da sua polaridade, esse
solvente pode ter extraido muitas substancias polares inativas para o inseto, como agucares,
taninos e outras, levando a dilui¢do das substancias ativas no extrato. Por outro lado, como o
diclorometano ¢ um solvente de menor polaridade (polaridade intermediaria), impediria a
extracdo de substdncias inativas. Além disso, provavelmente as caracteristicas polares do
diclorometano propiciam a extracdo de um maior numero de limonoides com atividade inseticida
sobre insetos.

O efeito inseticida do extrato depende da polaridade do solvente para extragdo dos
compostos e da estrutura da planta. Nesse trabalho, o extrato de ramos em diclorometano, o qual
ndo foi detetectado a presenga de azadiractina, causou mortalidade sobre A. fraterculus superior
aos demais tratamentos, apenas nao diferindo do extrato de améndoas em diclorometano (Tabela
2.11). Contudo, para os ramos, foram registradas quantidades infimas de azadiractina nos outros
solventes (agua, metanol e hexano) (Tabela 2.3). Assim, o efeito inseticida demonstrado
possivelmente tenha sido devido a ag@o de outros limondides presentes nos ramos dessa planta.
Diferencas de efeito devido ao solvente e a estrutura da planta também foram demonstrados por
Roel (1998), que estudou o efeito de diferentes concentragdes dos extratos organicos (acetonico e
metanolico) de ramos e folhas de Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) na mortalidade larval de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) e constatou que, no que se refere aos ramos, os dois extratos
foram igualmente ativos, enquanto que, em relagdo as folhas, o extrato acetonico apresentou
maior atividade que o metandlico.

Recentemente, pesquisas envolvendo melidceas (Rutales: Meliaceae) t€ém demonstrado

maior eficiéncia de extratos em diclorometano e em cloroférmio (solventes compativeis em
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termos de polaridade) sobre diferentes espécies de insetos. Rocha (2004), testando o extrato em
hexano, em diclorometano e em metanol dos frutos de 7. pallida em ensaio por ingestao com
lagartas de primeiro instar de S. frugiperda na concentra¢dao de 1000 ppm, também constatou que
o extrato em diclorometano provocou mortalidade de 84 % e foi entdo submetido a sucessivos
fracionamentos cromatograficos resultando no isolamento e identificacdo de trés limondides.
Cunha et al. (2005), mesmo ndo encontrando diferenca entre extratos hexanicos,
diclorometanicos e metanolicos de folhas de 7. pallida em relacdo a mortalidade de lagartas de
Tuta absoluta (Meyrick), aos 3 e 6 dias apds infestagdo, constataram uma tendéncia de maior
mortalidade com o extrato em diclorometano que ocasionou mortalidade de 17,1 % no sexto dia.
No entanto, mesmo ndo tendo ocorrido diferenga significativa entre os extratos em relacdo a
mortalidade, observou-se que o peso de lagartas alimentadas em foliolos tratados com o extrato
em diclorometano foi significativamente menor que o peso de lagartas expostas ao extrato em
hexano e aos controles dgua e acetona. De maneira similar ao observado com 7. pallida, o extrato
em diclorometano de folhas de 7. pallens apresentou-se mais promissor como fonte de
substancias com atividade sobre 7. absoluta que os extratos em hexano e em metanol (CUNHA

et al., 20006).
2.3 Conclusoes

v" As CLs, do extrato aquoso de améndoas de nim estimadas para adultos de A. fraterculus e
de C. capitata sao 7.522 e 1.368 ppm, respectivamente;

v' Extratos aquosos e organicos de améndoas, de ramos e de folhas de nim e o 6leo de
améndoas dessa planta, aplicados em forma de isca em plantas de citros, ndo causam
efeito toxico sobre 4. fraterculus e sobre C. capitata, em concentragdes de até 7.522 e
1.368 ppm, respectivamente;

v As CLs do extrato aquoso de améndoas estimadas para imaturos de 4. fraterculus e de C.
capitata sao 13.028 e 9.390 ppm, respectivamente;

v' Extratos em diclorometano de améndoas ¢ de ramos, em concentragdo a partir de 13.028
ppm, afetam a sobrevivéncia da fase imatura de 4. fraterculus, o mesmo ocorrendo com a
fase imatura de C. capitata quando sujeita aos extratos de améndoas em metanol e em

diclorometano em concentragdo a partir de 9.390 ppm.
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v A 4gua propicia maior rendimento de extragdo de substincias quimicas do nim do que os
solventes organicos.

v A azadiractina é encontrada em maior quantidade nas améndoas do que nas folhas e nos
ramos de 4. indica.

v O solvente metanol apresentou maior capacidade de extragio de azadiractina.
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3 EFEITO DE CONCENTRACOES SUBLETAIS DE EXTRATOS DE NIM SOBRE A
REPRODUCAO E A LONGEVIDADE DA MOSCAMED, CERATITIS CAPITATA
(DIPTERA: TEPHRITIDAE)

Resumo

As concentragdes subletais (CL;s, CL3p e CL4s) do extrato aquoso de améndoas de
Azadirachta indica A. Juss. foram estimadas para adultos de Ceratitis capitata (Wied.) por meio
de aplicacdo de isca (extrato + mel) em plantas de limdo ‘Cravo’. Posteriormente, avaliou-se o
efeito de diferentes extratos nessas concentragdes subletais (39, 225 e 888 ppm) sobre a
longevidade, a fecundidade e a fertilidade no 1°, 4°, 8° e 12° dia de oviposi¢ao. Para isso, foram
utilizadas gaiolas de pléstico onde foi fixado um algodao inserido em um tubo plastico contendo
12,5 ml de um dos extratos (extrato aquoso de améndoas , extrato das folhas em metanol e extrato
de ramos em diclorometano). Como controles foram utilizadas 4gua deionizada e acetona a 5 %.
Em cada gaiola foram liberados dois casais e fornecida dieta artificial (proteina hidrolisada +
acucar). As concentracdes subletais foram estimadas através de regressao probitica pelo
programa SAS 9.1. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeti¢des, sob condi¢cdes controladas de temperatura (25 + 2°C), umidade (60 + 10 %) e
fotofase (14 h). Nessas concentragdes subletais, nenhum dos tratamentos afetou a longevidade de
machos e fémeas e o periodo de pré-oviposicao. Houve reducdo da fecundidade total e da
fertilidade no 8° dia quando os insetos foram alimentados com extrato de ramos em
diclorometano a 888 ppm.

Palvras-chave: Azadirachta indica; Azadiractina;, Concentracdes subletais; Moscas-das-frutas;
Efeito fisiologico; Reproducao

Abstract

The sublethal concentrations (LC;s, LCsy and LCys) of aqueous extract from seed kernels of
Azadirachta indica A. Juss for Ceratitis capitata (Wied.) adults were estimated applying bait
(extract + honey) on ‘Cravo’ lemon seedlings. Subsequentely, the effect of different extracts in
these sublethal concentrations (39, 225 e 888 ppm, respectively) about the longevity, fecundity
and the fertility on the 1%, 4™, 8" and the 12" days of oviposition was evaluated. For that, it was
used plastic cages where it was fixed a cotton wick which was in contact with a plastic vial with
12.5 ml of the extracts (seed kernel aqueous extract, leaf extract in methanol and branch extract
in dichloromethane). Water or 5 % acetone were used as controls. Two couples were released in
each cage and an artificial diet (hydrolyzed yeast + sugar) was offered ad /ibitum. The sublethal
concentrations were estimated by probit regression analyses using the SAS 9.1 software. The
experiment was completely randomized with four replicates per treatment and was conducted
under environmental controlled conditions (25 + 2°C, 60 + 10 % RH and 14 h photophase). At
these sublethal concentrations, the longevity of males and females and the pre-oviposition period
were not significantly affected. The total fecundity was reduced significantly and the fertility
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decreased on the 8" day when the insects were fed with branch extract in dichloromethane at 888
ppm.
Keywords: Azadirachta indica; Azadirachtin, Sublethal concentrations; Fruit fly; Physiologic

effects; Reproduction

3.1 Introduc¢ao

A avidez das moscas-das-frutas por alimento, logo apds a emergéncia, tem permitido o
emprego de iscas tdxicas para o seu manejo nos pomares brasileiros ha pelo menos meio século,
com base, principalmente, no trabalho de Puzzi e Orlando (1957). Essa técnica consiste em
utilizar um atrativo e estimulante alimentar associado a um inseticida, geralmente um
organofosforado, que propicia alta mortalidade em curto espago de tempo.

Recentemente foram relatados alguns efeitos negativos do nim (Azadirachta indica A. Juss)
sobre moscas-das-frutas (DI ILIO et al., 1999; SINGH, 2003). Isso levou a se cogitar da
utilizacdo de subprodutos do nim no controle desse grupo de pragas, substituindo os inseticidas
sintéticos na composi¢do da isca toxica (NAKANO; ROMANO, 2002; ALVARENGA;
GIUSTOLIN; QUERINO, 2006). A arvore de nim tem sido muito investigada quanto as suas
propriedades e quanto ao seu potencial como inseticida, visto que seus derivados tém se revelado
tdo potentes quanto os inseticidas comerciais (SCHMUTTERER, 1990; MARTINEZ, 2002). Sua
eficacia esta diretamente relacionada ao conteudo de azadiractina, principal composto
responsavel pela acdo inseticida (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000; SENTHIL NATHAN et
al., 2005).

Em termos gerais, a selecdo de plantas com atividade inseticida ¢ baseada quase que
exclusivamente nos efeitos letais. Todavia, deve-se considerar que nem sempre a mortalidade do
inseto deve ser o objetivo principal, pois exige maior dose e, consequentemente, maior
quantidade de matéria-prima vegetal. Por outro lado, o objetivo principal deve ser reduzir e ou
impedir o crescimento populacional da praga, seja por efeitos fisioldgicos (como por exemplo, a
esterilizagdo), alteragdes no comportamento sexual, ou outros fatores correlacionados.

O tratamento com azadiractina afeta os insetos de diferentes modos, resultando, em muitos
casos, em sobreviventes com baixo vigor e com distirbios comportamentais, como reduzida
habilidade de se alimentar, de se locomover e de copular (SCHMUTTERER, 1990; MARTINEZ,

2002). De forma generalizada, os efeitos fisiologicos da azadiractina sobre insetos sdo bastante
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consistentes (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000) e estao associados a regulagdo do
crescimento (MORDUE (LUNTZ) et al., 1998), a interferéncia na reproducao (reduzindo a
quantidade de proteina dos ovarios e a sintese de vitelogénese, causando a inibi¢do da oogénese e
a sintese de ecdisterdéides no ovario) (REMBOLD; SIEBER, 1981ab; SIEBER; REMBOLD,
1983; SCHULZ; SCHLUTER, 1984; DORN; RADEMACHER; SEHN, 1987; FEDER et al.,
1988; TANZUBIL; McCAFFERY, 1990; GARCIA; GONZALES; AZAMBUIJA, 1991; RAO et
al., 1996), a toxicidade sobre células epiteliais do intestino (NOGUEIRA et al., 1997), sobre
glandulas produtoras de hormonios (SAYAH, 2002) e sobre tecidos reprodutivos (SAYAH et al.,
1996). Além disso, o efeito sobre o metabolismo de proteinas (HUANG et al., 2004, HUANG et
al., 2007) e sobre a sintese de enzimas (LOWERY; SMIRLE, 2000; SENTHIL NATHAN et al.,
2006) também ja foi constatado.

