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RESUMO

VILANI, Andréia. Atividade de Produtos Fitossanitarios Naturais sobre Anticarsia
gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki e
seletividade a Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). 84f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Programa de P6s-Graduacdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producéo
Vegetal), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2013.

Conhecer os efeitos dos produtos fitossanitarios naturais (PFN) sobre insetos praga e
organismos ndo alvo é fundamental no contexto do Manejo Integrado de Pragas. Esse trabalho
objetivou avaliar a atividade de PFN sobre Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae),
esporos e cristais de Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki (Btk) e a seletividade sobre Apis
mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). Foram utilizados os extratos de pitanga (Eugenia
uniflora), pimenta (Capsicum baccatum var. pendulum), trombeta (Brugmansia suaveolens) e
uva-do-japdo (Hovenia dulcis), & 5%, Natuneem®, Natualho®, Pironat®, Rotenat® e Calda
Bordalesa (CB), na concentracdo recomendada pelo fabricante. Para esporos, os tratamentos
Btk + PFN e Btk, isoladamente, foram incubados em agitador horizontal (150 rpm, 30 £ 2 °C,
2 h) e, inoculados em meio de cultura agar nutriente (AN), em placas de Petri. Foram
preparadas quatro placas (repeticdes), acondicionadas em camara climatizada (30 + 2 °C, 18
h), quantificando-se as unidades formadoras de colbnias (UFC)/mL. Para cristais, os PFN e
Btk, isoladamente, 4gua destilada esterilizada (testemunha) e Btk + PFN, apds incubacéo, nas
condigdes descritas acima, foram aplicados sobre cubos de dieta artificial para A. gemmatalis,
em placas de Petri, que receberam 20 lagartas de segundo instar, cada. Foram preparadas
quatro placas (repeti¢des), acondicionadas em camara climatizada (26 + 2 °C, UR: 70%+10 %
fotofase 14 h). Avaliou-se a mortalidade apds, 24, 48, 72, 96 e 120 h, o percentual de
empupamento e emergéncia e o periodo ovo-adulto. A seletividade sobre A. mellifera foi
avaliada pulverizando-se os tratamentos sobre operarias e adicionando-os a pasta Candi.
Como testemunha utilizou-se respectivamente agua destilada esterilizada e pasta Candi pura.
Em ambos os experimentos utilizou-se 30 operarias por tratamento (repeticdo),
individualizadas em tubos de vidro (10 cm x 2,5 cm), acondicionados em camara climatizada
(25 £ 2 °C, U.R. 70% * 10%, fotofase de 12 h) e a mortalidade, avaliada a uma; duas; trés;
quatro; cinco; seis; nove; 12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72 e 96 h. Verificou-se que 0s
extratos de pitanga, pimenta e uva-do-japdo reduziram significativamente as UFC/mL. O
extrato de pitanga foi o Gnico que afetou negativamente a toxicidade dos cristais de Btk.
Nenhum extrato vegetal afetou a mortalidade, ndo havendo diferenca entre os tempos de
avaliacdo, nem o empupamento, emergéncia e periodo ovo-adulto. Na mistura com Btk o
extrato de pitanga retardou a mortalidade e o extrato de pimenta acelerou a mortalidade. Nos
experimentos com A. mellifera, houve reducgéo significativa, apenas para o extrato de uva-do-
japdo, quando pulverizado. Os produtos Natuneem® e Rotenat® aumentaram
significativamente as UFC/mL. Somente a CB afetou negativamente a toxicidade dos cristais
de Btk. Nos demais parametros, observou-se reducdo significativa do percentual de
empupamento para CB e Natualho®e percentual de emergéncia para CB e Natuneem®. Entre
os tempos de avaliacdo, ndo houve influéncia dos produtos isolados, na mistura com Btk
Natualho®, Pironat®, Rotenat® aceleraram a mortalidade e a CB influenciou negativamente.
N&o se verificou atividade dos produtos sobre o periodo ovo-adulto. Para A. mellifera, em
ambos 0s experimentos, os produtos ndo afetaram significativamente a longevidade.

Palavras-chave: Bactérias entomopatogénicas. Controle associado. Compatibilidade.



ABSTRACT

VILANI, Andréia. Activity of Natural Products Phytosanitary on Anticarsia gemmatalis
Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki and selectivity to Apis
mellifera L (Hymenoptera: Apidae). 84f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Programa
de Pés-Graduacdo em Agronomia (Area de Concentracio: Producdo Vegetal), Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2013.

Knowing the effects of natural products phytosanitary (NPP) on pests and organisms target is
not essential in the context of Integrated Pest Management. This study aimed to evaluate the
activity of PFN on Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), spores and
crystals of Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) and selectivity of Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae). We used extracts of cherry (Eugenia uniflora), pepper (Capsicum
baccatum var. pendulum), trumpet (Brugmansia suaveolens) and Blueberry japan (Hovenia
dulcis), to 5%, Natuneem®, Natualho®, Pironat®, Rotenat® Bordeaux and Syrup (SB), the
concentration recommended by the manufacturer. For spores, the treatments Btk + NFP and
Btk alone were incubated on horizontal shaker (150 rpm, 30 £ 2 ° C, 2 h) and inoculated onto
nutrient agar plates (NA), in petri dishes. We prepared four plates (repetitions), placed in a
climatic chamber (30 £ 2 © C, 18 h), quantifying the colony forming units (CFU) / mL. To
crystals, the PFN and Btk alone sterilized distilled water (control) and Btk + NFP after
incubation under the conditions described above were applied on artificial diet cubes for A.
gemmatalis, in Petri dishes, which received 20 second instar larvae of each. We prepared four
plates (repetitions), placed in a climatic chamber (26 £ 2 ° C, RH 70% + 10% photophase 14
h), evaluating mortality after 24, 48, 72, 96 and 120 h, the percentage empupament and the
emergence and egg-adult period. The selectivity of A. mellifera was evaluated by spraying
treatments on workers and adding them to pasta Candi. As a control we used respectively
sterile distilled water and paste Candi pure. In both experiments, we used 30 workers per
treatment (repeat), individually in glass tubes (10 cm x 2.5 cm), packed in a climatic chamber
(25 £ 2° C, RH 70% % 10%, photophase 12 h) mortality, assessed by one, two, three, four,
five, six, nine, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72 and 96 h. It was found that the extracts
of cherry, pepper and Blueberry japan significantly reduced CFU / mL. The cherry extract
was the only negatively affecting toxicity of Btk crystals. No plant extract affected the
mortality, there was no difference between the time of evaluation, nor empupament,
emergence and egg-adult period. In mixture with Btk cherry extract delayed the mortality and
pepper extract accelerated mortality. In experiments with A. mellifera, was significantly
reduced only to extract Blueberry japan, when sprayed. Natuneem® products and Rotenat®
were the only ones who have significantly increased CFU / mL. Only the SB negatively
affected the toxicity of Btk crystals. Ns other parameters, there was significant reduction in
the percentage of empupament for SB and Natualho® and percentage of emergency and SB
Natuneem®. Between the time of evaluation, no influence of individual products, the mix with
Btk Natualho®, Pironat®, Rotenat® accelerated mortality and SB negatively influenced. There
was no activity of the products on the egg-adult period. To A. mellifera, in both experiments,
the products did not significantly affect longevity.

Keywords: Entomopathogenic bacteria. Associated control. Compatibility.
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1 INTRODUGCAO GERAL

A agricultura convencional faz uso de produtos fitossanitarios sintéticos como
principal método de controle de insetos praga e patdgenos. Contudo, essa pratica, quando
utilizada indiscriminadamente, causa problemas ambientais, pois muitos produtos utilizados
sdo tdxicos a0 homem e aos animais, contribuem para a selecdo de populagdes de insetos
praga resistentes e para a eliminacdo de inimigos naturais de pragas agricolas, além de
contaminarem os alimentos, o solo, a agua e o ar (ALVES; MOINO JR.; ALMEIDA, 1998;
CAVALCANTI et al., 2002; GLEISSMAN, 2005).

Um aspecto particular do efeito dos produtos fitossanitérios sintéticos sobre o
meio ambiente € o impacto sobre os polinizadores, tanto na sua diversidade quanto na sua
abundancia e eficiéncia de polinizacdo (DRUCKER, 2004; PINHEIRO; FREITA, 2010).

Diante do exposto, torna-se necessario o0 estabelecimento de alternativas para o
controle de pragas que sejam menos impactantes econdmica e ecologicamente. Nesse
contexto, os sistemas alternativos de produgdo, como 0s sistemas organicos, vém ganhando
cada vez mais espaco no cenario agricola, tanto entre produtores quanto entre 0s
comsumidores.

O estado do Parand € o segundo maior produtor de organicos do Brasil com cerca de
5,3 mil produtores e producdo anual em torno de 107 mil toneladas, com média de
crescimento de 20% ao ano (SEIM, 2009). As principais culturas produzidas sdo cana-de-
acucar, mandioca, frutas, hortalicas e soja, sendo a producdo desta Gltima, concentrada,
principalmente, na regido oeste e sudoeste do estado (DAROLT, 2002; SEIM, 2009).

A cultura da soja Glycine Max (L) Merrill (Fabaceae) esta sujeita ao ataque de
diversos insetos, sendo a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) uma das
principais pragas, alimentando-se das folhas da planta, destruindo tanto o limbo como as
nervuras e peciolos, podendo causar desfolha de até 100% (HOFFMAN-CAMPO et al.,
2000).

Entre as alternativas adotadas nos sistemas alternativos para o controle de pragas
destacam-se os produtos fitossanitarios naturais como extratos vegetais, 0leos essenciais,
caldas fertiprotetoras, compostos para estabelecimento de equilibrio nutricional das plantas,
além do uso de agentes de controle bioldgico (PENTEADO, 2007). A obtencdo de produtos

fitossanitarios naturais estd voltada as substancias que sdo produzidas naturalmente pelas
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plantas, conhecidas como metabdlitos secundarios, as quais se constituem na principal forma
de defesa da planta contra inimigos e competidores (MAIRESSE, 2005).

De modo geral, os produtos fitossanitarios naturais podem causar diversos
efeitos diretos e indiretos sobre o0s insetos, como inibi¢do da oviposi¢do (TORRES et al., 2006;
DEQUECH et al., 2009; BRUNHEROTTO; VENDRAMIM; ORIANI, 2010); inibicdo da
alimentacdo (SAITO et al., 2004; KNAAK et al., 2012); alteracdes do sistema hormonal,
alteracbes no comportamento sexual, esterilizagdo dos adultos (GALLO et al., 2002;
MARONEZE; GALLEGOS, 2009); inibicdo do crescimento (CAVALCANTE; MOREIRA;
VASCONCELOS, 2006; TORRES et al., 2006); prolongamento de fases do ciclo bioldgico
(TORRES; BARROS; OLIVEIRA, 2001; TORRES et al., 2006; CAVALCANTE; MOREIRA;
VASCONCELOS, 2006; BRUNHEROTTO; VENDRAMIM; ORIANI, 2010; KNAAK et al.,
2012); inviabilidade de ovos (TORRES et al., 2006; CAVALCANTE; MOREIRA,;
VASCONCELOS, 2006); alteraces morfologicas (KNAAK et al.,, 2012); reducdo na
fertilidade (CAVALCANTE; MOREIRA; VASCONCELQS, 2006; KNAAK et al., 2012);
mortalidade na fase imatura ou adulta (TORRES; BARROS; OLIVEIRA, 2001; GALLO et
al.,, 2002; CAVALCANTE; MOREIRA; VASCONCELOS, 2006; TORRES et al., 2006;
DEQUECH et al., 2009; BRUNHEROTTO; VENDRAMIM; ORIANI, 2010; KNAAK et al.,
2012); entre outros.