As moscas-das-frutas apresentam atividade de sintese protéica associada a reprodugdo
(vitelogénese) intensa na fase adulta, culminando com alteragdes significativas nos niveis
protéicos da hemolinfa, ja que as proteinas do vitelo sao produzidas, total ou parcialmente,
durante a fase adulta, seguida de maturacdo ovariana e do desenvolvimento dos odcitos (DA
CRUZ et al., 2000; CRESONI-PEREIRA; ZUCOLOTO, 2009). Essa estratégia reprodutiva do
inseto permite hipotetizar que concentracdes subletais de derivados do nim podem causar efeitos
fisiologicos drésticos sobre adultos de tefritideos.

Com base no exposto, objetivou-se estimar a toxicidade de extrato aquoso de améndoas de
nim na forma de isca sobre adultos da mosca-do-mediterraneo (moscamed), Ceratitis capitata
(Wied.), bem como avaliar o efeito das concentragdes subletais sobre a reprodugdo e a

longevidade da praga.

3.2 Desenvolvimento
3.2.1 Material e Métodos
3.2.1.1 Insetos

Os insetos estudados foram mantidos conforme metodologia adaptada de Carvalho e

Nascimento (2002) e Walder (2002) e descrita anteriormente (Capitulo 2, Item 2.2.1.1).
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3.2.1.2 Extratos

Os extratos utilizados foram obtidos conforme descrito no Capitulo 2, item 2.2.1.2. O
conteido de azadiractina dos extratos em estudo foi de 2.445,90 mg de azadiractina / kg de
extrato aquoso de améndoas, 0,60 mg de azadiractina / kg de extrato de folhas em metanol; para o
extrato de ramos em solvente diclorometano nao foi detectado a presenca de azadiractina.

A utiliza¢do de diferentes estruturas visou a extracdo de compostos diferentes na planta,
resultando em efeito diferente entre os extratos (aquoso de améndoas, metanolico de folhas e
diclorometanico de ramos). Outra variavel estudada foi a utilizagdo de solventes com diferentes

graus de polaridade (dgua e metanol, polares e diclorometano, com polaridade intermediaria).

3.2.1.3 Estimativa da CL;s, CL3y e CL4s de extrato aquoso de améndoas de nim para adultos

de Ceratitis capitata

A estimativa da toxicidade de extrato aquoso de améndoas (CL;s, CL3p e CLys) para C.

capitata foi realizada de acordo com o descrito no Capitulo 2, item 2.2.1.5.

3.2.1.4 Efeitos de concentracdes subletais de extrato aquoso de améndoas de nim sobre

adultos de Ceratitis capitata

Para avaliar o efeito das trés concentracdes subletais estimadas sobre a reprodugdo ¢ a
longevidade da praga, foram observados o periodo de pré-oviposicao (da emergéncia da fémea
até a primeira postura), a fecundidade diaria e total, a fertilidade e a longevidade. Para isso, foram
utilizadas gaiolas confeccionadas com copos plasticos, as quais tiveram suas tampas perfuradas
num diametro de 5,5 cm e cobertas com tecido voil para permitir a oviposi¢do (Figura 1). Na
lateral da gaiola, foi feito um corte para fixacdo de um rolo de algodao, o qual foi inserido dentro
de um copo plastico contendo 12,5 ml de um dos extratos ou de um dos controles (agua
deionizada ou acetona a 5 %), os quais foram levados, por capilaridade, até o interior das gaiolas,
onde puderam ser ingeridos pelos insetos. Esse copo plastico foi colocado dentro de um copo de
vidro maior envolto por um arame que fixou a gaiola. O copo plastico era retirado a cada sete

dias, higienizado e novamente acoplado a gaiola com seu respectivo tratamento. Na regido abaixo
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da tampa, foi colocada uma placa de Petri contendo 4gua deionizada para a coleta dos ovos.
Dentro das gaiolas foi colocado um recipiente plastico contendo dieta (proteina hidrolisada e
acucar na propor¢ao de 1:3) ad libitum, a qual era substituida a cada 14 dias. Na regido centro-
posterior da gaiola foi feito um furo para a liberagdo dos insetos, sendo posteriormente fechado
com algodado (Figura 1). Em cada gaiola, foram liberados dois casais, sendo a sobrevivéncia e o
numero de ovos avaliados diariamente. A fertilidade foi avaliada em ovos coletados no 1°, 4°, 8° ¢
12° dia de oviposi¢do. Os ovos coletados nesses dias foram isolados em placas de Petri sobre um
tecido preto para facilitar a sua visualizacdo, sendo que abaixo desse tecido preto foi colocado um
outro tecido umedecido (pano multiuso Alklin®). As placas foram mantidas em BOD a 25 + 1°C,

umidade relativa do ar de 60 £ 5 % e fotofase de 14 h.

Figura 3.1 - Gaiola para exposi¢cdo das moscas aos tratamentos. A) Detalhe da regido anterior,
evidenciando a tela de oviposicao e a fonte de dgua (tratamentos); B) Vista lateral,
monstrando a abertura para liberacdo dos insetos e a placa de Petri para coleta de
ovos; C) Vista lateral, com o detalhe do suporte para fixacao da gaiola
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 11 tratamentos, extrato
aquoso de améndoas, extrato de folhas em metanol e extrato de ramos em diclorometano nas trés
concentragdes estimadas no item 3.2.1.3 (CL;s, CL3 e CL4s do extrato aquoso de améndoas),
controle (4gua deionizada) e controle (acetona a 5 %, solvente para dilui¢do de extratos

organicos) e quatro repeticoes.
3.2.1.1 Analise estatistica

As CL;s, CL3p e CL4s foram estimadas através de regressdo probitica pelo programa SAS
9.1 (SAS INSTITUTE, 2003), sendo também obtidos o coeficiente angular ¢ o valor do qui-
quadrado (x’). O valor do qui-quadrado (y°) calculado pelo programa SAS 9.1 (SAS
INSTITUTE, 2003) foi comparado ao valor do y* pré-estabelecido em tabela. Quando o valor do
y* calculado foi igual ou menor do que o * tabelado, os dados do bioensaio foram considerados
adequados ao modelo de probit.

Os resultados de longevidade, foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, sob
esquema fatorial 2 x 11, sendo os fatores constituidos pelo sexo e pelos tratamentos. O periodo de
pré-oviposicao, fecundidade (diéria e total) e fertilidade foram analisados conforme a andlise de
variancia pelo teste F e quando detectada diferenga significativa, o teste de Tukey foi utilizado
para comparar as médias.

Os testes de Bartlett (BARTLETT, 1937) e Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) foram
aplicados para avaliar as pressuposicdes de homocedasticidade de variancias dos tratamentos e a
normalidade dos residuos, respectivamente. Na auséncia desses pressupostos, os dados foram
transformados pelo Método Poténcia Otima de Box-Cox (BOX; COX, 1964). Esse método de
transformacdo depende diretamente de um pardmetro A que ¢ o coeficiente de transformacdo dos
dados e indica o tipo de transformacdo necessaria. Nesse estudo, as analises foram realizadas

utilizando o programa SAS de computagao estatistica (SAS INSTITUTE, 2003).
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3.2.2 Resultados e discussao

3.2.2.1 Estimativa da CL;s, CL3) e CLy4s de extrato aquoso de améndoas de nim para adultos

de Ceratitis capitata

O valor de qui-quadrado (y°) calculado (0,88) na estimativa da toxicidade do extrato aquoso
de améndoas de nim para adultos de moscamed esteve dentro dos limites pré-estabelecidos, ou
seja, foi inferior ao valor de y tabelado (9,488) (Tabela 3.1), o que permite inferir que os dados
analisados adequaram-se ao modelo de probit (ROBERTSON; PREISLER, 1992).

As concentragdes estimadas para matar 15, 30 e 45 % da populacdo de C. capitata,
constituindo as CL;s, CL3y e CLys, foram, respectivamente, 38,68 ppm (0,0039 % de extrato
vegetal na isca), 225,19 ppm (0,0225 %) e 887,86 ppm (0,0888 %) (Tabela 3.1). A quantidade de
azadiractina do extrato aquoso de améndoas nessas concentragdes (39, 225 e 888 ppm)

correspondem a 0,10; 0,55 e 2,17 ppm de azadiractina (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Estimativa da toxicidade de extrato aquoso de améndoas de nim em relagdo a adultos
de Ceratitis capitata

| 5 5 3 . s Azadiractina
n X gl CA £ EP CL (95 % IC) ppm
(ppm)
CL 15 38,68 (0,13 —256,63) 0,10
250 0,88 4 0,67+ 0,18 CL 30 225,19 (5,03 - 912,38) 0,55
CL 45 887,86 (77,19 - 2765) 2,17

'n: numero de insetos testados; “y*: Valor do qui-quadrado calculado; °g.l.: graus de liberdade;

*CA: Coeficiente angular; *CL: Concentragio letal e seu intervalo de confianga (IC)

3.2.2.2 Efeitos de concentracoes subletais de extratos de nim sobre adultos de Ceratitis

capitata

Apesar da variabilidade entre os extratos (diferentes estruturas e diferentes solventes), ndo
houve efeito dos tratamentos em relagdo a longevidade dos adultos de C. capitata (F =2,13; p =
0,0340), independentemente do sexo (F = 0,23; p = 0,6301) e tampouco foi significativa a

interacdo entre os fatores extrato e sexo (¥ = 0,76; p = 0,6616). Considerando as médias dos
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diversos tratamentos, verifica-se que a longevidade dos machos variou de 14 a 30,38 dias,

enquanto nos controles os valores médios foram 25,38 dias em 4gua deionizada e 29,50 dias em

acetona a 5 %. Ja para longevidade das fémeas as médias variaram de 15,33 a 28,50 dias nos

tratamentos, sendo de 21,75 e 18,75 dias nos respectivos controles (agua deionizada e acetona a 5

%) (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Longevidade média (+ EP) de adultos de Ceratitis capitata expostos a dgua tratada

com extratos de diferentes estruturas de Azadirachta indica, em laboratorio (Temp.:

25+ 2°C; UR: 60 £ 10 %; fotofase: 14 h)

Azadiractina Longevidade (dias)
Tratamentos | > >
(ppm) & (min. — max.) Q (min. — max.)
Controle (4gua deionizada) 25,38 £5,48 (8 —65) 21,75 +2,84 (8 —-30)
Controle (acetona a 5 %) 29,50+ 4,63 (16 -55)  18,75+3,30 (2—-34)
39 ppm  0,09539 25,50 £7,27 (9-72) 28,50 £3,54 (15-36)

Extrato aquoso

225 ppm  0,55034 25,13 £5,38 (9-67) 25,50 £5,02 (14 —43)
de améndoas

888 ppm  2,17199 26,00 £ 7,84 (2-159) 22,50 +£2,07 (17-33)
Extrato de 39 ppm  0,00002 14,00 £ 5,26 (5 —40) 18,13 £3,32 (3-30)
folhas em 225ppm  0,00013 18,38 £2,96 (2 —28) 16,13+ 1,14 (6 —21)
metanol 888 ppm  0,00053 30,38+ 8,76 (14—-61) 19,13 +£2,66 (2-37)
Extrato de 39 ppm - 26,00+ 6,45 (12-58) 23,63 +4,81 (1—46)
ramos em 225 ppm - 15,13+ 1,11 (1-25) 18,25+ 3,22 (1-25)
diclorometano 888 ppm - 16,83 £ 0,51 (15-19) 15,33+ 1,25 (7-19)
F (tratamentos) 2,13M
F (sexo0) 0,23
F (tratamentos X sexo) 0,76"°
Coeficiente de variagdo - CV (%) 13,16

N> Nio significativo; 'Para o extrato de ramos em diclorometano nio foi detectada a presenca de
azadiractina; “Médias de dados originais; para analise estatistica os dados foram transformados
pelo Método da Poténcia Otima de Box-Cox com A =log( (x) antes da andlise fatorial
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Di ilio et al. (1999) registraram reducgdo da longevidade de C. capitata de forma dose-
dependente quando um extrato de améndoas de nim foi adicionado a dieta dos adultos. De outra
forma, a longevidade da progénie de moscamed oriunda de larvas e pupas submetidas ao contato
com areia tratada com extrato etandlico de sementes de nim nao foi afetada (STARK; VARGAS;
THALMAN, 1990). Outros trabalhos t€ém demonstrado efeito significativo de derivados do nim
sobre a longevidade de outras espécies de moscas-das-frutas, como Rhagoletis indifferens Curran
(VanRANDEN; ROITBERG, 1998), Bactrocera cucurbitae (Coquillet) e Bactrocera dorsalis
(Hendel) (KHAN; HOSSAIN; ISLAM, 2007).