Varios trabalhos vém sendo desenvolvidos, sobretudo nas Gltimas décadas,
com produtos fitossanitarios naturais sobre insetos praga e vetores de doencas. O extrato de
alho, Allium sativum L. (Liliaceae) avaliado sobre larvas de Culex pipiens (Diptera:
Culicidae), na concentracdo de 0,16 g/L apresentou efeito letal, com mortalidade de 90% e
75%, respectivamente, ap6s 90 e 106 h da aplicacdo (THOMAS; CALLAGHAN, 1999).

Em estudo com extrato aquoso de pitanga, Eugenia uniflora L. (Mirtaceae)
aplicado em discos foliares de couve, Brassica oleracea var. acephala, foi observada reducéo
de 60% na viabilidade de larvas de Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (TORRES;
BARROS; OLIVEIRA, 2001).

O alcaloide escopolamina, obtido de trombeta, Brugmansia suaveolens Willd.
(Solanaceae) adicionado a dieta artificial de Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae), nas concentragcbes de 0,25%, 0,5% e 2,5%, reduziu significativamente a
sobrevivéncia das larvas, para 84%, 54% e 32% nas respectivas concentragdes, comparando-
se a testemunha (96%) (ALVES; SARTORATTO; TRIGO, 2007). Ainda, de acordo com o0s

autores, o tempo de desenvolvimento também foi aumentou em todas as concentracGes, sendo
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de 15,20 dias na testemunha e de 20,62 dias, 24,00 dias e 24,00 dias, nas respectivas
concentragdes avaliadas.

Vieira et al. (2009) avaliaram o efeito de extratos de Aristolochia lagesiana
(Aristolochiaceae) sobre A. gemmatalis e observaram que os tratamentos com extratos de caule/raiz na
dosagem de 13,2 pg/inseto e folha, na dosagem de 16,8 pg/ inseto, causaram respectivamente, 67 ¢
60% de mortalidade.

O extrato aquoso de sementes de Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) (nim)
foi avaliado sobre Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae), e provocou
alongamento significativo do periodo larval (17,9 dias) em relacdo a testemunha (14,9 dias) e
reducdo da sobrevivéncia larval, com 34,3% das lagartas atingindo a fase de pupa, valor
inferior ao registrado na testemunha (80%) (BRUNHEROTTO; VENDRAMIM; ORIANI,
2010).

Com relagcdo aos produtos fitossanitarios naturais utilizados a partir de
formulacBes comerciais, o extrato pirolenhoso, principal constituinte do produto fitossanitario
natural Pironat®, pulverizado sobre discos foliares de couve, na concentracdo de 5% causou
mortalidade significativa de 73,3% de larvas de primeiro instar de P. xylostella, em
comparagdo com a testemunha (16,7%), na concentragdo de 10% foi observada mortalidade
total das larvas (THULER; DE BORTOLI; BARBOSA, 2007).

Os produtos comerciais a base de nim (Natuneem® e Neenseto®), avaliados
sobre S. frugiperda, em laboratério, na concentracdo de 10 mL/L, causaram mortalidade de
62,9% e 82,9%, respectivamente. Além disso, ambos os produtos provocaram alongamento da
fase larval. Nas concentracdes de 7,5 mL/L e 10 mL/L de Neenseto® apenas 2,86% e 5,71%,
dos insetos atingiram a fase adulta, foi observado ainda, pupas e adultos com anomalias
(LIMA et al., 2010).

A rotenona constituinte toxico do extrato de Derris amazonica Killip
(Leguminosae) apresentou toxicidade para adultos de Cerotoma arcuatus Olivier (Coleoptera:
Chrysomelidae), causando 100% de mortalidade na concentracdo de 5% (ALECIO et al.,
2010). Ainda, o produto Rotenat CE® apresentou efeito sobre a sobrevivéncia de adultos de
Anastrepha fraterculus Wied. (Diptera: Tephritidae), quando aplicado por contato
direto/ingestéo, ocasionando 71,6% de mortalidade (EFROM et al., 2011).

Quando comparados aos produtos fitossanitarios sintéticos os produtos
fitossanitarios naturais obtidos a partir de plantas inseticidas sdo mais vantajosos por serem
renovaveis, e ambientalmente seguros, pois sdo facilmente degradaveis. Além disso, 0

desenvolvimento da resisténcia dos insetos a estas substancias € lento, ndo apresentam efeito
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residual sobre os alimentos, sdo seguros aos operadores e de baixo custo, tornando-se uma
estratégia acessivel aos pequenos produtores (OLIVEIRA et al.,, 2007). Outro aspecto
importante da utilizacdo de produtos fitossanitarios naturais é a possibilidade de associacéo a
outros métodos de controle de insetos utilizados no Manejo Integrado de Pragas (TORRES et
al., 2006).

Contudo, além da eficiéncia no controle de pragas, € necessario que 0s
produtos fitossanitarios naturais sejam seletivos aos organismos ndo alvos, possibilitando que
entomopatdgenos, inimigos naturais e polinizadores sejam preservados (XAVIER, 2009).
Mesmo sendo mais seguros que o0s produtos fitossanitarios sintéticos, os produtos
fitossanitarios naturais também podem agir sobre os agentes de controle biolégico, bem como
apresentar efeito sobre organismos néo alvos associados as culturas (SILVA, 2010).

Entre os agentes de controle bioldgico é importante conhecer os efeitos dos
produtos fitossanitarios naturais sobre a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt). B. thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva aerébica ou facultativamente
anaerdbica, com propriedade entomopatogénica, que pode ser encontrada em praticamente
todos os ambientes (BOBROWSKI et al., 2003; PRACA et al., 2004; BRAVO; GILL,;
SOBERON, 2007). A utilizacio de bioinseticidas formulados a partir de Bt marcou o inicio da
substituicdo dos inseticidas convencionais em varias areas (POLANSCKI, 2004) e,
atualmente, é o patégeno mais bem sucedido no controle de insetos pragas (BRAVO et al.,
2011).

Isto ocorre porque Bt produz durante o processo de esporulacdo, cristais
compostos por 6-endotoxinas que sdo especificas aos insetos alvo além de serem inofensivas
aos humanos, vertebrados e plantas, e completamente biodegradaveis (BRAVO; GILL,;
SOBERON, 2007). As &-endotoxinas sdo proteinas inseticidas compreendidas em duas
familias multigénicas chamadas Cry e Cyt (MAAGD et al., 2003). Proteinas Cry sao
especificamente toxicas a insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera,
e também contra outros invertebrados como nematoides. Em contraste as toxinas Cyt sdo
encontradas, principalmente, em subespécies de Bt ativas contra dipteros (BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007).

O esporo também apresenta grande importancia na patogenicidade dessa
bactéria ja que sua parede contem proteinas com caracteristica quimica, soroldgica e
patogénica semelhantes as proteinas do cristal, além disso, os esporos sdo fundamentais para

insetos em que a suscetibilidade esta relacionada a morte por septicemia (HABIB,
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ANDRADE, 1998). Assim, a maioria dos produtos comercializados associa esporos e toxinas
com a intencdo de aumentar sua atividade toxica (POLANCZYK, 2004).

Com relagdo aos organismos ndo alvos destaca-se a abelha africanizada Apis
mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). As abelhas sdo os polinizadores mais importantes da
agricultura (KEVAN, 1999). A atividade de polinizacdo contribui para a manutencdo da
biodiversidade, e assegura a sobrevivencia de espécies de plantas, inclusive daquelas que
garantem a producdo de alimento para humanos e animais, aproximadamente 73% das
espécies agricolas cultivadas no mundo sdo polinizadas por abelhas (FAO, 2004). Esses
polinizadores tambem contribuem economicamente com a producdo de mel, propolis, cera,
polen, geleia real e apitoxinas (WOLFF, 2008).

Como a utilizagdo conjunta de produtos fitossanitarios naturais e agentes de
controle bioldgico € promissora no controle de pragas e garante sustentabilidade aos sistemas
alternativos de producdo é importante se conhecer os efeitos dessa associacdo. Com relacao
ao Bt esses produtos podem apresentar efeito negativo sobre cristais e esporos da bactéria
reduzindo assim a eficiéncia do entomopatégeno (SILVA et al., 2012). Ainda de acordo com
0s autores, os produtos Agro-Mos®, Biogermex®, Bovemax, Calda Bordalesa, Ecolife®,
Dalneem® e Pironim®, aplicados juntamente com os esporos de Bacillus thuringiensis subesp.
kurstaki (Btk) independente da concentracdo, afetaram negativamente as UFC/mL, enquanto
Stubble-Aid® reduziu as UFC/mL de maneira proporcional ao aumento da concentracéo do
produto. J& o produto Mattan Plus® n&o diferiu da testemunha. Dentre os produtos avaliados,
apenas a Calda Bordalesa apresentou efeito negativo sobre os cristais de Btk inibindo sua
atividade toxica.

Estudando a bioatividade dos extratos vegetais de colorau, Bixa orellana L.
(Bixaceae), jamboldo, Sygygium cumini L (Myrtaceae), uva-do-japdo, Hovenia dulcis Thunb.
(Rhamnaceae) e mamona, Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) sobre a toxicidade dos
cristais de Btk a A. gemmatalis ndo foi observado efeito negativo dos extratos sobre os cristais
da bactéria (PESSOA, 2012a).

Do mesmo modo os produtos fitossanitarios naturais podem apresentar efeitos
de repeléncia e mortalidade sobre abelhas (XAVIER, 2009). De acordo com o autor produtos
fitossanitarios naturais a base de rotenona, Derris ssp. (Leguminosae), andiroba, Carapa
guianensis Aublet (Meliaceae) extrato de alho, A. sativum, 6leos de nim, A. indica, citronela,
Cymbopogon spp. (Poaceae) e eucalipto, Eucalyptus citriodora Hook (Myrtaceae) foram
avaliados sobre operarias adultas de A. mellfera provocando mortalidade de cerca de 37%,
20%, 62%, 85%, 50% e 50%, respectivamente.
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A utilizacdo conjunta de produtos fitossanitarios naturais e Btk pode ser
vantajosa principalmente em sistemas alternativos de producdo, em funcdo dos efeitos
aditivos ou sinérgicos no controle de pragas. Entretanto, pouco se sabe sobre a interacéo
destes produtos com entomopatogenos, dentro de uma estratégia de manejo de insetos praga,
sobretudo com bactérias entomopatogénicas, bem como seus efeitos sobre polinizadores
como as abelhas A. mellifera.

Nesse sentido, surge a necessidade de se investigar o efeito dos produtos
fitossanitarios naturais sobre Btk, bem como sobre parametros biol6gicos de A. gemmatalis,
visando o aprimoramento ou o desenvolvimento de estratégias de controle de pragas. Além
disso, informacBes sobre a seletividade desses produtos as abelhas A. mellifera séo
importantes para a manutencao destes insetos, bem como do servigo de polinizacéo realizado
por eles.