O periodo de pré-oviposicao das fémeas de C. capitata nao foi afetado pelos extratos nas
suas diferentes concentragdes, com valores variando entre 3,0 (72 h) e 3,5 dias (84 h), enquanto
nos tratamentos controle (4gua deionizada e acetona a 5 %) os periodos médios foram 3,25 dias
(Tabela 3.3). Considerando os tratamentos com maior variabilidade (maior erro padrdo), o extrato
em metanol das folhas (39 ppm) e o extrato em diclorometano de ramos (39 ¢ 888 ppm),
observou-se que o periodo médio de pré-oviposicdo por fémea foi de 3,50 dias (84 h), com o
maximo nao excedendo a 96 h (4 dias) .

O efeito mais pronunciado dos extratos foi evidenciado quando foi avaliada a fecundidade
das fémeas, sendo que o tratamento com extrato em diclorometano de ramos na maior
concentracdo (888 ppm) afetou significativamente o numero de ovos colocados pela praga
(154,67 ovos/fémea), reduzindo em quase 80 % esse nimero quando comparado com os
registrados nos controles, 4gua deionizada e acetona a 5 % (661,13 e 678,63, respectivamente
(Tabela 3.3).

De forma inesperada, nos tratamentos com extrato aquoso de améndoas (39 e 225 ppm) e
com extrato de ramos em diclorometano (39 ppm), o nimero de ovos colocados por fémea foi
superior a 600 (Tabela 3.3). Justifica-se tamanha quantidade de ovos em conseqiiéncia de uma
tendéncia de maior longevidade das fémeas tratadas com os respectivos extratos, apesar de nao
ter sido constatada diferenca significativa. As moscas tratadas com o extrato aquoso de améndoas
de nim (39 ppm) sobreviveram em média 28,50 dias e na concentracdo imediatamente superior
(225 ppm) as moscas sobreviveram 25,50 dias; j& quando utilizou-se o extrato de ramos em
diclorometano (39 ppm) as moscas sobreviveram, em média, 23,63 dias (Tabela 3.3). Os trés
tratamentos tenderam a proporcionar uma longevidade média das fémeas superior em

comparag¢do a todos os outros tratamentos, inclusive os controles, dgua deionizada (21,75 dias) e
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acetona a 5 % (18,75 dias). Considerando que apenas duas fémeas foram utilizadas por repeti¢ao,
observa-se que nesses tratamentos (extrato aquoso de améndoas de nim (39 e 225 ppm) e extrato
de ramos em diclorometano (39 ppm) pelo menos uma fémea sobreviveu por 36; 43 e 46 dias,
respectivamente (Tabela 3.2), resultados numericamente superiores aos registrados nos demais
tratamentos incluindo os controles. As fémeas nesses tratamentos ao longo do experimento
sempre estiveram acompanhadas no minimo por um macho (Tabela 3.2), aumentando a
possibilidade de realizar varias copulas durante o ensaio.

Observando-se o ritmo de postura das fémeas nos diferentes tratamentos, nota-se, que nos
controles, 4gua deionizada e¢ acetona a 5 %, foram colocados em média 30,69 ¢ 31,92
ovos/fémea/dia respectivamente, ao passo que no tratamento com extrato de ramos em
diclorometano (888 ppm) o valor foi de 12,67 ovos/fémea/dia (Tabela 3.3), indicando que, nesse
ultimo tratamento, a fecundidade das moscas-das-frutas realmente foi afetada, reduzindo em
cerca de 60 % o numero de ovos colocados diariamente quando comparados aos controles.

Freqlientemente existem erros de interpretagdo na literatura com relagao aos parametros
longevidade versus fecundidade. Assim, DI ILIO et al. (1999) discutem que induziram a quase
completa esterilizacdo de C. capitata com o uso da concentragdo de 10.000 ppm (10ul/ml) de
extrato aquoso de nim na dieta das moscas. No entanto, tal interpretacdo foi equivocada, pois as
fémeas apresentaram longevidade de apenas quatro dias (inicio do periodo de oviposigdo) e,
desse modo, o que realmente aconteceu foi um efeito toxico nessa concentracdo € na
imediatamente inferior (5.000 ppm - 5ul/ml), na qual a longevidade foi de 9,4 dias. Para evitar
problemas desse tipo, ¢ recomendavel a utilizacao de concentragdes subletais para avaliar o efeito
de derivados do nim sobre os parametros reprodutivos.

Considerando-se, por outro lado, os valores extremos de fecundidade total, verifica-se que
nos tratamentos controles, 4gua deionizada e acetona a 5 %, os valores maximos foram 789,50 e
1.316,00 ovos e os valores minimos foram 515,50 e 377,00, respectivamente, enquanto no
tratamento com extrato de ramos em diclorometano na maior concentracdo registrou-se
fecundidade total méxima de 212,50 ovos e minima de 118,00 ovos. Considerando apenas a
fecundidade total minima de 377,00 (controle acetona a 5 %) e fecundidade total maxima de uma
fémea obtida nesse tratamento com extrato de ramos, houve reduc¢do de 43,63 % na oviposi¢ao da

fémea.



Tabela 3.3 - Médias (= EP) do periodo de pré-oviposi¢ao e fecundidade (ovos/fémea) de adultos de Ceratitis capitata expostos a adgua tratada
com extratos de diferentes estruturas de Azadirachta indica em laboratério (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 £ 10 %; fotofase: 14 h)

Azadiractina Periodo de pré- Fecundidade® Fecundidade diaria™
Tratamentos . ) . ) . .
(ppm) oviposicao (dias) (minimo — maximo) (minimo — maximo)
Controle (4gua deionizada) - 3,25+0,25 661,13 £56,39 a (515,50—789,50) 30,60+ 1,89 a (25,27 - 34,33)
Controle (acetona a 5 %) - 3,25+0,25 678,63 £215,58 a (377,00 - 1316,00) 31,92+ 3,70 a (25,13 -42,45)
39 ppm  0,09539 3,25+0,25 953,75+ 145,87 a (524,50 - 1177,00) 34,57+3,47 a (30,85-37,97)
Extrato aquoso de
and 225 ppm  0,55034 3,00+ 0,00 807,13 £243,37 a (312,50 - 1293,50) 28,72 £5,78 a (20,83 —40,42)
améndoas
888 ppm  2,17199 3,25+0,25 557,00 + 186,54 ab (245,00 - 1005,50) 23,26 +3,03 ab (14,11 —34,67)
39 ppm  0,00002 3,50 + 0,29 412,38 + 137,69 ab (257,00 — 825,00) 33,20+£4,71 a (17,69 —64,25)
Extrato de folhas
| 225 ppm  0,00013 3,25+0,25 405,75 +£32,09 ab (321,50 —471,00) 25,09+0,96 ab (17,86 —31,11)
em metano
888 ppm  0,00053 3,00+ 0,00 509,50 + 130,80 ab (287,00 — 806,00) 21,50 £4,50 ab (17,94 -36,64)
39 ppm - 3,50 +0,29 641,13 £ 157,25 a (196,50 — 927,00) 27,50 £5,78 ab (14,04 —26,88)
Extrato de ramos
_ 225 ppm - 3,25+0,25 408,38 +£ 56,65 ab (274,50 — 545,00) 18,00 £ 1,29 ab (18,30 —25,95)
em diclorometano
888 ppm - 3,50 + 0,29 154,67 £ 20,69 b (118,00 —212,50) 12,67+£0,85 b (7,87-17,71)
F (tratamentos) 0,54 3,53%% 3,30%%
Coeficiente de variagao - CV (%) 14,57 8,10 9,87

NSNao significativo; **Significativo

'Para o extrato de ramos em diclorometano nio foi detectada a presenca de azadiractina

*Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

*Médias de dados originais; para analise estatistica os dados foram transformados pelo Método da Poténcia Otima de Box-Cox com A = logjo

(x)

LTI
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Avaliando-se a fecundidade diaria, nota-se uma reducdao do numero de ovos colocados de
forma dose-dependente, embora, ndo necessariamente tenha ocorrido diferenca estatistica entre
médias. Assim, no tratamento com o extrato aquoso de améndoas (39 ppm), a oviposi¢cdo diaria
foi de 34,57 ovos/fémea, a qual foi reduzida em 32,72 % com aumento da concentragdo para 888
ppm. Da mesma forma, com o extrato em metanol das folhas houve redugdo de 35,24 % (de
33,20 para 21,50 ovos/fémea/dia) da menor (39 ppm) para a maior concentragao (888 ppm). De
forma mais drastica, com a utilizacao do extrato em diclorometano de ramos, houve reducao de
53,93 % dos ovos colocados com o aumento da concentracdo (de 39 para 888 ppm).

O efeito na fisiologia da fémea tratada com extrato de ramos em diclorometano (888 ppm)
foi estavel ao longo do tempo, ou seja, ndo ocorreram variagoes bruscas de fecundidade. O efeito
fisiologico parece ser quase irreversivel nessa espécie e os dados obtidos por DI ILIO et al.
(1999) reforcam essa hipotese, quando os autores ofereceram a fémeas de moscamed dieta tratada
com extrato aquoso de nim por 24 h e, apo6s esse periodo, colocaram as moscas em dieta nao
tratada e, ainda assim, houve reducdo superior a 90 % no numero de ovos. Efeito semelhante foi
demonstrado em fémeas de Rhagoletis indifferens Curran (VanRANDEN e ROITBERG, 1998).
A exposicao das fémeas a um inseticida a base de nim na dieta, por um periodo de 18, nove ou
cinco dias (iniciando logo apds a emergéncia) induziu a 100 % de esterilizagdo nas maiores
concentragdes (1 e 10 % do produto na dieta), mantendo o efeito quando as moscas foram
expostas apenas por dois dias nessas concentragdes (1 e 10 %), com redugdo na fecundidade em
75,4 e 64,4 %, respectivamente. Por outro lado, os autores demonstraram que a idade da mosca
exposta ao tratamento influencia na sua suscetibilidade, ja que quando as moscas com sete e nove
dias de idade foram expostas ao produto, por um periodo de dois e nove dias, respectivamente,
ndo houve efeito do produto na fecundidade dessa espécie. Os resultados demonstrados por
VanRanden e Roitberg (1998) suportam a hipétese que a aplicagdo, apds passadas as fases
iniciais do ciclo gonadotrdopico, provavelmente € ineficaz (REMBOLD; SIEBER, 1981a, b)

Além do efeito provocado na fecundidade do inseto, o extrato de ramos em diclorometano
também provocou redugdo na viabilidade dos ovos, embora na primeira avaliagdo, feita com ovos
do primeiro dia de oviposi¢ao, o efeito ndo tenha sido significativo (Tabela 3.4). No quarto dia de
oviposi¢do, por outro lado, o extrato de ramos em diclorometano (888 ppm) reduziu em 35,60
pontos percentuais (44,95 %) a fertilidade quando comparado com o controle acetona a 5 %,

ainda que a média desses dois tratamentos ndo tenham diferido significativamente, verificando-se
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que a média daquele tratamento diferiu apenas da registrada com o uso do extrato aquoso de
améndoas (888 ppm) (91,89 % de viabilidade) e do proprio extrato em diclorometano de ramos
em menor concentragdo (39 ppm) (92,40 % de viabilidade). Em hipotese, a alta viabilidade
constatada quando as moscas foram tratadas com o extrato aquoso de améndoas (888 ppm de
extrato — 2,17 ppm de azadiractina) pode ser explicada pela ocorréncia de fagodeterréncia. Dessa
forma, os adultos ndo ingeriram agua no algodao embebido e obtiveram substancias liquidas da
propria dieta (proteina hidrolisada e agicar na proporcao de 1:3), j4 que embora essa dieta seja
solida, com o decorrer do tempo ela acaba se liquefazendo. Em relagdo ao extrato em
diclorometano de ramos, a diferenca significativa entre a menor € a maior concentragdo
certamente foi devida a diferenca na concentragdo de compostos ativos.

No oitavo dia de oviposi¢do o efeito sobre a fertilidade foi significativo, sendo que o
tratamento que causou a maior reducdo de fertilidade foi o extrato de ramos em diclorometano
(888 ppm), no qual a fertilidade média (55,16 %) foi significativamente inferior as obtidas nos
demais tratamentos, com exce¢ao do mesmo extrato nas menores concentragoes (39 e 225 ppm,
com valores de 84,39 e 64,35 %, respectivamente) e do extrato aquoso de améndoas na
concentragdo de 888 ppm (73,24 %). Nos tratamentos que propiciaram maior fertilidade
(incluindo-se os controles), os valores variaram entre 86,49 ¢ 96,89 %. Assim como no primeiro
dia de oviposi¢ao, também no 12° dia também nao houve efeito significativo dos tratamentos.

Os resultados corroboram os relatos de Di Ilio et al. (1999) para C. capitata, cujas fémeas
expostas a dieta com extrato aquoso de sementes de nim, tiveram redu¢do da fecundidade. Salles
e Rech (1999), estudando o efeito de torta de nim dissolvida em agua e ingerida pelo adulto de
Anastrepha fraterculus (Wied.), notaram uma reduc¢ao significativa no nimero de ovos por fémea
e na eclosdo de larvas. Nakano e Romano (2002), em experimento onde o 6leo de nim foi exposto
a fémeas de moscamed na forma de isca toxica, associado ao mel, constataram que a azadiractina
a 30 ppm esterilizam as moscas dessa espécie, ou seja, as moscas nao colocaram ovos no periodo
avaliado.

A fecundidade e a fertilidade de Bactrocera cucurbitae (Coquillett) e Bactrocera dorsalis
(Hendel) também foram afetadas quando extratos aquosos de améndoas de nim e azadiractina
pura foram ministrados via ingestdo, como fonte de agua (SINGH, 2003). O autor demonstrou
que ocorreu redugdo significativa no numero de ovos colocados quando foi utilizado extrato

aquoso de améndoas de nim na concentragdo de 300 ppm (1,20 ppm de azadiractina) chegando
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até uma completa esterilizacdo na concentragao de 2.500 ppm (10 ppm de azadiractina), para
moscas de ambas as espécies com 10 dias de idade. Nas avaliagdes posteriores, onde as moscas
estavam com 15 e 20 dias de idade, houve reducdo no niimero de ovos colocados, porém em
menor intensidade. Utilizando azadiractina pura o autor constatou uma completa esterilizacdo na
concentragdo de 2 ppm nas trés datas avaliadas, quando as moscas atingiram 10, 15 e 20 dias de
idade. No presente trabalho, o extrato aquoso de améndoas na maior concentragao 888 ppm (2,17
ppm de azadiractina) ndo causou efeito significativo na fecundidade das moscas. Contudo, o
esforco amostral nesse ensaio foi maior e os dados abrangem todo o periodo reprodutivo do
inseto, sendo que em alguns tratamentos a fecundidade foi avaliada por 42 dias consecutivos.

Diferentemente, Stark, Vargas e Thalman (1990) nao registraram efeito significativo em
relagdo a fecundidade e a fertilidade de C. capitata e B. dorsalis, quando as larvas de 3° instar e
as pupas foram colocadas em areia tratada com azadiractina e os referidos parametros foram
avaliados nos adultos emergidos, embora para B. cucurbitae tenha ocorrido redugdo da
fecundidade nas maiores concentragdes de azadiractina.

Os resultados descritos anteriormente sugerem que os adultos de moscas-das-frutas sao
mais suscetiveis ao tratamento com derivados do nim (principalmente a azadiractina) quando
comparados com as larvas em transito (3° instar) e com as pupas, quando se analisam os
parametros fecundidade e fertilidade, o que provavelmente, seja devido a estratégia reprodutiva
utilizada pelas moscas-das-frutas.

Em moscas-das-frutas, a Unica inferéncia justificando a reducdo da fecundidade e da
fertilidade baseia-se na redu¢do do tamanho dos ovarios das fémeas. Observagdes histologicas
registram redu¢dao do tamanho dos ovarios de C. capitata, B. cucurbitae e B. dorsalis, apos a
moscamed se alimentar de dieta com extratos aquosos de améndoas (DI ILIO et al., 1999) e as
espécies de Bactrocera se alimentarem de solu¢do de agucar com p6 de folhas de nim (KHAN;
HOSSAIN; ISLAM, 2007). Os autores sugerem que as fémeas tratadas com derivados do nim
apresentam ovario imaturo quando comparado com o respectivo controle. Diferentemente, nas
trés espécies de moscas-das-frutas, as glandulas acessorias estavam com o tamanho semelhante
ao controle, indicando maturidade destas (DI ILIO et al., 1999; KHAN; HOSSAIN; ISLAM,
2007).



Tabela 3.4 - Fertilidade média (£ EP) de adultos de Ceratitis capitata expostos a dgua tratada com extratos de diferentes estruturas de
Azadirachta indica, em laboratdrio (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 £ 10 %; fotofase: 14 h)

Azadiractina Fertilidade (%)
Tratamentos ! > >
(ppm) 1° dia 4° dia 8° dia 12° dia
Controle (4gua deionizada) - 98,92 + 0,76 80,56 +5,73 ab 87,30+4,59 ab 74,13 + 8,96
Controle (acetona) - 88,08 + 3,63 79,14 +£9,37 ab 88,65+ 747 ab 73,45+ 12,36
39 ppm 0,09539 83,46 +2,48 70,91 £17,03ab 89,36 +3,26 ab 76,38 £9,74
Extrato aquoso de
225 ppm 0,55034 93,08 +£5,42 87,23 +3,49 ab 93,14 +4,52 ab 86,25+ 1,29
améndoas
888 ppm 2,17199 96,94 + 1,04 91,89 +5,03 a 73,24+9.32 abc 67,23 +£15,50
39 ppm 0,00002 65,00 £22,17 86,77+5,48 ab 91,17+226 ab 83,88 £7,28
Extrato de folhas em
| 225 ppm 0,00013 82,47 + 8,88 82,50+ 8,77 ab 86,49 £6,76 ab 83,47 £ 6,22
metano
888 ppm 0,00053 93,90 + 3,35 86,09+4,60 ab 96,89+1,15 a 84,20 + 4,89
39 ppm - 86,78 £ 4,91 9240+1,87 a 84,39+ 5,67 abc 57,29+5,97
Extrato de ramos em
225 ppm - 84,82 + 8,49 71,57 £13,91ab 64,35+11,46 bc 39,51 £11,09
diclorometano
888 ppm - 92,89 + 2,50 43,57+ 14,56 b 55,16+2,38 ¢ 67,45+ 11,45
F (tratamentos) 1,31 2,11%* 4,45%* 1,60
Coeficiente de variagdo - CV (%) 18,39 34,08 14,69 44,41

NS\ 1~ . . . . . .
Nao significativo; **Significativo

1 . ~ . . .
Para o extrato de ramos em diclorometano ndo foi detectada a presenga de azadiractina

*Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

1€l
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As evidéncias sugerem que os compostos de nim possuem atividade especifica nos ovarios,
sem afetar os demais 6rgdos do sistema reprodutivo das fémeas.

Nesse experimento, os insetos, machos e fémeas, foram vistos copulando cerca de 48 a 72 h
apos a emergéncia. Os relatos na literatura em relagdo ao efeito de compostos de nim sobre
machos de insetos, com énfase na reprodu¢do dos mesmos, sdo extremamente raros. Existem
relatos que a azadiractina pode causar efeitos fisioldgicos sobre machos, podendo provocar
degeneragdo de espermatocitos de Mamestra brassicae L. (SHIMIZU, 1988) e bloqueio da
divisdo celular no desenvolvimento dos espermatdcitos em Locusta migratoria L. (LINTON;
NISBET; MORDUE (LUNTZ), 1997). Efeitos de limonoéides sobre machos de moscas-das-frutas
ainda ndo foram registrados e, nesse ensaio aparentemente os machos ndo foram afetados;

investigagdes aprimoradas nesse sentido, entretanto, sdo necessarias.
3.3 Conclusoes

v' As concentragdes estimadas para matar 15, 30 e 45 % da populagdo de moscamed sdo
equivalentes a 38,68, 225,19 e 887,86 ppm de extrato aquoso de améndoas de nim na isca,
respectivamente;

v" A longevidade de adultos e o periodo de pré-oviposigio de fémeas de C. capitata ndo sdo
afetados pelo extrato aquoso de améndoas, extrato de ramos em diclorometano e extrato
de folhas em metanol, expostos como fonte de agua nas concentragdes de até¢ 888 ppm;

v" Ha redugéo na fecundidade total e na fertilidade no 8° dia quando as fémeas de moscamed
se utilizam, como fonte de dgua, do extrato em diclorometano de ramos, a partir da

concentragdo de 888 ppm.
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4 EFEITO DO NIM SOBRE O COMPORTAMENTO DE OVIPOSICAO DE CERATITIS
CAPITATA: SUBSIDIOS PARA O EMPREGO DA ESTRATEGIA DE PUSH-PULL NO
VALE DO SAO FRANCISCO, BRASIL