Diante disto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de produtos
fitossanitarios naturais sobre A. gemmatalis, esporos e cristais de Btk e a seletividade a A.

mellifera.
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2 CAPITULO 1 - ATIVIDADE DE EXTRATOS VEGETAIS AQUOSOS SOBRE
Anticarsia gemmatalis HUBNER (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE), Bacillus
thuringiensis SUBESP. kurstaki, E SELETIVIDADE A Apis mellifera L.
(HYMENOPTERA: APIDAE)

2.1 RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a atividade de extratos vegetais aquosos de pitanga
Eugenia uniflora L. (Mirtaceae), pimenta Capsicum baccatum var. pendulum Wild.
(Solanaceae), trombeta Brugmansia suaveolens Willd. (Solanaceae) e uva-do-japdo Hovenia
dulcis Thunb. (Rhamnaceae) na concentracdo 5% sobre Anticarsia gemmatalis Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae) sobre e esporos e cristais de Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki
(Btk) Berliner e a seletividade a Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). Para esporos, 0s
tratamentos Btk + extratos vegetais e Btk, isoladamente, foram incubados em agitador
horizontal (150 rpm, 30 = 2 °C, 2 h) e, inoculados em meio de cultura agar nutriente (AN), em
placas de Petri. Foram preparadas quatro placas (repeti¢cGes), acondicionadas em cémara
climatizada (30 + 2 °C, 18 h), quantificando-se as unidades formadoras de coldnias
(UFC)/mL. Para os cristais, 0s extratos vegetais e Btk, isoladamente, &gua destilada
esterelizada (testemunha) e Btk + extratos vegetais, apds incubacdo, nas condicdes descritas
acima, foram aplicados sobre cubos de dieta artificial para A. gemmatalis, em placas de Petri,
que receberam 20 lagartas de segundo instar, cada. Foram preparadas quatro placas
(repeticdes), acondicionadas em camara climatizada (26 + 2 °C, UR: 70% * 10% e fotofase 14
h), avaliando-se a mortalidade apds, 24, 48, 72, 96 e 120 h, o percentual de empupamento e
emergéncia e o periodo ovo-adulto. A seletividade sobre A. mellifera foi avaliada
pulverizando-se os tratamentos sobre operarias e adicionando-os a pasta Candi. Como
testemunha utilizou-se respectivamente &gua destilada esterilizada e, pasta Candi pura. Em
ambos os experimentos utilizou-se 30 operarias por tratamento (repeticdo), individualizadas
em tubos de vidro (10 cm x 2,5 cm), acondicionados em camara climatizada (25 + 2 °C, U.R.
70% £ 10%, fotofase de 12 h) e a mortalidade, avaliada a uma; duas; trés; quatro; cinco; seis;
nove; 12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72 e 96 h. Verificou-se que 0s extratos de
pitanga, pimenta e uva-do-japao reduziram 100% a formagao de UFC/mL. Apenas o extrato
de pitanga afetou negativamente a atividade toxica dos cristais de Btk, causando mortalidade
acumulada de 22,89%, valor significativamente menor que o observado na testemunha Btk
(85,83%). Nenhum dos extratos afetou a mortalidade, empupamento, emergéncia e periodo
ovo-adulto de A. gemmatalis. Com relacdo aos diferentes tempos de avalicdo ndo se observou
variagcdo para 0s extratos isolados, entretanto na mistura com Btk o extrato de pitanga
retardou significativamente a mortalidade em contrapartida a mortalidade foi acelerada
significativamente pelo extrato de pimenta, para os demais ndo se observou efeito
significativo. Apenas o0 extrato de uva-do-japdo reduziu a longevidade de A. mellifera de
77,80 h na testemunha para 54,20 h quando aplicado por pulverizacdo. Quando adicionados a
pasta Candi nenhum dos extratos apresentou efeito significativo sobre a longevidade de A.
mellifera.

Palavras-chave: Bactéria entomopatogénica. Compatibilidade. Controle associado. Extratos
vegetais. Organismo néo alvo.
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2.2 ABSTRACT

This study aimed to evaluate the activity of aqueous plant extracts of cherry, Eugenia uniflora
L. (Mirtaceae), pepper, Capsicum baccatum var. pendulum Wild. (Solanaceae), trumpet,
Brugmansia suaveolens Willd. (Solanaceae) and Blueberry japan, Hovenia dulcis Thunb.
(Rhamnaceae) at a concentration of 5% Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae) and spores and crystals of Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) Berliner
and selectivity Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). For spores, the treatment plant
extracts and Btk + Btk alone were incubated on horizontal shaker (150 rpm, 30 £2 ° C, 2 h)
and inoculated onto nutrient agar plates (NA), in petri dishes. We prepared four plates
(repetitions), placed in a climatic chamber (30 = 2 ° C, 18 h), quantifying the colony forming
units (CFU) / mL. For crystals, vegetable extracts and Btk alone sterile distilled water
(control) and Btk + plant extracts after incubation under the conditions described above were
applied on cubes of artificial diet for A. gemmatalis, in Petri dishes, which received 20 second
instar larvae of each. We prepared four plates (repetitions), placed in a climatic chamber (26 +
2 °C, RH 70% + 10% and photoperiod 14 h), evaluating mortality after 24, 48, 72, 96 and
120 h, the empupament and percentage of emergence and egg-adult period. The selectivity of
A. mellifera was evaluated by spraying treatments on workers and adding them to pasta
Candi. As a control we used respectively sterile distilled water and paste Candi pure. In both
experiments, we used 30 workers per treatment (repeat), individually in glass tubes (10 cm x
2.5 cm), packed in a climatic chamber (25 £ 2 ° C, RH 70% £ 10%, photophase 12 h) and
mortality as assessed by one, two, three, four, five, six, nine, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 42, 48,
60, 72 and 96 h. It was found that the extracts of cherry, pepper and 100% blueberry japan
reduced the formation of CFU / mL. Only the cherry extract negatively affected the toxic
activity of Btk crystals, causing cumulative mortality of 22,89%, significantly lower than that
observed in the control Btk (85,83%). None of the extracts had affected the mortality
empupament, emergence and egg-adult period of A. gemmatalis. Regarding different times
evaluation no variation was observed for extracts isolated although the mix with Btk cherry
extract significantly delayed mortality in contrast, mortality was significantly accelerated by
the pepper extract, for others there was no significant effect. Just extract blueberry japan
reduced longevity of A. mellifera from 77,80 h to 54,20 h in control when applied by
spraying. When added to the extracts Pasta Candi no significant effect on the longevity of A.
mellifera.

Keywords: Entomopathogenic bacteria. Compatibility. Associated control. Plant extracts.
Non-target organism.
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2.3 INTRODUCAO

A utilizacdo de extratos de plantas representa uma estratégia viavel para a
reducdo das populacdes de insetos praga, principalmente em sistemas de producédo
autossustentaveis que requerem praticas menos agressivas, que facam parte do
agroecossitema (CAVALCANTE; MOREIRA; VASCONCELOS, 2006).

Vérios extratos de plantas ja foram avaliados sobre lepidopteros, causando
diversos efeitos como reducdo da oviposicdo (DEQUECH et al., 2009; BRUNHEROTTO;
VENDRAMIM; ORIANI, 2010; KNAAK et al., 2012), mortalidade larval (TORRES;
BARROS; OLIVEIRA, 2001; BOICA JR. et al., 2005; DEQUECH et al.,, 2009;
BRUNHEROTTO; VENDRAMIM; ORIANI, 2010), prolongamento de fases do ciclo
biologico (TORRES; BARROS; OLIVEIRA, 2001; TORRES et al., 2006; BRUNHEROTTO;
VENDRAMIM; ORIANI, 2010; KNAAK et al., 2012), inibicdo da alimentacdo (SAITO et al.,
2004); mortalidade de ovos (TORRES et al., 2006), reducdo da fertilidade e ocorréncia de
anomalias de formacao nos adultos (KNAAK et al., 2012), entre outros.

E importante salientar que o efeito inseticida dos extratos vegetais €
dependente da concentracdo do aleloquimico (GAZZONI; HOLSMEYER; HOFFMANN-
CAMPO, 1997), do estagio de desenvolvimento do inseto (GAZZONI; HOLSMEYER;
HOFFMANN-CAMPO, 1997; LIMA et al., 2010), da espécie de inseto, ou seja, da
suscetibilidade do inseto praga aos aleloquimicos presentes no extrato, bem como da espécie
vegetal utilizada e da forma de extracdo e aplicacdo (TORRES; BARROS; OLIVEIRA, 2001).

Assim estudos vém sendo desenvolvidos com objetivo de demostrar o
potencial de extratos vegetais para o controle de pragas especificas. Para Anticarsia
gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), Saito et al (2004) observaram que a espécie
Machaerium hirtum (Leguminosae) apresentam potencial como inibidora da alimentagdo de A.
gemmatalis. Os extratos de Aristolochia lagesiana (Aristolochiaceae) nos tratamentos com caule/raiz
na dosagem de 13,2 pg/inseto e folha, na dosagem de 16,8 pg/ inseto, causaram respectivamente, 67 €
60% de mortalidade (VIEIRA et al.,2009). Ainda.

Além desses, outros extratos também apresentam potencial para o controle de
lepidopteros, entre eles o extrato vegetal aquoso de pitanga, Eugenia uniflora L. (Mirtaceae)
provocou reducdo significativa na viabilidade larval que foi de 40% para larvas de Plutella
xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (TORRES; BARROS; OLIVEIRA, 2001). Ainda, a

sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) foi
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significativamente reduzida pela adicdo do alcaloide escopolamina, obtido de trombeta,
Brugmansia suaveolens Willd. (Solanaceae), a dieta artificial, sendo que na concentracdo de
2,5%, apenas 32% das larvas sobreviveram (ALVES; SARTORATTO; TRIGO, 2007).

O controle bioldgico aplicado é uma estratégia que pode ser utilizada
concomitantemente ou associada a utilizacdo de extratos vegetais no Manejo Integrado de
Pragas, com destaque para a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner, um
dos agentes mais empregados nos sistemas alternativos de producéo.

B. thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva que durante o processo de
esporulacdo produz proteinas com atividade inseticida. Essas proteinas sdo especificamente
toxicas a insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera. Além de serem
altamente especificas aos insetos alvo, sdo inofensivas aos humanos, animais vertebrados e
plantas e, completamente biodegradaveis (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). Entretanto, 0s
produtos fitossanitarios naturais podem afetar negativamente os entomopatdgenos, inibindo o
crescimento vegetativo, a esporulacdo ou causar mutacdes genéticas que podem levar a
diminuigdo da viruléncia a determinada praga (ALVES; MOINO JR; ALMEIDA, 1998), o
que pode comprometer a associacdo dos referidos métodos de controle.

Nesse sentido, a propriedade antibacteriana dos extratos vegetais de manjericdo
santo, Ocimum sanctum L. (Lamiaceae), orégano, Origanum majorana L. (Lamiaceae),
canela, Cinnamomum zeylanicum Breyn (Lauraceae) e feixo espinhoso, Xanthoxylum
armatum (Rutaceae) foi avaliada sobre B. thuringiensis, apresentando, respectivamente,
valores de 12, 8, 8 e 1 mm de diametro da zona de inibicdo, indicando a suscetibilidade da
bactéria a esses extratos (JOSHI; LEKHAK; SHARMA, 2009).

Ainda Knaak; Tagliari; Fiuza, (2010) observaram efeito positivo na interacao
de B. thuringiensis subesp. aizawai do produto comercial Xentari® com extratos vegetais de
guiné, Petiveria alliaceae L. (Phytolacaceae), gengibre, Zingiber officinale Roscoe
(Zingiberaceae), capim-limdo, Cymbopogon citratus DC Stapf (Poaceae), malva, Malva
silvestris L. (Malvaceae), carqueja , Baccharis genistelloides Person (Asteraceae) e arruda,
Ruta graveolens L. (Rutaceae) sobre lagartas de S. frugiperda. De acordo com os autores a
interacdo foi positiva, pois ocasionou uma diminui¢do no tempo letal para essa espécie, por
acelerar o processo destrui¢do das células intestinais.

Os extratos vegetais de pimenta malagueta, Capsicum frutencens L.
(Solanaceae), mamao, Carica papaya L. (Caricaceae), fumo-bravo, Solanum granuloso-
leprosum Dun. (Solanaceae), confrei, Symphytum officinale L. (Boraginaceae) e cinamomo,

Melia azedarach L. (Meliaceae) foram avaliados sobre esporos e cristais de B. thuringiensis
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subsp. kustaki (Btk) (PESSOA, 2012b). De acordo com o autor apenas o extrato de pimenta
ndo apresentou efeito negativo sobre os esporos, aumentando a formacdo das UFC/mL,
enquanto os demais extratos inibiram 100% da formacdo de UFC/mL, porém nenhum dos
extratos apresentou efeito negativo sobre a toxicidade dos cristais de Btk.

A utilizacdo concomitante ou associada de extratos vegetais e Btk para controle
de pragas é promissora, contudo informacdes a cerca da atividade de extratos vegetais sobre
Btk sdo excassas sendo, portanto, necessarios estudos para identificar os efeitos dessa
associagao visando contribuir para a maior efetividade no controle de pragas principalmente
em sistemas alternativos de producao.