Resumo

Avaliou-se o efeito deterrente de oviposicdo do extrato metanolico de folhas de nim
(Azadirachta indica A. Juss.) em diferentes concentracdes (0; 10.000; 18.000; 32.000 e 56.000
ppm) para Ceratitis capitata (Wied.) visando ao seu controle em parreirais de uva. Para tanto,
bagas de uva foram mergulhadas por 5 segundos em 4gua deionizada (controle) ou em um dos
tratamentos a base de nim e expostas durante 24 h a trés casais de moscas com cinco dias de
idade, sem e com experiéncia prévia, em teste com chance e sem chance de escolha. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e 15 repetigdes.
Os dados foram avaliados conforme o Indice de Deterréncia (ID) = 2G / (G+P) onde G = % de
ovos no tratamento ¢ P = % de ovos no controle. Com base no ID e no desvio padrio,
determinou-se o Intervalo de Classificacdo (IC) para as médias. O nlimero de ovos por punctura e
a % de puncturas, no teste com chance de escolha, foram analisadas através do teste t de Student.
Os numeros de ovos, de puncturas por baga e de ovos por punctura obtidos no ensaio sem chance
de escolha foram submetidos ao teste F e quando detectada diferenca, ao teste de Tukey. O
extrato de folhas em metanol provocou deterréncia de oviposi¢do para C. capitata quando
pulverizados em bagas nas concentragdes > 18.000 ppm em experimento com chance de escolha.
Em condi¢des de confinamento, entretanto esse extrato, mesmo na concentragdo de 56.000 ppm,
ndo afetou o comportamento de C. capitata. A experiéncia recente de C. capitata nao alterou a
sua resposta em relacdo a bagas de uva tratadas com extrato de folhas em metanol em condicao
de livre escolha. O papel da repeléncia e ou deterréncia de oviposi¢ao e do aprendizado para C.
capitata sdo discutidos.

Palvras-chave: Azadirachta indica; Ceratitis capitata; Repeléncia; Deterréncia de oviposi¢ao;
Aprendizado por insetos; Vitis vinifera

Abstract

The deterrent oviposition effect of the methanol extract from neem leaves (Azadirachta
indica A. Juss) in different concentrations (0; 10,000; 18,000; 32,000 and 56,000 ppm) was
evaluated in relation to adults of Ceratitis capitata (Wied.), aiming its control on grape cropping.
For that, grapes were immersed for 5 seconds in deionized water (control) or in one of the
treatments with neem and exposed for 24 h to three five days old couples, with or without
learning, in free-choice or no-choice test. The experiment was completely randomized with 15
replicates for each treatment. The data were evaluated according to the Deterrence Index (ID) =
2G / (G+P), where G = percentage of eggs laid in the treatment and P = percentage of eggs laid in
control. The classification interval (CI) for the means was estimated based on the ID index and
the standard deviation. The number of eggs per puncture and the percentage of punctures from
the choice test were analyzed by the Student’s t-Test. The number of eggs, punctures per fruit and
eggs per puncture from the no-choice test were submitted to the F-test and when significant
differences were detected, the Tukey test was used to compare the means. The leaf extract in
methanol provoked oviposition deterrence for C. capitata when applied on grapes at



138

concentrations > 18,000 ppm in free-choice condition. In no-choice condition, however, this
extract even at concentration of 56.000 ppm did not affect the C. capitata behavior. When C.
capitata with previous experience was used at the free-choice test, its response to treated grapes
was not affected. The role of the oviposition repellent and /or deterrence effect and the C.
capitata learning are discussed.

Keywords: Neem; Fruit fly; Repellent; Oviposition deterrent; Insect learning; Grapes

4.1 Introducao

O Submédio do rio Sado Francisco esta localizado nos estados de Pernambuco e da Bahia,
onde se destaca o polo de Petrolina e Juazeiro, com mais de 46 mil hectares implantados com
fruticultura irrigada, com empreendimentos de grande porte e iniciativas envolvendo pequenos
produtores. A regido ¢ atualmente a maior produtora nacional de uvas finas de mesa, Vitis
vinifera (L.), contribuindo com 95 % das exportacdes brasileiras dessa fruta. Responde ainda por
92 % dos embarques de manga para os mercados europeu e norte-americano (REETZ et al.,
2009). A uva ¢ a fruta que proporciona a maior receita na pauta das exportagcdes brasileiras. Em
2008, suas vendas externas somaram US$ 171,4 milhdes, correspondendo a 23,6 % do total de
exportacdes de frutas frescas. Com isso, o Vale do Sdo Francisco (nos estados da Bahia e de
Pernambuco) consolida-se como o maior polo exportador de frutas do Brasil (REETZ et al.,
2009).

Ha pelo menos trés décadas, Malavasi, Morgante e Zucchi (1980) relataram que a mosca-
do-mediterraneo (moscamed), Ceratitis capitata (Wied.), ocorria em baixa freqiiéncia no
Nordeste brasileiro, regido onde até entdo os hospedeiros estavam dispersos, sem a formagao de
pomares. Uma década mais tarde, Haji et al. (1991) registraram que a moscamed limitava-se as
areas urbanas de Petrolina e Juazeiro no Submédio Sdo Francisco. No entanto, corroborando com
o prognostico de Malavasi, Morgante ¢ Zucchi (1980), que afirmou esperar aumento da
freqiiéncia de C. capitata com o surgimento de plantacdes extensas de hospedeiros nessa regido,
Haji et al. (2005) demonstraram, recentemente, um aumento expressivo da populacdo de
moscamed em areas de produ¢do, sendo que dos 627.272 espécimes de tefritideos coletados por
meio de armadilhas durante 1989 a 2005, no Submédio Sao Francisco (po6lo Petrolina e Juazeiro),
95 % eram de moscamed. Até 1997, nas areas rurais desta regido a populag¢do de Anastrepha spp.

se sobrepunha a de C. capitata, mas, a partir de entdo, a populagdo de moscamed passou a ser
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dominante nas areas rurais (HAJI et al., 2005). Em 2007, do total de espécimes registrados na
area rural dessa regido 99 % eram de C. capitata (VIANA et al., 2008).

Nessa regido, C. capitata utiliza hospedeiros primarios, tais como acerola (Malphigia
glabra L.), goiaba (Psidium guajava L.) e manga (Mangifera indica L.), cultivados no perimetro
de irrigacdo proéximo de areas com uva. Apds amadurecerem sexualmente, os adultos se
dispersam para os pomares e as fémeas ovipositam nas frutas de uva, o que explica a
concentragdo do dano e das capturas em armadilhas nas bordaduras dos pomares. Apesar de ja
existirem evidéncias que a moscamed esta iniciando um processo de colonizagdo de cultivares de
uva no pélo Petrolina/Juazeiro (HABIBE et al., 2006; GOMEZ et al., 2008), ainda se acredita que
nos parreirais de uva nao existem populacdes de moscas residentes, devido a baixa adequagdo
destas como hospedeiras.

O controle da moscamed em areas cultivadas com uvas finas de mesa atualmente ¢ uma
incognita nessa regido. A utilizacdo de inseticidas sintéticos em iscas toxicas ndo € possivel
devido os atrativos registrados no pais mancharem as bagas de uva. A aplicacdo de inseticidas em
cobertura total representa um risco para os trabalhadores (na regido hd cerca de cinco
trabalhadores por hectare de uva, segundo REETZ et al., 2009). Além disso, os inseticidas podem
causar a proliferagdo de pragas secundarias como a mosca-branca Bemisia tabaci bidtipo B
(Genn.), a eliminagdo de inimigos naturais e a presenga de residuos no fruto, com possivel perda
de mercado internacional.

Recentemente, a estratégia de push-pull foi proposta como ferramenta no manejo integrado
de pragas. Essa técnica ¢ um método de manipulacdo comportamental utilizando repelentes ou
deterrentes (push) e atrativos ou estimulantes (pu/l), sendo que o primeiro estimula o0 movimento
da praga enquanto, simultaneamente, o segundo atrai a populacdo dos insetos para o mesmo
local, facilitando o seu manejo (COOK; KHAM; PICKETT, 2007). Diversos aspectos
relacionados ao comportamento bioldgico e ecoldégico da moscamed em parreirais de uva no pélo
Petrolina/Juazeiro t€ém permitido hipotetizar o emprego da estratégia de push-pull utilizando
derivados do nim (Azadirachta indica A. Juss) como agentes repelentes ou deterrentes de
oviposicao e atrativos ou estimulantes, como armadilhas Mcphail, hospedeiros primdrios como
planta armadilha e ou aplicacdo de isca toxica na madeira que estrutura o parreiral.

O sistema push-pull ndo ¢ indicado para espécies com alta taxa de crescimento

populacional; outra desvantagem ¢ o risco de aprendizagem dos insetos (COOK; KHAM;
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PICKETT, 2007). No caso especifico, as moscas nao sao residentes nos pomares, o que implica
em baixa populagdo a ser controlada e também em redugcdo do risco de ocorréncia de
aprendizagem.

A aprendizagem (experiéncia) tem sido observada alterando o comportamento de
oviposicao de insetos (CUNNINGHAM et al., 1998; ROJAS; WYATT, 1999). A compreensao
do seu papel € essencial para a adequada avaliagdo de repelentes e ou deterrentes, constituindo-se
em um dos principais fatores envolvidos no desenvolvimento efetivo de métodos de manipulacao
comportamental por meio do uso desses grupos de substancias em campo (LIU; LIU, 2006). O
comportamento de aprendizagem de insetos fitofagos inclui a habituacdo, a sensibilizagdo, a
aprendizagem associativa e a indu¢ao da preferéncia (PAPAJ; PROKOPY, 1989; PROKOPY;
LEWIS, 1993).

Investigacdes realizadas com plantas ndo hospedeiras ou seus extratos tém demonstrado
que a experiéncia (aprendizado) recente do inseto pode induzir & oviposi¢do em plantas nao-
hospedeiras ou a preferéncia por plantas hospedeiras tratadas por extratos de plantas nao-
hospedeiras (LIU et al., 2005; LIU; LIU, 2006; ZHANG et al., 2007; WANG et al., 2008).

Diante do contexto, avaliou-se o efeito do extrato de folhas de nim sobre o comportamento
de oviposicdo de fémeas de C. capitata, com e sem experiéncia recente, em bagas de uva cultivar

Italia.

4.2 Desenvolvimento
4.2.1 Material e Métodos
4.2.1.1 Insetos

Os insetos estudados foram mantidos conforme metodologia adaptada de Carvalho e

Nascimento (2002) e Walder (2002) e descrita anteriormente (Capitulo 2, item 2.2.1.1).