Além dos efeitos sobre Btk, os extratos vegetais também podem provocar
repeléncia ou mortalidade em abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), dificultando
a préatica da apicultura e reduzindo o papel deste polinizador na natureza.

As abelhas, além de contribuirem para a manutencdo da biodiversidade por
meio do servico de polinizacdo (FAO, 2004), produzem mel, propolis, polen, geleia real, cera
entre outros produtos (XAVIER, 2009). Esses produtos sdo explorados pela atividade apicola
que é reconhecidamente importante na geracdo de emprego e renda além de servir como
forma de diversificacdo da propriedade rural, proporcionando beneficios sociais, econémicos
e ecoldgicos (SILVA; PEIXE, 2012).

Embora a utilizagdo de extratos vegetais para o controle de pragas seja menos
agressiva ao meio ambiente, pouco se sabe do seu efeito sobre organismos ndo alvos como A.
mellifera. Desse modo estudos de seletividade dos extratos vegetais a A. mellifera sdo
necessarios para a manutencao do papel desse polinizador na natureza.

Assim, esse trabalho teve o objetivo de avaliar a atividade de extratos vegetais
aquosos sobre A. gemmatalis e esporos e cristais de Btk e a seletividade a A. mellifera.

2.4 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Bioldgico da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV). Para a
realizacdo dos bioensaios, utilizou-se o produto comercial Thuricide®, formulado a partir da

bactéria Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki.
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Os ovos de A. gemmatalis foram obtidos da criacdo mantida no Laboratorio de
Controle Bioldgico da UTFPR-DV e acondicionados em camara climatizada a temperatura de
26 + 2 °C, UR: 70% + 10% e fotofase de 14 h, até as lagartas atingirem o segundo instar, para
a utilizacdo nos bioensaios.

As abelhas A. mellifera foram obtidas de coldnias do Apiario da Unidade de
Ensino e Pesquisa de Apicultura (UNEPE Apicultura) da UTFPR-DV. Quadros de postura
contendo operarias de A. mellifera africanizadas, ainda na fase de pupa, foram transportados
ao Laboratorio de Controle Bioldgico e acondicionados em sacos de papel Kraft (gramatura
50), lacrados e perfurados. Os sacos foram acondicionados em camara climatizada a
temperatura de 34 = 2 °C, U.R. de 60 + 5%, simulando o ambiente da col6nia de origem, com

a finalidade de se obter a emergéncia uniforme das operérias para a utilizacdo nos bioensaios.

2.4.1 Obtencdo dos extratos vegetais

Para a obtencdo dos extratos, foram utilizadas plantas coletadas no municipio
de Dois Vizinhos, PR (Tabela 1), as coletas foram realizadas no periodo matutino e, em
seguida, amostras desses materiais vegetais foram acondicionadas em sacos de papel Kraft
(gramtura 50) e mantidas em estufa de secagem (40 °C) por um periodo de 48 h, para a
desidratacdo. Uma exsicata de cada exemplar vegetal foi enviada ao Herbario da UTFPR-DV

para a identificacdo botanica e registro de um exemplar voucher.

Tabela 1 - Nome cientifico, familia, nome comum e partes das plantas utilizadas para obtengdo dos extratos
vegetais avaliados nos bioensaios. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR, 2012.

Nome Comum Nome Cientifico Familia Parte da planta utilizada

Capsicum baccatum var.

. Solanaceae Fruto
Pimenta dedo-de-moca pendulum
. Eugenia uniflora Mirtaceae Folha
Pitanga
Brugmansia suaveolens Solanaceae Flor
Trombeta

Uva-do-japdo Hovenia dulcis Rhamnaceae Fruto
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As plantas secas foram moidas em moinho de facas Tipo Willye, até
granulometria de 0,5 mm, obtendo-se um po fino que foi armazenado em recipiente de vidro
fechado, mantido em temperatura ambiente e protegido de luminosidade até seu uso na
elaboracdo dos extratos. Como solvente extrator foi utilizada &gua destilada esterilizada,
adicionando-se 5 g de p6 em 100 mL de agua, permanecendo por 48 h ao abrigo da luz. Em
seguida, a mistura foi filtrada em papel filtro duplo sobre um funil de Buckner conectado a
um Kitasato acoplado a uma bomba de presséo constante 1,2 kgf/cm, sendo a solugdo final
armazenada em frascos esterilizados, fechados e, conservados em refrigerador (4 °C) até a
utilizacdo nos bioensaios, sendo denominados de “extratos aquosos a 5%”. Estabeleceu-se a
concentracdo de 5% para os extratos vegetais em funcdo da viabilidade de obtencdo do
material vegetal, uma vez que concentraces maiores requerem quantidades de material

vegetal que torna inviavel o preparo do extrato.

2.4.2. Atividade dos Extratos Vegetais Aquosos Sobre a Viabilidade de Esporos de Bacillus
thuringiensis subesp. kurstaki

Pesou-se 1 mg do produto comercial Thuricide® e acrescentando-se 10 mL de
4gua destilada esterilizada obtivemos uma suspencdo na concentracdo de 2,3 x 10%
esporos/mL, a partir desta suspensdo, foram realizadas dilui¢fes sucessivas em agua destilada
esterilizada e, preparada uma suspensdo na concentragdo de 6,2 x 10° esporos/mL em frascos
Erlenmeyer com 50 mL de &gua destilada esterilizada. Com o auxilio de um micropipetador
automatico, aliquotas de 300 pL dessa suspensao foram adicionadas em frascos Erlenmeyer
contendo 50 mL de cada extrato vegetal na concentracéo original de 5%.

Para cada extrato avaliado foram preparados quatro frascos Erlenmeyer, sendo,
cada um, considerado uma repeticdo. Os frascos foram incubados em agitador horizontal (30
+ 2 °C, 150 rpm por 2 h). Previamente a incubacéo e ao término desta, foi mensurado o pH. A
partir de cada frasco, com o auxilio de um micropipetador automatico, a mistura foi inoculada
em duas placas de Petri em cinco pontos de 5 pL/ponto, na superficie do meio de cultura dgar
nutriente (AN) (ALVES; MORAES, 1998). As placas permaneceram abertas em camara de
fluxo laminar por cinco minutos para evaporacdo do excesso de agua e, em seguida foram
fechadas e acondicionadas em camara climatizada a temperatura de 30 + 2 °C, por 18 h, sendo

posteriormente quantificadas as Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL por ponto.
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Como testemunha do experimento, a suspensao de esporos foi adicionada e incubada apenas
em agua destilada esterilizada e posteriormente inoculada no meio de cultura, conforme

descrito.

2.4.3 Determinacdo da concentracdo de B. thuringiensis subesp. kurstaki para utilizagdo nos

bioensaios

A partir do produto comercial Thuricide®, na concentracéo recomendada para o
controle de A. gemmatalis (300 g/ha/100 L H,0O) foram preparadas sete suspensdes nas
concentragdes de 250, 225, 200, 175, 150, 125 e 100 g/ha/100 L H,O. Foi preparada a dieta
artificial para A. gemmatalis (GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976; modificada por
HOFFMANN-CAMPO; OLIVEIRA, MOSCARDI, 1985), ap6s a solidificacdo foram
cortados cubos de aproximadamente 1,5 cm de lado. Para cada tratamento (concentragéo)
foram preparadas quatro placas de Petri (repeticGes), com trés cubos de dieta, cada. Em cada
cubo de dieta, com auxilio de um micropipetador automatico, foram adicionados 150 pL das
suspensdes. A testemunha constou da aplicacdo de agua destilada esterilizada.

Apos a aplicacdo das concentracBes as placas permaneceram abertas em
camara de fluxo laminar, por cinco minutos, para a evaporacdo do excesso de agua, e
receberam 25 lagartas de segundo instar de A. gemmatalis cada. As placas foram fechadas e
acondicionadas em camara climatizada (27 £ 2 °C, UR: 70 = 10% e fotofase 14 h). As
avaliagdes foram realizadas ap0s 24, 48 e 72 h, quantificando-se o numero de lagartas mortas,
que eram retiradas. A confirmacdo da mortalidade das lagartas por Btk foi feita observando-se

0s sinais e sintomas, conforme Habib; Andrade (1998).

2.4.4 Atividade dos Extratos Vegetais Aquosos Sobre A. gemmatalis e Sobre Cristais de B.

thuringiensis subesp. kurstaki in vivo

Para a realizacdo do bioensaio 50 mL dos extratos vegetais na concentracéo de
5% foram colocados, separadamente em frascos Erlenmeyer. Foram preparados frascos

Erlenmeyers (tratamentos) contendo o0s extratos vegetais, a mistura da concentracdo
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predeterminada de Btk e 0s extratos vegetais, e a mistura de agua destilada esterilizada e Btk.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes (frascos), 0s
quais foram incubados em agitador horizontal (30 + 2 °C, 150 rpm por 2 h). Previamente a
incubagdo e ao término desta, foi mensurado o pH. A testemunha constou de frascos com 50
mL de &gua destilada esterilizada.

O contetdo dos frascos Erlenmeyers foi aplicado em cubos de dieta artificial
para A. gemmatalis como descrito anteriormente no item 2.4.3. Ap6s a secagem, cada placa
recebeu 20 lagartas de segundo instar de A. gemmatalis e, foram acondicionadas em camara
climatizada a temperatura de 27 £ 2 °C, UR: 70% + 10% e fotofase 14 h. Apds 72 h da
instalacdo do bioensaio as lagartas sobreviventes foram transferidas das placas de Petri para
recipientes plasticos (100 mL) contendo dieta artificial para A. gemmatalis, sem adicdo dos
tratamentos. Foram distribuidas quatro lagartas por recipiente, sendo acondicionados em
camara climatizada nas mesmas condi¢fes descritas anteriormente. As avaliacBes foram
realizadas nos tempos de 24, 48, 72, 96, 120 h, quantificando-se 0 numero de lagartas mortas,
que foram retiradas. A confirmacdo da mortalidade por Btk foi feita observando-se os sinais e
sintomas, conforme Habib; Andrade (1998).

Apbs 120 h as lagartas sobreviventes foram avaliadas diariamente observando-
se a formacdo de pupas e a emergéncia. As pupas formadas foram retiradas dos recipientes
plasticos e acondicionadas em tubos de vidro esterilizados (10 cm x 2,5 cm), retornando a
camara climatizada e mantidas por 480 h para avaliacdo da emergéncia e célculo do periodo
ovo adulto.

Com relacdo aos dados dos pardmetros percentual de empupamento e
percentual de emergéncia, avaliados para as lagartas sobreviventes, foram utilizadas duas
bases de calculos diferenciadas, denominadas de porcentagem real e relativa. Para o calculo
da porcentagem real de empupamento considerou-se o total inicial de lagartas da repeticéo,
enguanto que para a porcentagem relativa foi considerado o nimero de lagartas sobreviventes
apos 120 h da instalagdo do experimento. Da mesma forma, para os calculos de emergéncia, a
porcentagem real utiliza o total inicial de lagartas da repeticdo e para o percentual relativo, o
numero de pupas formadas em cada repetigéo.

Em ambos bioensaios (2.4.2 e 2.4.3), quando necessario, 0s dados foram
transformados em Arcoseno (Arcoseno (Raiz (x/100))) e submetidos a analise de variancia
(teste F), sendo as médias comparadas com as respectivas testemunhas pelo teste de Tukey, a
(p < 0,05), com auxilio do programa estatistico Bioestat 5.0° (AYRES et al., 2007).
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2.4.5 Atividade dos Extratos Vegetais Aquosos Sobre Operarias Adultas de A. mellifera

2.4.5.1 Pulverizagéo dos extratos vegetais

Operérias de A. mellifera recém emergidas foram acondicionadas em
recipientes plasticos, anestesiadas com CO; e transferidas para placas de Petri em grupos de
10 individuos. Em seguida, cada placa foi pulverizada com 1 mL dos extratos vegetais a 5%,
utilizando-se um aerografo acoplado a uma bomba de pressdo constante 1,2 kgf/cm. Cada
tratamento constou de 30 operdrias pulverizadas, as quais foram transferidas,
individualmente, para tubos de vidro esterilizados (10 cm x 2,5 cm), sendo cada tubo
considerado uma repeticdo, totalizando 30 repeticdes por tratamento. Os tubos foram vedados
com tecido voil, e sobre este foi fornecido alimento constituido de pasta Candi (acucar de
confeiteiro e mel) e um pedaco de algoddo embebido em &gua destilada. A testemunha
constou da pulverizacdo de agua destilada esterilizada.

Os tubos foram mantidos em camara climatizada (30 £ 2 °C, U.R. 70 + 10%,
fotofase de 12 h). A mortalidade das operarias foi avaliada a uma; duas; trés; quatro; cinco;
seis; nove; 12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72 e 96 h apos a pulverizacdo dos extratos
(BAPTISTA et al., 2009).

Os dados foram transformados em logaritmo e submetidos a analise de
sobrevivéncia e as médias comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, com

auxilio do programa estatistico Assistat (Silva, 2012).

2.4.5.2 Adicdo dos extratos vegetais em pasta Candi

Operarias de A. mellifera, recém emergidas, foram transferidas para tubos de
vidro esterilizados (repeticdes), conforme descrito no item 2.4.5.1. Os tubos foram vedados
com tecido voil, e sobre este foi fornecido alimento, que foi composto de pasta Candi
acrescida dos extratos vegetais na concentracdo de 5% (tratamentos), e um pedaco de algodéo
embebido em &agua destilada esterilizada. Foram preparadas duas testemunhas, sendo a

primeira composta por pasta Candi acrescida de &gua destilada esterilizada e a segunda
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composta de pasta Candi pura. As condi¢cdes experimentais, 0s parametros avaliados e a

analise dos dados foram os mesmos descritos no item 2.4.5.1.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Atividade dos Extratos Vegetais Aquosos sobre a Viabilidade de Esporos de B.

thuringiensis subesp. kurstaki

\erificou-se que os extratos de pimenta, pitanga e uva-do-japdo provocaram
100% de inibicdo da formacdo das UFC/mL. No entanto, o extrato de trombeta, mesmo
ocasionando reducdo de 21,50% no numero de UFC/mL, ndo apresentou diferenca

significativa em relacéo a testemunha (Tabela 2).

Tabela 2 - Nimero médio (+ EP) de UFC/mL de B. thuringiensis subesp. kurstaki, apds incubacdo (30 + 2 °C,
150 rpm, 2 h) com &gua destilada esterilizada e extratos vegetais a 5%, inoculados em meio de cultura agar
nutriente em placas de Petri e incubacdo em camara climatizada (30 + 2 °C, 18 h) e, pH inicial e final. UTFPR,
Campus Dois Vizinhos. PR. 2012.

Média 1 pH

Tratamento UFC/mL (x10%) UFC Rel. Test (%) on h
Testemunha 3,35+191a -- 7,16 6,85
Trombeta 2,63+0,15a -21,50 4,86 4,76
Pimenta 0,00£0,00b -100,00 5,16 5,05
Pitanga 0,00£0,00b -100,00 4,45 4,32
Uva-do-japdo 0,00+ 0,00 b -100,00 4,96 5,80

P 0,0004

Dados transformados em Arcoseno (Arcoseno (Raiz (x/100))). Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna ndo diferem, significativamente, entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)." Equag&o:
Média UFC/ml Trat

_ x100 -100
Meédia UFC/ml Test , sendo os valores positivos para aumento de UFC/mL e negativos para reducio

de UFC/ml em relacdo a testemunha.

Os efeitos negativos podem estar relacionados ao pH acido dos extratos, uma
vez que em todos os tratamentos, os valores de pH foram inferiores aos valores observados na

testemunha variando entre 4,32 (pitanga) e 5,80 (uva-do-japdo). Resultados semelhantes,



30

relacionados ao pH, foram observados com misturas de produtos fitossanitarios naturais
comerciais compostos por principios ativos extraidos de plantas e B. thuringiensis subesp.
kurstaki (Btk), nas quais os produtos Biogermex (pH 3,75 ) e Ecolife® (pH 3,22) reduziram de
maneira significativa as UFC/mL em 99,8% e 100%, respectivamente (SILVA, 2010).

Da mesma forma, os produtos fitossanitarios naturais Stubble-Aid®, Pironim®,
Dalneem®, Ecolife®, Biogermex® e Agro-mos®, em mistura com Btk, apresentaram pH que
variou entre 3,47 e 4,77 ocasionaram redugdo significativa na formagdo de UFC/mL em,
respectivamente, 90,7%, 49,4%, 100%, 100%, 100% e 78,1% quando utilizados na
concentracdo recomendada (SILVA et al., 2012).

Além do possivel efeito do pH, a reducdo das UFC/mL observada nesse estudo
pode estar relacionada a composicdo dos extratos, e consequentemente, ao seu modo de acao.
De acordo com Silva (2010), os metabdlitos secundarios encontrados nos extratos podem
ocasionar o impedimento da germinacdo ou a destruicdo da membrana bacteriana logo apos a
germinacéo, efeitos que se relacionam ao potencial antibacteriano dos extratos vegetais.

Nesse sentido, em avaliacdo das propriedades antibacterianas dos extratos
vegetais de manjericdo Ocimum sanctum L. (Lamiaceae), manjerona Origanum majorana, L.
(Lamiaceae), canela Cinnamomum zeylanicum Breyn (Lauraceae) e feixo-espinhoso
Xanthoxylum armatum (Rutaceae) sobre B. thuringiensis foi observado zonas de inibicdo de
12, 8, 1 e 8 mm, respectivamente, demonstrando que a bactéria foi sensivel a todos os extratos
(JOSHI; LEKHAK; SHARMA, 2009).

Os extratos de pimenta e trombeta apresentam como principais metabolitos
secundarios os alcaloides (ALVES; SARTORATTO; TRIGO, 2007; LUZ, 2007). Em estudo
da atividade antibacteriana de alcaloides obtidos a partir de guaxuma, Sida acuta Burm f.
(Malvaceae) sobre as bactérias Gram-positivas, S. aureus, Bacillus cereus, Listeria inocua e
Enterococcus faecalis e as Gram-negativas Shigella dysenteriae, Salmonella thyphi e E. coli
foi observado que as bactérias Gram-positivas apresentaram a formacao de maiores didmetros
de halo de inibicdo quando comparadas as Gram-negativas indicando a maior suscetibilidade
aos alcaloides (KAROU et al., 2005). Da mesma forma, em estudo com extrato de pimenta,
Capsicum baccatum foi observada atividade antibacteriana para as bactérias Gram-negativas
Salmonella enteritidis e E. Coli e Gram-positivas S. aureus e E. faecalis (CARVALHO;
WIEST; CRUZ, 2010). A atividade antibacteriana dos alcaloides, possivelmente esta
relacionada a sua habilidade de intercalar o DNA e impedir sua sintese atraves da inibicéo de
enzimas como a topoisomerase 11 (BONJEAN et al., 1998; COWAN, 1999).
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As bactérias Gram-positivas, como B. thuringiensis, apresentam uma estrutura
celular mais rigida, bem como uma parede celular quimicamente menos complexa e com
menor teor de lipidios em relagdo as Gram-negativas, sendo assim, mais suscetiveis aos
metabdlitos secundarios presentes nos extratos vegetais (LOGUERCIO et al., 2005).

Diferentemente dos resultados observados no presente estudo, Pessoa (2012b)
em trabalho sobre o efeito do extrato aquoso de pimenta malagueta, Capsicum frutencens L.
(Solanaceae), sobre Btk, verificou que na concentracdo de 10%, o extrato provocou um
aumento na formacdo de UFC/mL. Essa divergéncia de resultados pode ser explicada por se
tratar de duas espécies diferentes de pimenta, o0 que possivelmente tenha causado uma varigédo
na presenca das substancias bioativas.

A uva-do-japdo apresenta em seus pseudofrutos saponinas, flavonoides e
alcaloides (WANDSCHEER et al. 2011). Os flavonoides sdo compostos derivados do
metabolismo secundério das plantas sintetizados em resposta a infec¢des bacterianas, devido a
isso sua atividade como substancia antibacteriana foi constatada para diversos micro-
organismos (COWAN 1999; CUSHNIE; LAMB 2005). De acordo com Tsuchiya et al. (1996),
os flavonoides tém capacidade de inativar proteinas extracelulares bem como ocasionar o
rompimento da membrana. Cushine; Lamb (2005) descrevem também o efeito de varios
flavonoides na inibicdo da sintese de acidos nucleicos, inibicdo do metabolismo de energia e
alteracdo nas funces da membrana plasmaéticas de células bacterianas.

Dois flavonoides isolados de tamargeira Tamarix gallica L. (Tamaricaceae),
apresentaram atividade antibacteriana contra E. coli e S. aureus, com halos de inibi¢do que
aumentaram proporcionalmente ao aumento da concentracdo de flavonoides, demonstrando o
efeito dos flavonoides sobre essas bactérias (LEFAHAL et al., 2010).

No que se refere a pitanga, os principais fitoquimicos encontrados nas folhas,
parte vegetal utilizada no presente estudo para a obtencdo dos extratos, sdo os flavonoides e
taninos (AURICCHIO et al., 2007). O extrato vegetal hidroalcodlico dessa planta apresentou
atividade bacteriana contra as bactérias Gram-negativas E. coli, P. mirabilis, S. sonnei e
contra as Gram-positivas S. pyogenes e S. aureus, com halos de inibicao de 14, 32, 34, 28 e 24
mm de didmetro, respectivamente (GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005).

Os taninos isolados do arbusto espinhoso Dichrostachys cinerea Wight et Arn.
(Fabaceae), apresentaram atividade contra as bactérias Gram-negativas S. boydii, Shigella
flexneri, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, e contra a bactéria Gram-positiva S. aureus com
concentragdes inibitérias minimas de 4,5, 4,0, 50, 55 e 55 mg/mL respectivamente
(BANSO; ADEYEMO, 2007). De acordo com Scalbert (1991), as propriedades
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antimicrobianas dos taninos se devem aos diferentes mecanismos de acdo que incluem a
inibicdo das enzimas extracelulares microbianas, a privacdo do substrato necessario para o
crescimento microbiano, a acdo direta sobre 0 metabolismo através da inibicao da fosforilacdo

oxidativa e ainda a complexacéo de ions metélicos, principalmente o ferro.

2.5.2 Atividade dos Extratos Vegetais Aquosos Sobre A. gemmatalis e sobre Cristais de B.

thuringiensis subesp. kurstaki in vivo

A concentracdo de Btk utilizada para a realizacdo dos bioensaios de atividade
dos extratos vegetais sobre a toxicidade dos cristais de Btk e sobre A. gemmatalis foi de 50 g
de Btk/ha/100 L H,O, ou seja, metade da menor concentracdo avaliada em bioensaio
preliminar. Optou-se por esta concentracdo, pois todas as concentracdes avaliadas no
bioensaio preliminar causaram mortalidade superior a 80%.

Para os extratos vegetais aplicados isoladamente, a mortalidade acumulada
para A. gemmatalis ndo diferiu significativamente da testemunha absoluta, indicando que os

extratos ndo apresentam efeito sobre a sobrevivéncia das lagartas do referido inseto (Tabela 3).
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Tabela 3 - Porcentagem média (+ EP) da mortalidade de lagartas de segundo instar de Anticarsia gemmatalis causada por extratos vegetais a 5%, isoladamente e, misturados
com Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki em diferentes tempos e mortalidade acumulada, apds incubacéo (30 £ 2 °C, 150 rpm, 2 h) e pH inicial e final. Temperatura 27 + 2
°C. 14 h de fotofase e U.R. de 70 + 10%. UTFPR. Cambus Dois Vizinhos. PR. 2012.