4.2.1.2 Extratos

O extrato de folhas em solvente metanol foi obtido conforme descrito no Capitulo 2, item

2.2.1.2. O conteudo de azadiractina do extrato em estudo foi de 0,60 mg de azadiractina / kg de

extrato metanolico de folhas.
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4.2.1.3 Efeito sobre o comportamento de oviposi¢cio

4.2.1.3.1 Com chance de escolha

Para avaliar a possivel deterréncia de oviposi¢do causada pelo extrato de folhas em
metanol em diferentes concentragdes (0, 10.000, 18.000, 32.000 e 56.000 ppm), foi realizado um
ensaio com chance de escolha pela praga. Para tanto, foram utilizadas gaiolas de plastico
transparente de 16 cm de altura e 13 cm de didmetro, com tampa e fundo pléstico.

Na tampa, um orificio de 6 cm de diametro, coberto com tela anti-afideo, permitia a
aeracdo da gaiola. Um orificio lateral da gaiola permitia a liberagdao dos insetos infestantes. As
moscas-das-frutas foram introduzidas na gaiola logo apds a emergéncia, onde foram
disponibilizadas dgua deionizada e dieta artificial (proteina hidrolisada e agucar (proporcao de
1:3) ad libitum. Apds a alimentagdo, a maturagdo sexual e a copula, as moscas, com cinco dias de
idade, foram expostas a bagas de uva cultivar Italia durante 24 h.

As bagas de uva foram mergulhadas por 5 segundos em 4dgua deionizada (tratamento
controle) ou em um dos tratamentos a base de nim. Apds serem tratadas, as uvas foram dispostas
por cerca de 10 min sobre papel toalha para retirada do excesso de umidade. Posteriormente,
foram amarradas em pedacgos de barbantes, os quais foram presos na parte superior das gaiolas,
mantendo as duas bagas suspensas de forma eqiiidistante (Figura 4.1). Passadas 24 h, as uvas
foram retiradas e foi registrado o nimero de ovos, o nimero de puncturas e o numero de ovos por
punctura em cada baga.

Um segundo ensaio foi conduzido para avaliar a aprendizagem recente das fémeas (isto ¢,
a habituacdo ao tratamento apds experiéncia recente). ApoOs a retirada das bagas, novamente
foram colocados outras bagas de uva (tratado e controle) para as mesmas fémeas de moscamed,
entdo com seis dias de idade. Estas permaneceram por mais 24 h e apds esse periodo foram
avaliados os mesmos parametros citados anteriormente. Em ambos, o delineamento experimental

foi o inteiramente casualizado com cinco tratamentos e 15 repeti¢des.
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4.2.1.3.2 Sem chance de escolha

Para o teste sem chance de escolha utilizaram-se os mesmos tratamentos citados no item
4.2.1.3.1, sendo utilizada uma uva (no interior da gaiola) tratada com uma das concentragdes do
extrato de nim ou ndo tratada (controle), a qual foi exposta as fémeas de cinco dias de idade.
Novamente foi avaliado o niumero de ovos, o nimero de puncturas € o numero de ovos por
punctura em cada baga apds 24 h de exposicao.

Da mesma forma, subseqlientemente apos a retirada das uvas, outras bagas foram
penduradas para avaliagdo do efeito da experiéncia recente em teste sem chance de escolha, para
moscas com seis dias de idade. Em ambos, o delineamento experimental foi o inteiramente

casualizado com cinco tratamentos e 15 repeticdes.

Figura 4.1 - Experimento de deterréncia de oviposi¢do. A) Moscamed ovipositando em baga de

uva; B) Ensaio com chance de escolha; C) Ensaio sem chance de escolha



143

4.2.1.4 Analise estatistica

Para a anélise da deterréncia de oviposigdo, foi utilizado o Indice de Deterréncia (ID)
(adaptado de LIN; KOGAN; FISCHER, 1990), calculado pela formula: ID = 2G / (G+P) onde G
= % de ovos na baga de uva tratada e P = % de ovos no controle, nos experimentos para
avaliacdo da deterréncia. Com base no ID e no desvio padrdo obtidos, determinou-se o Intervalo
DP
ﬁ’

onde t = valor de “t” tabelado a 5 % de probabilidade; DP = desvio padrio; n = nimero de

de Classificagdo (IC) para as médias dos tratamentos, pela formula: IC =1+£7, ., ;s X

repeti¢des. Os extratos foram considerados neutros quando o valor do ID ficou compreendido
dentro do IC, repelentes ou deterrentes quando o valor do ID foi inferior ao menor valor obtido
para o IC e atraentes ou estimulantes quando o ID foi superior ao maior IC calculado.

Para o niimero de ovos por punctura e a porcentagem de puncturas de fémeas sem e com
experiéncia nas diferentes faixas de ovos (0 a 5; 6 a 10; 11 a 15; e acima de 15 ovos), foram
utilizados o teste t de Student comparando as médias (tratamento e controle) do teste com chance
de escolha.

Os dados (numero de ovos e de puncturas por baga e niimero de ovos por punctura)
obtidos do ensaio sem chance de escolha, de adultos sem e com experiéncia recente, foram
analisados conforme a analise de variancia pelo teste F e quando detectada diferenca significativa
o teste de Tukey foi utilizado para comparar as médias. Os testes de Bartlett (BARTLETT, 1937)
e Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) foram aplicados para avaliar as pressuposi¢des de
homocedasticidade de variancias dos tratamentos e a normalidade dos residuos, respectivamente.
Nesse estudo, as analises foram realizadas utilizando o programa SAS de computagdo estatistica

(SAS INSTITUTE, 2003).

4.2.2 Resultados e discussao

4.2.2.1 Efeito sobre o comportamento de oviposi¢cdo com chance de escolha

Comparando-se a oviposi¢ao de C. capitata em bagas de uva pulverizadas com extrato de
metanol de folhas de nim em diferentes concentragdes (10.000, 18.000, 32.000 e 56.000 ppm) e

seus respectivos controles (Tabela 4.1) observou-se efeito deterrente de oviposicado nas
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concentragdes iguais ou acima de 18.000 ppm (1,8 %) do extrato, tanto para fémeas que ja tinham
tido experiéncia em colocar ovos em bagas de uvas tratadas com extrato (fémeas com experiéncia
recente) como para aquelas sem experiéncia recente.

No caso das fémeas sem experiéncia, com o uso de concentragdes maiores ou iguais a
18.000 ppm, os niimeros de ovos colocados nas bagas tratadas foram inferiores a 25 % do total
(23,10, 23,19 e 21,77 %, respectivamente, nas concentracdes de 18.000, 32.000 e 56.000 ppm)
contra mais de 75 % do total de ovos nos respectivos controles (Tabela 4.1). Na menor
concentragdo, houve tendéncia para o efeito deterrente, ja que apenas 33,16 % dos ovos foram
colocados nas bagas tratadas, porém esse comportamento ndo foi confirmado pelo indice de
deterréncia adotado (ID), sendo, portanto, o referido tratamento classificado como neutro (Tabela
4.1). Contudo, numa segunda analise, dessa vez avaliando o nimero de puncturas por baga,
registrou-se redu¢do do nuimero de puncturas em todas as concentracdes avaliadas, sendo,
consequentemente, o extrato caracterizado como deterrente de oviposi¢do para essa espécie de
mosca-das-frutas (Tabela 4.1).

Nas concentracdes onde houve deterréncia com base nos dois pardmetros avaliados
(numero de ovos e de punctura por baga), ou seja, nas concentracdes maiores ou iguais a 18.000
ppm, os resultados foram muito proximos, indicando que a resposta das fémeas ndo variou com o
aumento da concentragdo do extrato e, consequentemente, da concentracdo da azadiractina, a qual
correspondeu a 0,0060; 0,0108; 0,0192 e 0,0336 ppm para as concentracdes com 10.000, 18.000,
32.000 e 56.000 ppm do extrato, respectivamente.

Foi demonstrado que as fémeas preferem realizar maior nimero de puncturas, bem como,
colocar um maior nimero de ovos no tratamento controle. Contudo, apesar de ter sido
caracterizada a deterréncia de oviposicao, houve registro de oviposicdo nas bagas tratadas em
qualquer uma das concentragdes do extrato.

A mesma tendéncia foi constatada com o uso de fémeas que ja possuiam experiéncia
recente em colocar ovos em bagas de uvas tratadas com extratos de planta ndo hospedeira.
Também nesse caso, o uso de concentracdes maiores ou iguais a 18.000 ppm provocou
deterréncia nas moscas, sendo que os numeros de ovos colocados nas bagas tratadas foram
inferiores a 30 % do total (26,18, 27,33 e 25,39 %, respectivamente, nas concentragdes de
18.000, 32.000 e 56.000 ppm) contra mais de 70 % do total de ovos nos respectivos controles

(Tabela 4.1). Ainda de forma similar ao verificado para fémeas sem experiéncia, no tratamento
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com 10.000 ppm houve tendéncia de menor quantidade de ovos (38,09 %) na baga tratada, mas,
também nesse caso, o calculo do ID indicou a ocorréncia de neutralidade.

Assim como aconteceu com as fémeas de moscamed inexperientes, também com o uso de
moscas experientes, houve deterréncia de oviposicdo em todas as concentracdes do extrato
quando foi considerado o parametro puncturas por baga (Tabela 4.1), sendo que os percentuais de
puncturas por baga nos respectivos tratamentos variaram entre 38,82 % na menor concentragdao
do extrato a 25,22 % na maior concentracao.

Também nesse caso (puncturas/baga), nas concentragdes maiores ou iguais a 18.000 ppm,
os resultados foram muito proximos, indicando que a resposta das fémeas ndo variou com o
aumento da concentracdo de azadiractina nas bagas de uva. Aparentemente, a azadiractina nao ¢
o principal ou o Gnico composto responsavel pelo efeito deterrente de oviposi¢cdo sobre insetos.
Estudos realizados por Qiu, Van Loon e Roessingh (1998) demonstraram que o 6leo comercial de
améndoas de nim (Margosan-O®) causou inibicdo significativa da oviposicio de Plutella
xylostella (L.). A azadiractina, o triterpendide com maior atividade inseticida encontrado em
Margosan-O®, foi inativo em relagio a oviposicdo da praga, mesmo utilizando o composto puro
na mesma concentragdo encontrada em Margosan-0® (5 %). Observagdes sugerem que outros
limonodides contidos em derivados do nim, tais como nimbina, 6-desacetilnombina, salanina, 6-
acetilnimbandiol e nimbandiol, bem como outras substancias quimicas polares ndo identificadas,
podem aumentar a eficiéncia de produtos naturais a base de azadiractina (STARK; WALTER,
1995).