Tratamento Tempo h - pH
24 48 72 96 120 Mortalidade acumulada p Oh 2h
Testemunha 2,50 £ 2,50 Aa 125+125Ab 0,00£000Ab 250+144Aa 125+1,25Aa 750+£595b 0,7387 8,14 8,53
Trombeta 0,00 + 0,00 Aa 0,00£0,00Ab 1,32+132Ab 125+125Aa 0,00+0,00Aa 257+148b 0,5750 4,56 4,5
Btk' 250+250Ba 3569+817Aa 4125+515Aa 6,39+121Ba 0,00+0,00Ba 85,83+ 3,23 a 0,0001 7,12 6,96
Trombeta+Btk  0,00+0,00Ba 33,09+860Aa 3250+1250Aa 3,75+239Ba 0,00+0,00Ba 69,34 £ 9,62 a 0,0000 460 454
p 0,5912 0,0001 0,0001 0,1880 0,5912 0,0001
Testemunha 2,50 + 2,50 Aa 125+125Ab 0,00+000Ab 250+144Aa 125+1,25Aa 750+595b 0,7387 8,14 8,53
Pitanga 2,50+ 1,44 Aa 0,00£0,00Ab  125+125Ac 250+250Aa 125+1,25Aa 750+595b 0,7387 4,83 4,78
Btk 250+250Ba 3569+817Aa 4125+515Aa 6,39+121Ba 0,00+0,00Ba 85,83+ 3,23 a 0,0001 7,12 6,96
Pitanga +Btk 1,32+ 1,32 Ba 0,00£0,00Bb 19,08+6,99Ab 250+144Ba 0,00+0,00Ba 22,89+ 7,64 b 0,0007 4,87 4,85
p 0,9582 0,0001 0,0001 0,2577 0,5912 0,0001
Testemuha 2,50 + 2,50 Aa 125+125Ac 0,00+0,00Ab 250+144Aa 125+1725Aa 7,50+595b 0,7387 8,14 8,53
Pimenta 0,00 + 0,00 Aa 125+125Ac 000+000Ac 250+144Aa 0,00+0,00Aa 3,75+1,25b 0,1987 536 5,38
Btk 250+250Ba 3569+817Ab 4125+515Aa 6,39+121Ba 0,00+0,00Ba 85,83+ 3,23 a 0,0001 7,12 6,96
Pimenta +Btk 3,75+239Ca 70,72+555Aa 19,14+462Bb 125+125Ca 0,00+0,00Ca 94,87 +2,96 a 0,0001 540 540
p 0,6021 0,0001 0,0001 0,1290 0,4277 0,0001
Testemuha 2,50 £ 2,50 Aa 1,25+125Ab 0,00+0,00Ab 250+144Aa 125+1,25Aa 750+595b 0,7387 8,14 853
Uva-do-Japéo 0,00 £ 0,00 Aa 0,00+ 0,00 Ab  0,00+0,00 Ab 0,00+0,00 Ab 0,00+0,00 Aa 0,00 £0,00b 0,8332 559 6,01
Btk 250+250Ba 3569+817Aa 4125+515Aa 6,39+121Ba 0,00+0,00Ba 85,83+3,23a 0,0001 7,12 6,96
Uva-do-Japdo +Btk 125+125Ba 38,33+167Aa 32,08+125Aa 6,19+240Ba 0,00+0,00Ba 77,85+4,13a 0,0001 568 6,02
p 0,7868 0,0001 0,0001 0,0188 0,4277 0,0001

Dados transformados em Arcoseno (Arcoseno (Raiz (x/100))). Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05); *Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki
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Em avaliagdo do efeito inseticida de extratos vegetais aquosos sobre A.
gemmatalis, foi observado que os extratos de cinamomo Melia azedarach L. (Meliaceae), e
fumo-bravo Solanum granuloso-leprosum Dun. (Solanaceae), ocasionaram mortalidade de
69,30% e 76,92%, respectivamente, diferindo, significativamente, da testemunha (34,62%),
demonstrando o potencial inseticida desses extratos (PESSOA, 2012b).

No presente estudo o extrato de pitanga, bem como os demais, ndo apresentou
efeito sobre a sobrevivéncia das lagartas de A. gemmatalis. Entretanto, em estudo sobre o
efeito de extratos aquosos de plantas sobre P. xylostella, observou-se que o0 extrato aquoso de
pitanga causou 60% de mortalidade em larvas (TORRES; BARROS; OLIVEIRA, 2001).

Essa variacdo de resultados esta relacionada a diferenca de suscetibilidade, pois
de acordo com Torres, Barros e Oliveira (2001), a suscetibilidade dos insetos pragas aos
extratos vegetais € dependente da estrutura e espécie vegetal avaliada, bem como da espécie
de inseto alvo.

O extrato de folhas de pitanga apresenta metabdlitos secundarios como
flavonoides e taninos (AURICCHIO et al., 2007). O efeito dos taninos sobre os insetos esta
relacionado a sua capacidade de ligar-se a proteinas no intestino e inibir sua digestdo, além de
outros mecanismos de agdo como inibicdo da alimentagéo, reducéo na eficiéncia de utilizacao
dos nutrientes e formacéo de lesdes na camada epidérmica do intestino médio (BARBEHENN;
MARTIN, 1994).

Com relacdo a uva-do-japao, Wandscheer et al. (2011) observaram a presenca
de saponinas, flavonoides e alcaloides em extratos de pseudofrutos. Em estudo sobre o efeito
de saponinas obtidas a partir de raizes de alfafa, Medicago sativa L., (Fabaceae) sobre
Spodoptera littoralis Boisd. (Lepidoptera, Noctuidae) foi verificado para as concentracdes de
1 ppm e 100 ppm mortalidade total de larvas e pupas de 68% e 90%, respectivamente (ADEL,;
SEHNAL,; JURZYSTA, 2000). De acordo com os autores o efeito das saponinas esta
relacionado a reducdo da digestibilidade do alimento ingerido, influenciando na absorc¢do dos
nutrientes. Citam, ainda, a inibicdo de enzimas digestivas e a interferéncia no metabolismo do
esterol, prejudicando a producao dos horménios que controlam a ecdise nos insetos.

Os extratos de pimenta e trombeta apresentam como principais metabdlitos
secundarios os alcaloides (ALVES; SARTORATTO; TRIGO, 2007; LUZ, 2007). Em estudo
realizado com os alcaloides harmalina e ricinina e seu efeito sobre Spodoptera exigua Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae), foi observado que a harmalina e a ricinina, no oitavo dia de
avaliacdo, causaram mortalidade de 93,33 e 82,11%, respectivamente (RIZWAN-UL-HAQ et
al., 2009).
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A auséncia de efeito sobre a sobrevivéncia das lagartas de A. gemmatalis para
0s extratos de trombeta, pitanga, pimenta e uva-do-japdo, avaliados no presente estudo,
possivelmente também esteja relacionada a forma de obtencdo dos extratos, mais
precisamente ao solvente utilizado. Para este estudo utilizou-se agua destilada esterilizada
como solvente, assim a utilizagdo de outros solventes possa extrair de forma mais eficiente os
metabdlitos secundarios presentes nas partes das plantas utilizadas na obtencdo dos extratos.

De acordo com Torres; Barros; Oliveira (2001), a suscetibilidade de insetos
pragas aos aleloquimicos obtidos de extratos vegetais apresentam variacdes em funcdo da
forma como sdo extraidos. A diferenca na capacidade de extragdo de alguns solventes foi
demonstrando por Gongalves-Gervasio (2003) em estudo do efeito de extratos orgénicos e
aquoso de Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) sobre Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae). De acordo com o autor, 0 extrato cloroférmico foi mais eficiente que os extratos
etandlico, metandlico, aquoso e hexanico.

Com relagdo ao efeito dos extratos sobre Btk, verificou-se que trombeta,
pimenta e uva-do-japdo ndo apresentaram efeito negativo sobre a toxicidade dos cristais, ja
gue a mortalidade acumulada para as misturas foi respectivamente de 69,34%, 94,87% e
77,85%, ndo diferindo significativamente da testemunha Btk (85,83%). No entanto, o extrato
de pitanga em mistura com Btk inibiu a acdo dos cristais proteicos, uma vez que houve
reducdo significativa na mortalidade acumulada das lagartas de A. gemmatalis (22,89%), em
comparagdo com a testemunha Btk, isoladamente (85,83%) (Tabela 3).

A auséncia de efeito negativo sobre a toxicidade dos cristais de Btk também foi
observada para extratos vegetais de colorau, Bixa orellana L. (Bixaceae), jamboldo, Sygygium
cumini L. (Myrtaceae), uva-do-japdo, H. dulcis e mamona, Ricinus communis L.
(Euphorbiaceae), avaliados sobre A. gemmatalis (PESSOA, 2012a).

Em estudo do efeito de extratos vegetais de pimenta malagueta, C. frutencens,
mamao, C. papaya, fumo-bravo, S. granuloso-leprosum, confrei, S. officinale e cinamomo, M.
azedarach sobre cristais de Btk foi observado que nenhum dos extratos apresentou efeito
negativo sobre a toxicidade dos cristais de Btk (PESSOA, 2012b).

Conforme descrito anteriormente, os extratos de pimenta, trombeta e uva-do-
japdo apresentam entre seus principais metabdlitos secundarios os alcaloides. O efeito dos
alcaloides harmalina (H) e ricinina (R), isoladamente e combinados com Bt sobre S. exigua
foram avaliados por Rizwan-ul-haq et al. (2009). De acordo com os autores, isoladamente, a
H e a R, ambas na concentragdo de 1,0 mg/mL, no oitavo dia de avaliagdo, provocaram

mortalidade de 93,33% e 82,11%, respectivamente. Entretanto, na mistura H + Bt a
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mortalidade chegou a 96% no quinto dia de avaliacdo e na mistura de R + Bt foi de 87,82%
no sétimo dia, observando-se para a mistura um aumento na porcentagem de mortalidade de
S. exigua em menor tempo de exposicdo. Tais resultados corroboram com os observados neste
estudo, reafirmando que os alcaloides ndo apresentaram efeito negativo sobre B. thuringiensis.

Todos os extratos utilizados apresentaram pH &cido, que variou entre 4,60 e
5,68, de modo que a inibicdo da acdo toxica dos cristais observada para o extrato de pitanga
ndo deve estar relacionada a esse fator.

Diante do exposto o efeito negativo do extrato de pitanga sobre a atividade das
proteinas do cristal pode estar relacionado aos compostos constituintes desse extrato. Conforme
descrito anteriormente, o extrato de folhas de pitanga apresenta flavonoides e taninos
(AURICCHIO et al., 2007).

De acordo com Lord; Undeen (1990) os taninos geralmente apresentam a
capacidade de se ligar as proteinas de B. thuringiensis, principalmente as d-endotoxinas e
enzimas, podendo provocar perda de eficiéncia. Isso pode ser observado quando o efeito de
taninos foi avaliado sobre a toxicidade de B. thuringiensis subesp. kurstaki HD-73 para larvas
de Heliothis virescens F. (Lepidoptera: Noctuidae) de modo que na auséncia de taninos a CLso
foi de 27,0 ng/g enquanto que na mistura com taninos na concentracdo de 3,2 mg/g a CLs foi
de 59,1 ng/g demonstrando que a atividade da &-endotoxina foi antagonizada, ou
possivelmente tenha sido inativada (NAVON; HARE; FEDERICI, 1993).

Quando o extrato de pitanga foi adicionado a dieta artificial de A. gemmatalis
provocou o escurecimento da dieta, 0 que remete a presenca de taninos no extrato, ja que, de
acordo com Navon, Hare, Federici (1993), a adicdo de diferentes concentracBes de taninos a
dieta artificial para H. virescens também provocou o escurecimento da dieta. A presenca dos
taninos na dieta artificial pode ter provocado, entre outros efeitos ja citados anteriormente, a
inibicdo da alimentacdo (BARBEHENN; MARTIN, 1994), contribuindo assim, para a
reducdo da ingestdo dos cristais de Btk.