A influéncia do aprendizado (experiéncia) para C. capitata ja foi demonstrada na busca por
hospedeiros, onde o conhecimento pré-imaginal dos imaturos propicia a escolha de acordo com a
experiéncia (PROKOPY; GREEN; WONG, 1989). Outros estudos tém revelado que apds as
fémeas pousarem nos frutos hospedeiros, a aceitagdo ou rejeicdo deste, ¢ condicionada pela
experiéncia de oviposi¢do recente do adulto. Cooley et al. (1986) demonstraram que, apos cinco
oviposi¢des da moscamed nos hospedeiros Fortunella japonica (Thunb.) Swingle ou Malus
sylvestris (L.) Mill., a aceitacdo desses hospedeiros posteriormente, um ou outro, foi
condicionada ao aprendizado recente (primeiras cinco oviposi¢des). Da mesma forma, apos trés
dias de oviposi¢do em um hospedeiro, a aceitagcdo deste posteriormente também foi condicionada

(COOLEY etal., 1986; PAPAJ et al., 1987).
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Tabela 4.1 - Porcentagem de ovos e de puncturas de Ceratitis capitata (com e sem experiéncia recente) em bagas de uva e indice de deterréncia de
oviposi¢ao (ID + EP), obtidos 24 h apds a aplicacdo de extrato metandlico de folhas de Azadirachta indica em experimento com
chance de escolha em condic¢des de laboratdrio (Temp.: 25 + 2°C; UR: 60 + 10 %; fotofase: 14 h)

] Ovos / baga Puncturas / baga
Experiéncia Con((:entragao Ovos ID? 3 ) .4 Puncturas D’ 3 ) -4
ppm) %) (M + EP) IC Classificacdo %) (M + EP) IC Classificacdo
é%r?ggle 22:;2 0,66 £0,17 (0,64; 1,36) Neutro 23:;; 0,65+0,13 (0,71; 1,29) Deterrente
Sem lciﬂﬁgle iéég 0,46+£0,11 (0,76;1,24)  Deterrente %32 0,60£0,12  (0,75;1,25)  Deterrente
experiéncia ézo-gggle 52:5 0,46 + 0,10 (0,78; 1,22) Deterrente 32:2? 0,47 +0,10 (0,78; 1,22) Deterrente
26033216 %Z 0,44+0,11 (0,76;1,24)  Deterrente 3‘5‘:82 0,48+0,10 (0,78;1,22)  Deterrente
é?,ﬂggle 2?8? 0,76 +0,12 (0,75; 1,25) Neutro fo; 0,78+0,10  (0,79;1,21)  Deterrente
Com éf,ﬁfﬂﬁle i?;i 0,52+£0,10 (0,79; 1,21)  Deterrente %gj 0,55+0,08 (0,83;1,17)  Deterrente
experiéncia é%gggle 3;:2 0,55£0,12 (0,74; 1,26) Deterrente %:33 0,54 +£0,12 (0,75; 1,25) Deterrente
éf,ﬂﬁgle iié? 0,51+£0,11 (0,77,1,23)  Deterrente ﬁ% 0,50+£0,10 (0,79;1,21)  Deterrente

'Concentracio de azadiractina (aza) no extrato: 10.000 ppm do extrato (0,0060 ppm de aza); 18.000 ppm do extrato ( 0,0108 ppm de aza);

32.000 ppm do extrato (0,0192 ppm de aza); 56.000 ppm do extrato (0,0336 ppm de aza);
*[ndice de deterréncia (ID); *Intervalo de classificacdo (IC);
*Classifica¢ido = Neutro: Compreendido dentro do Intervalo de classificacio (IC<ID<IC); Deterrente: ID < IC; Atraente: ID > IC
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O que tem em comum nesses trabalhos (COOLEY et al., 1986; PAPAJ et al., 1987) ¢ que
primeiro foi exposto um hospedeiro a fémea (sem chance de escolha) e depois em experimento
com chance de escolha, a mosca escolheu o hospedeiro conforme sua experiéncia recente. Talvez
a exposicdo de fémeas a bagas de uva tratadas em experimento sem chance de escolha com
posterior exposicao destas a bagas de uva em experimento com chance de escolha (tratado e
controle) modifique os resultados registrados nesse trabalho em fungdo da experiéncia recente
exclusivamente com a baga tratada com o extrato vegetal. Investigagdes nesse sentido sdo
necessarias para averiguar o papel da experiéncia recente na deterréncia de oviposi¢ao de extratos
de nim em relagdo a tefritideos.

Assim como foi observado no presente trabalho, Chen et al. (1996) demonstraram que
fémeas de Bactrocera dorsalis (Hendel) ndo alteraram a resposta em relagdo aos frutos de goiaba
tratados com extratos de 4. indica. Os autores, expondo frutos de goiaba durante sete dias, com
substitui¢ao destes a cada 24 h, verificaram que a deterréncia de oviposi¢ao foi mantida.

Investigacdes estudando a experiéncia recente ou mesmo o conhecimento pré-imaginal
relacionado a aleloquimicos repelentes ou deterrentes de oviposicdo sdo pouco freqiientes.
Estudos demonstraram que a mariposa Pluttella xylostella (L.), diferentemente de C. capitata
(presente trabalho) e de B. dorsalis (CHEN et al., 1996), possui a habilidade de utilizar
experiéncias recentes a seu favor (LIU et al., 2005; LIU; LIU, 2006; ZHANG et al., 2007,
WANG et al., 2008). Adultos dessa espécie emergidos de Brassica oleracea L. var. capitata
(repolho) sdo repelidos por Chrysanthemum morifolium L. em teste em olfatdmetro. Entretanto,
quando lagartas alimentadas em repolho sdo transferidas para o crisantemo para empupar, 0s
adultos emergidos ndo sdo repelidos. Ja quando as mariposas foram expostas ao contato prévio
com o volatil (a-terpineno) do crisantemo por apenas 10 minutos, as fémeas experientes foram
atraidas pelo volatil em teste em olfatometro, diferentemente dos inexperientes. Quando o volétil
foi pulverizado sobre plantas de repolho os adultos inexperientes foram repelidos; ja os adultos
que foram expostos por 30 min a plantas de repolho tratadas e posteriormente testados ndo foram
repelidos (WANG et al., 2008). O efeito do conhecimento pré-imaginal de aleloquimicos e sua
relacdo com o subsequente comportamento de oviposicao de P. xylostella, a principio, tinha sido
demonstrado por Akhtar e Isman (2003). No entanto, Liu S. e Liu T. (2006) demonstraram que
ndo existe um efeito pré-imaginal quando lagartas de P. xylostella foram criadas em dieta

artificial com Neemix® 4.5 (produto a base de nim) e o que realmente ocorre é o efeito da
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experiéncia recente. Esses autores obtiveram os seguintes resultados: 1) adultos emergidos de
dieta artificial sofreram deterréncia de oviposi¢ao quando o substrato de oviposicao foi tratado
com Neemix” 4.5; ii) adultos emergidos de dieta com Neemix® 4.5 prefiriram ovipositar em
substrato tratado; iii) adultos emergidos de dieta, onde o seu casulo (involucro pupal) foi
removido um dia antes da emergéncia e colocado o casulo de insetos criados em dieta com
Neemix® 4.5 prefiriram realizar postura em substrato tratado; iv) adultos emergidos de dieta,
onde o casulo foi tratado com Neemix” 4.5 apenas um dia antes da emergéncia, prefiriram
realizar postura em substrato tratado; v) adultos emergidos de dieta com Neemix® 4.5, onde o seu
casulo foi removido totalmente e a sua pupa foi lavada com agua deionizada, sofreram
deterréncia de oviposi¢do quando o substrato de oviposicdo foi tratado com Neemix” 4.5. Em
muitos casos, o contato do adulto ao emergir com as substancias quimicas presentes no interior
da pupa ou na superficie do casulo tem induzido ao um condicionamento na emergéncia
(emergence conditioning) (STORECK et al., 2000) ou experiéncia recente (early adult learning)
(TURLINGS et al., 1993).

No presente trabalho, o numero de ovos por punctura ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos (Figura 4.2). A experiéncia recente da mosca nao resultou em alteracdo no
comportamento, mantendo-se o padrao de oviposicdo semelhante ao das fémeas inexperientes.
Com a concentragdo do extrato de folhas em metanol de 18.000 ppm, as moscas sem experiéncia
tenderam a colocar uma quantidade superior de ovos por punctura no controle; assim, enquanto
na baga de uva tratada as fémeas colocaram 4,01 ovos/punctura, no controle o numero de
ovos/punctura foi o dobro, 8,32; estes nimeros, porém, ndo diferiram significativamente entre si.

Os dados indicam menor nimero de ovos e de puncturas nas bagas tratadas, sugerindo estar
ocorrendo deterréncia de oviposi¢cdo, conforme os valores obtidos no céalculo do indice de
deterréncia (ID) (Tabela 4.1). Normalmente, a deterréncia de oviposi¢do inibe ou desestimula a
manutencdo da oviposicdo. O segundo caso aparentemente ndo ocorreu, pois 0 comum seria
aumento da freqiiéncia de puncturas e redugao do nimero de ovos por oviposi¢do. No entanto, o
numero de ovos por punctura apresentou o mesmo padrdo da testemunha, independentemente da

concentragdo do extrato ou da experiéncia da fémea (Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Numero médio de ovos por punctura de Ceratitis capitata (com e sem experiéncia)
em bagas de uva, obtidos 24 h apos a aplicagdo de extrato metanolico de folhas de
Azadirachta indica em experimento com chance de escolha. Temp.: 25 £+ 2°C; UR:
60 = 10 %; fotofase: 14 h. Concentragdo de azadiractina (aza) no extrato: 10.000
ppm do extrato (0,0060 ppm de aza); 18.000 ppm do extrato (0,0108 ppm de aza);
32.000 ppm do extrato (0,0192 ppm de aza); 56.000 ppm do extrato (0,0336 ppm de
aza) (Teste t: ndo significativo na comparagdo entre tratamento e controle dentro de
cada concentragao)

Por meio da Figura 4.3, onde estdo representados os dados de oviposicdo da moscamed em
bagas de uva tratadas com extrato de folhas em metanol, com ou sem experiéncia recente, pode-
se observar que, caso tivesse ocorrido deterréncia de oviposi¢do pautada no desestimulo a
manuten¢do da oviposicao, a maior freqiiéncia de puncturas resultaria em menor quantidade de
ovos (entre 0 e 5 ovos), enquanto no controle seria esperado que as oviposi¢des resultassem em
maior quantidade de ovos/punctura. Entretanto, os dados obtidos indicam que ndo houve
diferenca significativa na freqiiéncia de puncturas (%) de acordo as faixas de ovos (0 a 5; 6 a 10;
11 a15;> 15 ovos), ou seja, o comportamento de oviposi¢cao foi semelhante nas bagas tratadas e
ndo tratadas. Para exemplificar, na Figura 4.3-A, estdo expostos os dados de oviposicdo de
fémeas inexperientes em bagas de uva controle e tratadas com extrato na concentragao de 10.000
ppm. Na baga tratada, 56,60 % das puncturas realizadas pelas fémeas colocaram entre 0 e 5 ovos;

25,39 % das puncturas realizadas pelas fémeas colocaram 6 a 10 ovos; 5,30 % das puncturas

realizadas pelas fémeas colocaram 11 a 15 ovos e finalmente 12,71 % das puncturas realizadas
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pelas fémeas colocaram acima de 15 ovos. Ja no controle, os seguintes valores foram registrados:
44,38 % (0 a 5 ovos); 33,08 % (6 a 10 ovos); 9,49 % (11 a 15 ovos) e 13,05 % (> 15 ovos).
Comparando o valor obtido na baga tratada (ex: 56,60 %) com o controle (ex: 44,38 %), por meio
do teste t, ndo houve diferenca significativa. Ocorrendo o mesmo para as freqiiéncias de
puncturas nas demais concentragdes testadas, com uma unica exce¢ao no tratamento com 18.000
ppm de extrato (fémeas inexperientes) (Figura 4.3-B), no qual as fémeas do controle realizaram
maior porcentagem de posturas com nimero superior a 15 ovos, quando comparado com seu
respectivo controle (/= 11,14; p = 0,0033).