Com relagdo ao tempo de mortalidade, os resultados demonstram que para 0s
extratos, isoladamente, ndo houve diferenga significativa de mortalidade entre os tempos. Na
mistura com Btk para os extratos de trombeta e uva-do-japdo as maiores mortalidades foram
observadas nos tempos de 48 h e 72 h, sem diferenca significativa entre estes tempos, 0
mesmo se observa para Btk isoladamente, demonstrando que os extratos ndo apresentaram
efeito sobre os cristais. Na mistura do extrato de pitanga com Btk a maior mortalidade
(19,08%) foi observada no tempo de 72 h, diferindo significativamente do Btk isoladamente

nesse tempo (41,25%), o que evidencia a inativagdo de Btk.
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Para a mistura do extrato de pimenta com Btk, observou-se diferenca
significativa entre os tempos de avaliacdo, de modo que a maior mortalidade ocorreu no
tempo de 48 h (70,72%) diferindo significativamente de Btk isoladamente para este tempo
(35,69%). A acdo mais rapida do entomopatdgeno quando misturado ao extrato de pimenta,
pode estar relacionado ao efeito estressor do extrato que pode ter levado a praga a adquirir
doencas infecciosas, tornando-a mais suscetivel as toxinas de Btk (SAITO; LUCHINI, 1998).

Com relacdo aos dados dos parametros percentual de empupamento e
percentual de emergéncia, avaliados para as lagartas sobreviventes, foram utilizadas duas
bases de célculos diferenciadas, denominadas de porcentagem real e relativa. Isto foi
necessario devido aos elevados percentuais de mortalidade observados nos tratamentos com
Btk e, consequentemente o reduzido nimero de pupas formadas nesses tratamentos, o que
impossibilitou também a realizacdo da andlise estatistica para estes parametros.

Nenhum dos extratos vegetais apresentou efeito sobre a formacao de pupas de
A. gemmatalis, sendo que os valores do percentual real de empupamento foram de 73,65%,
60,00%, 60,00%, 53,75% para 0s extratos de trombeta, pitanga, pimenta e uva-do-japdo
respectivamente, ndo diferindo significativamente da testemunha (60,27%). Valores proximos
a esses podem ser observados também no percentual relativo de empupamento, sendo
respectivamente de 75,52%, 66,35%, 63,16%, 57,17% e testemunha 66,90% (Tabela 4).



Tabela 4 - Porcentagem média (£EP) de empupamento e emergéncia real e relativa e periodo ovo-adulto de Anticarsia gemmatalis tratada com extratos vegetais aquosos a
5% isoladamente e, misturados com Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki. Temperatura 26 + 2 °C, 12 h de fotofase e U.R. de 70 = 10%. UTFPR, Campus Dois Vizinhos,

PR, 2012.
Tratamento Tit % vivos? % mortos® Total real de , TotaJ rgal de , Total relativo ; Total (elqtivo de6 Periodo Qvo-7
empupamento (%) emergéncia (%) empupamento (%) emergéncia (%) Adulto (dias)
Testemunha 20 92,40 7,60 60,27 + 3,55 a 38,61 +3,06a 66,90 64,29 24,00
Trombeta 20 97,40 2,60 73,65+2,70a 4454 +11,88 a 75,52 59,87 23,00
Btk® 20 14,20 85,80 10,41 +£4,73b 6,39+3,13b 62,50 52,08 28,33
Trombeta +Btk 20 30,70 69,30 10,13+ 3,54 b 5,07+2,04b 53,13 37,05 28,33
p 0,0001 0,0014
Testemunha 20 92,50 7,50 60,27 £ 3,55 a 38,61 + 3,06 a 66,90 64,29 24,00
Pitanga 20 92,50 7,50 60,00+9,79a 4125+1231a 66,35 56,03 23,10
Btk 20 14,20 85,80 10,41 +£4,73b 6,39+3,13b 62,50 52,08 28,33
Pitanga +Btk 20 77,10 22,90 56,91+6,40a 21,38 +4,15ab 80,45 38,08 28,21
p 0,0007 0,0057
Testemunha 20 92,50 7,50 60,27 £+ 3,55a 38,61 +3,06a 66,90 64,29 24,00
Pimenta 20 96,20 3,80 60,00 + 13,38 a 41,25+ 10,08 a 63,16 68,08 24,21
Btk 20 14,20 85,80 10,41+£4,73b 6,39+3,13b 62,50 52,08 28,33
Pimenta +Btk 20 5,10 94,90 5,13+£296 b 250+25b 50,00 25,00 28,00
p 0,0005 0,0004
Testemunha 20 92,50 7,50 60,27 + 3,55a 38,61 +3,06a 66,90 64,29 24,00
Uva-do-Japéo 20 100,00 0,00 53,75+ 11,43a 22,50 + 5,95 ab 57,17 39,08 23,24
Btk 20 14,20 85,80 10,41+4,73b 6,39+3,13Db 62,50 52,08 28,33
Uva-do-Japédo +Btk 20 22,10 77,90 19,76 £3,54 b 488+195b 91,67 25,00 28,00
p 0,0010 0,0013

Dados transformados em Arcoseno (Arcoseno (Raiz (x/100))). Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05). * - Total inicial - nimero de lagartas de Anticarsia gemmatalis utilizadas em cada repeticao de todos os tratamentos; * - Porcentagem de lagartas
vivas ap6s 120 h de avaliacdo; ® - Porcentagem de lagartas mortas ap6s 120 h de avaliacdo; * Percentual referente ao total inicial de lagartas de cada tratamento; °
Percentual referente ao total de lagartas vivas apés 120 h de avaliagdo; ° Percentual referente ao total de pupas formadas em cada tratamento; ” - N&o foi possivel realizar a
analise estatistica devido a insuficiéncia dos dados; ® — Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki
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Nos tratamentos com a mistura dos extratos de trombeta, uva-do-japdo e
pimenta com Btk verificou-se redugdo significativa na taxa real de empupamento, ocasionada
pela alta mortalidade larval, como comentado anteriormente, exceto para a mistura de extrato
de pitanga e Btk (56,91%) que diferiu significativamente do Btk (10,41%). Contudo o
percentual real de empupamento das lagartas de A. gemmatalis para o extrato de pitanga na
mistura com Btk ndo diferiu significativamente da testemunha (60,27%). Esses resultados
confirmam a inibigdo da atividade toxica dos cristais de Btk pelo extrato de pitanga observada
nos dados de mortalidade (Tabela 4).

Por outro lado, no que se refere ao percentual relativo de empupamento, para a
mistura dos extratos com Btk, observou-se valores de 53,13% para trombeta, 80,45% para
pitanga, 50,00% para pimenta, 91,67% para uva-do-japao e 62,50% para Btk. Esses resultados
evidenciam a auséncia de efeitos secundarios dos extratos vegetais quando associados aos
cristais de Btk sobre a formacdo de pupas, uma vez que apresentaram valores percentuais
semelhantes ao observado na testemunha absoluta (66,90%)

A interacdo entre B. thuringiensis subesp. aizawai (Xentari®) e os extratos
vegetais de guiné, Petiveria alliaceae L. (Phytolacaceae), gengibre, Zingiber officinale
Roscoe (Zingiberaceae), capim-limdo, Cymbopogon citratus DC Stapf (Poaceae), malva,
Malva silvestris L. (Malvaceae), carqueja, Baccharis genistelloides Person (Asteraceae) e
arruda, Ruta graveolens L. (Rutaceae) sobre lagartas de S. frugiperda, foi positiva uma vez
diminuiu o tempo letal para essa espécie por acelerar o processo destruicdo das células
intestinais (KNAAK; TAGLIARI; FIUZA, 2010).

Os percentuais de emergéncia real, para os extratos isoladamente, foram de
44,54% para trombeta, 41,25% para pitanga, 41,25% para pimenta e 22,50% para uva-do-
japéo, os quais ndo diferiram da testemunha (38,61%), ndo havendo influencia dos extratos
sobre a emergéncia dos adultos (Tabela 4).

Além de ndo apresentarem toxicidade direta sobre A. gemmatalis os extratos
avaliados no presente estudo, também ndo causaram efeito secundario sobre as lagartas, iSso
possivelmente deva-se a auséncia de suceptibilidade do inseto alvo aos metabdlitos presentes
no extrato ou ainda esteja relacionado a capacidade de extragdo do solvente utilizado que
resultou em baixa concentracdo dos metabolitos no extrato, conforme mencionado
anteriormente.

Diferencas na concentracdo podem ocasionar resultados diferentes para a
mesma espécie alvo avaliada conforme demonstrado por Maroneze; Gallegos (2009) para o

extrato de M. azedarach. De acordo com os autores nas concentracfes de 1,0% e 5,0% o
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extrato causou 100% de mortalidade de lagartas de S. frugiperda, contudo quando avaliado na
concentragdo de 0,1% né&o apresentou efeito significativo sobre a mortalidade e observou-se
100% de emergéncia das pupas formadas.

Para o parametro emergéncia real na mistura com Btk nenhum dos tratamentos
apresentou diferenca significativa com Btk (6,39%), observando-se valores de 5,07%, 21,38%,
2,50% e 4,88%, respectivamente para os extratos de trombeta, pitanga, pimenta e uva-do-
japéo (Tabela 4).

O reduzido numero de individuos emergidos nos tratamentos contendo Btk
impossibilitou a realizacdo da andlise estatistica para o parametro periodo ovo-adulto. Os
valores, em dias, para estes tratamentos foram de 28,33 para trombeta, 28,21 para pitanga,
28,00 para pimenta e 28,00 para uva-do-japao e 28,33 para Btk, isoladamente. Os valores do
periodo ovo-adulto, supracitados foram maiores comparando-se aos extratos, isoladamente,
sendo trombeta (23,00 dias), pitanga (23,10 dias), pimenta (24,21 dias), uva-do-japéo (23,24
dias) e testemunha (24,00 dias) (Tabela 4). De modo que isoladamente os extratos vegetais
ndo ocasionaram alteracdes expressivas nos valores de periodo ovo-adulto.

Contudo a alteracdo desse parametro foi observada para S. littoralis submetidas
a dietas contendo saponinas (ADEL; SEHNAL; JURZYSTA, 2000). De acordo com 0s
autores o periodo de desenvolvimento foi aumentado significativamente de 28,6 dias no
controle para 34,6 dias e 41,9 dias, respectivamente.

De modo semelhante o alcaloide escopolamina obtido de B. suaveolens
adicionado a dieta artificial de S. frugiperda, nas concentracdes de 0,25%, 0,5% e 2,5%,
aumentou significativamente o tempo de desenvolvimento sendo de 15,20 dias na testemunha
e de 20,62 dias, 24 dias e 24 dias, nas respectivas concentragcbes avaliadas (ALVES;
SARTORATTO; TRIGO, 2007).

O alongamento do periodo larval também foi observado para T. absoluta
alimentada com folhas de tomateiro resistente a praga, tratadas com B. thuringiensis subesp.
kurstaki. Para larvas de segundo instar observou-se periodo larval de 10,7 dias sem Btk e 12
dias com Btk (GIUSTOLIN et al. 2001).

Mesmo nédo sendo possivel a realizacdo da andlise estatistica, com base nas
diferencas entre os valores observados para o periodo ovo-adulto entre todos os tratamentos,
infere-se a atividade bioldgica de Btk na alteracdo desse pardmetro. Segundo Polanczyk
(2004), além da patogenicidade e viruléncia de B. thuringiensis aos insetos, outros aspectos
como os efeitos subletais sobre os individuos sobreviventes, embora dificeis de detectar,

certamente ocorrem e representam um importante parametro que auxilia na avaliacdo de sua
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atividade toxica.

De acordo com Torres; Barros; Oliveira (2001) o alongamento do periodo ovo-
adulto, juntamente com a mortalidade da fase larval, é um efeito fundamental para um agente
de controle, pois pode aumentar o tempo de exposicdo da praga aos inimigos naturais, e
reduzir o crescimento populacional e as populagdes subsequentes através do aumento do
tempo médio de cada geracéo.