Dessa forma, a deterréncia provocada provavelmente atuou inibindo as puncturas das
fémeas e as oviposigdes propriamente ditas. Num raciocinio diferente, o menor niumero de
puncturas e de ovos pode ter ocorrido devido a um efeito repelente sobre a praga; entretanto,
estudos complementares sdo necessarios para confirmar essa hipdtese.

De acordo com Singh e Srivastava (1983), o extrato etanolico de sementes de nim provocou
deterréncia de oviposi¢do nas concentragdes de 2,5 % para Bactrocera cucurbitae Coquillett e de
20 % para B. dorsalis, em pulverizagdo em frutos de Momordica charantia L. e de Psidium
guajava L., respectivamente. Contudo, estudo posterior avaliando o numero de fémeas de B.
dorsalis que pousam em frutos de goiaba tratados com extrato de améndoas em solvente éter
dietil comprova que o efeito maior ¢ o de repeléncia (CHEN et al., 1996). Resultados registrados
por Valencia-Botin, Bautista-Martinez e Lopez-Buenfil (2004) também apontam para repeléncia
como o principal fator responséavel pelo numero de ovos de Anastrepha ludens Loew em frutos de
laranja pulverizados com extrato aquoso (5 %) e 6leo de nim (Neemix 4,5 %).

Independentemente do fenomeno ocorrido, repeléncia ou deterréncia representada por alta
inibi¢do do comportamento de oviposi¢do do inseto, os dois fatores sdo desejaveis para o manejo
da praga. Uma simples punctura ¢ capaz de causar danos nos frutos; portanto, além da reducao do
nimero de ovos, a reducdo das puncturas torna o extrato de folhas de nim em metanol bastante
promissor para o manejo do inseto. O comportamento de oviposicao registrado para fémeas
experientes favorece o uso de extratos e, numa primeira andlise, ndo foi demonstrado
comportamento diferente do tratamento controle, indicando que as moscas ndo ficaram

habituadas ao extrato nas suas diferentes concentragoes.
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Figura 4.3 - Porcentagem de puncturas de Ceratitis capitata, com e sem experiéncia recente, em
bagas de uva nas faixas de 0 a 5, 6 a 10, 11 a 15 e acima de 15 ovos, 24 h apds a
aplicacdo de extrato metanolico de folhas de Azadirachta indica em experimento
com chance de escolha em condi¢des de laboratorio (Temp.: 25 = 2°C; UR: 60 + 10
%; fotofase: 14 h) (**indica diferenca entre barras, Teste t, P < 0,01)
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O interesse no manejo de pragas utilizando deterrentes ou repelentes tem aumentado
gradualmente (LIANG; CHEN; LIU, 2003; SHOWLER; GREENBERG; ARNASON, 2008).
Para moscas-das-frutas, a deterréncia de oviposi¢do e ou repeléncia de derivados do nim j& havia
sido demonstrada (SINGH; SRIVASTAVA, 1983; CHEN et al., 1996, SINGH, S.; SINGH, R.
1998; VALENCIA-BOTIN; BAUTISTA-MARTINEZ; LOPEZ-BUENFIL, 2004).

4.2.2.2 Efeito sobre o comportamento de oviposicao sem chance de escolha

Em teste sem chance de escolha o nimero de ovos colocados pelas fémeas inexperientes
nao diferiu do controle (F = 1,30; p = 0,3157). No tratamento com maior concentragao do extrato
de folhas em metanol (56.000 ppm — 5,6 %), embora tenha ocorrido tendéncia de decréscimo no
nimero de ovos colocados pelas trés fémeas (25,25 ovos) quando comparado com o controle
(62,00 ovos colocados), reduzindo em aproximadamente 60 % o nimero de ovos colocados, nao
houve diferenga significativa entre as médias (Tabela 4.2). Considerando o nimero de puncturas
nas bagas de uva, verificou-se diferenca significativa entre os tratamentos, embora nenhum deles
tenha diferido do controle (¥ = 4,32; p = 0,0160). Nesse experimento (sem chance de escolha)
houve muita variabilidade na resposta das fémeas, ndo apresentando um padrao com o aumento
das concentragdes. O niimero de ovos por punctura variou de 10,22 a 12,61 e também nao diferiu
em funcdo dos tratamentos (F = 0,34; p = 0,8436) (Tabela 4.2).

Quando consideradas as fémeas com experiéncia recente, o padrdo comportamental de
resposta aos tratamentos foi semelhante. Assim, os resultados do nimero de ovos por baga (F =
0,88; p = 0,4996), numero de puncturas por baga (F = 0,73; p = 0,5832) e numero de ovos por
punctura (F = 0,63; p = 0,6484) nao diferiram entre si, dentro de cada pardmetro, em funcio dos
tratamentos. Contudo, houve sensivel redugdo no nimero de ovos colocados e no nimero de
puncturas nas bagas de uvas tratadas com 5,6 % (56.000 ppm) do extrato, com aproximadamente
60 % de reducao dos ovos colocados e 55 % de redugdo no numero de puncturas em comparagao
ao controle, assemelhando-se aos resultados registrados com fémeas inexperientes expostas a
bagas tratadas (Tabela 4.2).

A oviposi¢do em bagas de uva tratadas com extratos de folhas de nim em experimento sem
chance de escolha pode ter sido favorecida pelas “facilitacdes sociais™ apresentadas pelas fémeas

da moscamed no momento da oviposi¢ao (PROKOPY; BUSH, 1973; ROBERTSON et al., 1995;
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PROKOPY; DUAN, 1998) situacdo em que as fémeas de moscamed preferem ovipositar em
frutos ocupados por outros coespecificos ao invés de colocar ovos em frutos nao ocupados
(PROKOPY et al., 2000; DUKAS; PROKOPY; DUAN, 2001; DUKAS et al., 2001; RULL;
PROKOPY; VARGAS, 2003). Além disso, elas sdo capazes de pousarem em um fruto ja
ocupado e localizar o orificio da introducdo do ovipositor (punctura) feito por outra fémea e
realizar a oviposicado no mesmo local (PAPAJ et al., 1992; PAPAJ; MESSING, 1996). Fato
semelhante também foi registrado no decorrer dos experimentos, em que foi encontrada mais de
uma massa de ovos por orificio de oviposicdo. Como o nimero de puncturas foi contabilizado em
funcdo da quantidade de massa de ovos, a frequéncia de ocorréncia desse fenomeno nao foi
contabilizada.

Possivelmente, o efeito do extrato tenha dificultado as oviposi¢des iniciais e, apOs estas, as
moscas mantiveram o comportamento de oviposi¢do normalmente influenciada pelas
“facilitacdes sociais”, presenca de coespecifcos (PROKOPY; DUAN, 1998), do feromdnio de
marcacao do hospedeiro (PROKOPY; ZIEGLER; WONG, 1978) ou mesmo do odor emanado da
baga de uva apos as puncturas (PAPAJ, 1993). Algumas espécies de tefritideos exibem uma
forma de “facilitagdo social” quando estdo envolvidos com o comportamento de oviposicdo, a tal
ponto, que uma fémea quando pousa no hospedeiro ¢ estimulada a ovipositar ao encontrar uma
fémea ovipositando. Esse comportamento ja foi demonstrado para C. capitata (PROKOPY;
DUAN, 1998; RULL; PROKOPY; VARGAS, 2003) e também para outros tefritideos
(PROKOPY; REYNOLDS, 1998; PROKOPY; ROMING; DREW, 1999).

Quando se utilizou o extrato em maior concentragao (56.000 ppm), aparentemente foi mais
dificil para a mosca dar o primeiro passo, ou seja, fazer a primeira oviposicdo. Nessa
concentragdo todas as vezes em que a mosca introduziu o ovipositor na baga houve postura, e o
nimero de ovos colocados nao foi afetado pela presenca do extrato na baga de uva (Tabela 4.2).
O numero de posturas (introdug¢do do actleo seguida de oviposi¢ao) por baga variou de 1 a 3,
com média de 2,25. Possivelmente, a demora na primeira postura das fémeas reduziu
significativamente o nimero de posturas das trés fémeas na baga de uva. Outro fator
preponderante ¢ que o odor do extrato em maior concentracdo possa ter dificultado a
identificagcdo do feromdnio de marcacdo do hospedeiro ou mesmo o odor da baga emanado apds
as puncturas, ndo encorajado as fémeas a realizarem outras oviposi¢des. Estudos complementares

avaliando essas hipoteses sdo necessarios.



Tabela 4.2 - Numero de ovos, de puncturas e de ovos por punctura (= EP) de Ceratitis capitata (com e sem experiéncia recente) em
bagas de uva em experimento sem chance de escolha, obtidos 24 h ap6s a aplicagdo de extrato metandlico de folhas de
Azadirachta indica (Temp.: 25 £ 2°C; UR: 60 = 10 %; fotofase: 14 h)

Sem experiéncia Com experiéncia
Tratamentos'
Ovos Puncturas” Ovos/punctura Ovos Puncturas Ovos/punctura

Controle 62,00 + 37,96 6,00 2,04 ab 10,33 £2,59 54,50 +£27,00 5,00 + 1,47 10,90 + 3,13
10.000 ppm 97,00 + 42,06 850+1,76 a 11,41 £3,21 43,50 £23,11  4,25+1,89 7,52 +£2,20
18.000 ppm 72,50 £ 21,47 5,75+ 1,25 ab 12,61 +£1,31 47,00+ 17,73 4,25+ 1,80 13,53 £4,92
32.000 ppm 81,75+ 26,34 10,25+3,22 a 10,22 £ 0,98 38,75 +7,49 5,25+0,63 7,38 1,96
56.000 ppm 25,25 £ 8,69 225+048 b 11,22 £2,60 20,50+ 10,18 2,25+ 1,31 7,83 +4,00
F (tratamentos) 1,30N 4,30%* 0,34 0,88"° 0,738 0,63

CV (%) 28,95 33,18 33,95 38,91 7,95 44,47

'Concentragio de azadiractina (aza) no extrato: 10.000 ppm do extrato (0,0060 ppm de aza); 18.000 ppm do extrato (0,0108 ppm de
aza); 32.000 ppm do extrato (0,0192 ppm de aza); 56.000 ppm do extrato (0,0336 ppm de aza);

SNao significativo; **Significativo;
*Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

123!
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Os dados demonstrados no presente trabalho constituem o primeiro passo com vistas a
aplicacdo da estratégia de push-pull como ferramenta no manejo integrado de moscas-das-frutas
em parreirais de uva no Vale do Sao Francisco, Brasil. Investigagdes pormenorizadas em
condicdes de laboratério e principalmente de campo sdo necessarias para a viabilizagdo dessa

estratégia.
4.3 Conclusoes

v" O extrato de folhas em metanol de nim provoca deterréncia de oviposi¢do e ou repeléncia
para C. capitata quando pulverizado em bagas de uva a partir da concentragdo de 18.000
ppm quando o inseto tem chance de escolha entre substrato tratado e ndo tratado;

v' Esse comportamento, entretanto, ndo ¢ mantido em condi¢des de confinamento mesmo na
concentragdo de 56.000 ppm;

v" A experiéncia recente de C. capitata ndo altera a sua resposta em relagdo a bagas de uva

tratadas com o extrato de folhas em metanol.
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