Desse modo a eficiéncia de um agente de controle esta relacionada ao seu
efeito direto, que se constitui na mortalidade das larvas e, indiretos aumentando o tempo de
exposicao ao ataque de parasitoides, predadores e entomopatdgenos (KNAAK et al., 2012).

Além de constituirem-se em estratégia importante para 0 Manejo Integrado de
Pragas, a associacdo de extratos vegetais, também pode contribuir para o manejo da
resisténcia de insetos praga a B. thuringiensis (SILVA 2010), uma vez que o intestino dos
insetos desempenha importante papel na detoxificagdo dos produtos do metabolismo
secundario das plantas e essa habilidade pode ser afetada pelas toxinas de Btk e por isso a
capacidade do inseto em metabolizar esses produtos pode ser afetada, resultando em um
aumento da suscetibilidade a esses produtos. (GILL, 1995).

Além disso, outro possivel efeito da associacdo de Btk com extratos vegetais
esteja relacionado ao efeito estressor do extrato que pode levar a praga a adquirir doengas
infecciosas, tornando-o mais suscetivel as toxinas de Btk (SAITO; LUCHINI, 1998).

2.5.3 Atividade dos Extratos Vegetais Aquosos Sobre Operarias Adultas de A. mellifera

2.5.3.1 Pulverizacéo dos extratos vegetais

As operarias adultas de A. mellifera pulverizadas com o extrato de uva-do-
japdo apresentaram a menor longevidade (54,20 h), diferindo significativamente da
testemunha (77,80 h). Os demais extratos ndo causaram reducéo significativa da longevidade
com valores variando de 59,50 h (pitanga) a 85,90 h (trombeta). (Tabela 5).
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Tabela 5 - Longevidade em horas (x EP ) de operérias de Apis mellifera ap6s pulverizacdo de extratos vegetais a
5%. Temperatura 30 £ 2 °C, 12 horas de fotofase e U.R. de 70 + 10%. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR, 2012,

Tratamento Longevidade (h)
Testemunha 7780x7,17a
Trombeta 85,90+ 7,97 a
Pitanga 59,50 £ 5,78 ab
Pimenta 64,20 + 6,11 ab
Uva-do-japdo 54,20 £5,33 b
CV % 14,35

Dados transformados em Logaritmo. Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem

A maior toxicidade do extrato de uva-do-japdo possivelmente esteja
relacionado a presencga de saponinas, flavonoides e alcaloides (WANDSCHEER et al. 2011) e
ao modo de acdo desses compostos. O efeito das saponinas sobre insetos esta relacionado a
reducdo da digestibilidade do alimento ingerido influenciando na absorcdo dos nutrientes,
inibicdo de enzimas digestivas e a interferéncia no metabolismo do esterol prejudicando a
producdo dos hormdnios que controlam a ecdise nos insetos (ADEL; SEHNAL; JURZYSTA,
2000).

Ja os compostos fendlicos, dentre eles os flavonoides, agem sobre 0s insetos
causando a precipitacdo de proteinas que resulta no blogueio da alimentacdo, se ligam com
proteinas e enzimas digestivas inibindo a digestdo (APPEL, 1993). O autor também descreve
que a oxidacdo dos compostos fenolicos resulta na liberacdo de radicais de hidroxila que
apresentam acao toxica, pois sdo responsaveis pelo rompimento da integridade da membrana
e provocam distUrbios de metabolismo no epitélio intestinal.

O flavonoide astilbina obtido a partir de extratos de flores, pedinculos e casca
do tronco de Dimorphandra mollis Benth. (Fabaceae) e incorporados na dieta artificial de A.
mellifera reduziram, significativamente, a sobrevivéncia médias das abelhas em 12 dias para
flores e peddnculos e 8 dias para casca do tronco, enquanto a testemunha sobreviveu entre 22
e 25 dias (CINTRA et al., 2002).

Resultados semelhantes aos observados neste estudo foram verificados para o
alcaloide ricinina, obtido a partir do extrato foliar de mamona Ricinus communis L.
(Euphorbiaceae), aplicado de maneira tdpica, na concentracdo de 0,02%, sobre operérias
adultas de A. melifera, o qual ocasionou reducao significativa da sobrevivéncia média de 13
dias na testemunha para 11 dias no tratamento (ROTHER et al., 2009). De acordo com Farah

et al. (1988), o principal efeito desse alcaloide esta relacionado a inibicdo da cadeia
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respiratoria.

O efeito negativo dos alcaloides sobre insetos, principalmente da ordem
Lepidoptera, também pode ser observado para o alcaloide escopolamina sobre S. frugiperda
(ALVES; SARTORATTO; TRIGO, 2007). De acordo com os autores, a adicdo do alcaloide a
dieta artificial reduziu significativamente a sobrevivencia das larvas e aumentou o tempo de
desenvolvimento. Do mesmo modo os alcaloides harmalina e ricinina reduziram

significativamente a sobrevivéncia de lagartas de S. exigua (RIZWAN-UL-HAQ et al., 2009).

2.5.3.2 Adigéo dos extratos vegetais em pasta Candi

Nenhum dos extratos vegetais causou reducao na longevidade de adultos de A.
mellifera quando adicionados a pasta Candi, com variacdo de 83,57 h (pimenta) a 95,97 h

(uva-do-japéo) (Tabela 6).

Tabela 6 - Longevidade em horas (+ EP) de operarias de Apis mellifera apds fornecimento de pasta Céandi
acrescida de extratos vegetais a 5% . Temperatura 30 + 2 °C, 12 horas de fotofase e U.R. de 70 + 10%. UTFPR,
Campus Dois Vizinhos, PR, 2012.

Tratamento Longevidade (h)
Testemunha A 80,20+ 9,42 a
Testemunha B? 84,30+ 11,58 a

Trombeta 89,40+ 1254 a
Pitanga 86,60 + 8,88 a
Pimenta 83,57+ 13,39 a

Uva-do-japéo 95,97+1190a

CV% 20,28

Dados transformados em Logaritmo. Médias (+EP) seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Duncan (P<0,05)."Adicao de 4gua destilada esterilizada & pasta Candi; 2 Pasta Candi Pura

Em estudo do efeito do alcaloide nicotina, extraido de flores de Nicotiana spp.
(Solanaceae), adicionado a sacarose e fornecido como alimento a operarias adultas e larvas de
A. mellifera, observou-se que ndo houve efeito sobre a sobrevivéncia das abelhas, porém, para

larvas na concentracdo de 50 ppm observou-se 70% de mortalidade, diferindo
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significativamente da testemunha (35%) (SINGARAVELAN et al. 2006). Esse resultado
corrobora com o observado no presente estudo para os extratos de pimenta e trombeta, plantas
também pertencentes a familia Solanaceae, e que apresentam como metabdlitos principais 0s
alcaloides.

Por outro lado, o alcaloide ricinina, isolado a partir do extrato foliar de
mamona adicionado a pasta Candi nas concentracbes de 0,05% e 0,1% reduziu
significativamente a sobrevivéncia, sendo de 15 dias, em ambas as concentracdes, enquanto
que para a testemunha a longevidade foi de 18 dias (ROTHER et al., 2009). Conforme citado
anteriormente esse alcaloide atua como inibidor da cadeia respiratéria (FARAH et al. 1988).
Rother et al. (2009), utilizaram o alcaloide ricinina puro, 0 que possivelmente explica essa
variacdo de resultados.

E importante salientar que além da usatilizacio de produtos que apresentem
seletividade fisioldgica, ou seja, produtos que sejam indcuos as abelhas, também se garanta a
seletividade ecoldgica. Esta se d& por meio da aplicacdo dos extratos vegetais ao final do
periodo da tarde, horario em que as abelhas apresentam uma menor taxa de forrageamento, do
fechamento da colmeia e da realizacdo da alimentacdo artificial durante as pulverizacdes
(FOERSTER, 2002; XAVIER 2009).

Os extratos avaliados no presente estudo ndo apresentaram efeito direto sobre o
desenvolvimento de A. gemmatalis, contudo isso ndo implica em descartar essas plantas, pois
as mesmas apresentam metabdlitos secundarios com conhecido efeito inseticida. Assim
possivelmente a agua como solvente extrator no presente estudo, pode ndo ter extraido os
metabdlitos em concentracdo suficiente ou entdo a concentragdo utilizada nao foi suficiente.
De modo que, resultados diferentes podem ser obtidos a partir da utilizacdo de outras
concentragfes ou outros solventes para a extracdo dos metabolitos secundarios.

A associagdo dos extratos vegetais de trombeta, pimenta e uva-do-japdo com
Btk néo afetou a toxicidade dos cristais, diferentemente do observado para esporos. De acordo
Silva et al. (2012), a decisdo de fazer uso de um entomopatdgeno deve levar em consideracao
ndo somente sua capacidade de reduzir a populacdo do inseto-alvo, mas também a
persisténcia no ambiente. Embora se tenha conhecimento que Btk ndo é um patdgeno
epizodtico, é importante destacar que a utilizacdo conjunta de todos os extratos avaliados
neste estudo pode comprometer a reciclagem da bactéria em campo, pois 0s mesmos afetaram
negativamente 0s esporos.

Contudo, a associacdo de todos os extratos vegetais com Btk resultou em um

efeito subletal importante, o alongamento do periodo ovo-adulto de A. gemmatalis. De acordo
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com Polanczyk (2004), os efeitos subletais de B. thuringiensis representam um importante
parametro que auxilia na avaliacdo de sua atividade toxica.

Assim a associacao dos extratos vegetais de trombeta, pimenta e uva-do-japao
com Btk, mesmo afetando os esporos, pode ser positiva no controle de insetos praga, pois 0s
extratos ndo apresentam efeito negativo sobre os cristais de Btk e a utilizagdo conjunta
provoca o alongamento do periodo ovo-adulto que segundo Torres, Barros; Oliveira (2001)
esse alongamento aumenta o tempo de exposi¢do da praga aos inimigos naturais, reduz o
crescimento populacional e as populagcfes subsequentes.

Contudo torna-se necessario o desenvolvimento de outras pesquisas a campo
para que se possa verificar se o efeito sobre os esporos observado em laboratdrio representa
um obstaculo para a utilizacdo conjunta dos extratos vegetais de trombeta, pimenta e uva-do-
japdo com Btk para o controle de insetos praga.

E importante resaltar também que apenas o extrato de uva-do-japao foi toxico a
operérias adultas de A. mellifera quando aplicado por pulverizagdo. Assim o extrato de uva-
do-japdo ndo deve ser utilizado para o controle de pragas pois nao foi seletivo a A. mellifera.

Ainda com relacdo a seletividade dos demais extratos sugere-se a realizacao de
novos experimentos que avaliem os efeitos sobre as abelhas em ambiente de campo, os efeitos
sobre a estruturacdo da col6nia e a toxicidade para operarias em diferentes idades, pois
mesmo ndo sendo toxicos a operdarias adultas diferentes efeitos podem ser observados sobre

€SSeS parémetros.

2.6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

Nenhum dos extratos avaliados apresentou efeito inseticida para A. gemmatalis.

Os extratos de pitanga, pimenta e uva-do-japao com B. thuringiensis subesp.
kurstaki inibiram formacédo de UFC/mL.

A toxicidade dos cristais de Btk foi afetada apenas pelo extrato de pitanga.

O extrato de uva-do-japdo foi toxico aos adultos de A. mellifera quando
pulverizado.

Nenhum dos extratos vegetais apresentou efeito toxico aos adultos de A.

mellifera quando adicionados a pasta Candi.
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3 CAPITULO Il - ATIVIDADE DE PRODUTOS FITOSSANITARIOS NATURAIS
COMERCIAIS SOBRE Anticarsia gemmatalis HUBNER (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE), Bacillus thuringiensis SUBESP. kurstaki E SELETIVIDADE A Apis
mellifera L. (HYMENOPTERA: APIDAE)

3.1 RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar o efeito dos produtos fitossanitarios naturais comerciais
(PFNC) Natuneem®, Natualho®, Pironat®, Rotenat® e Calda Bordalesa, na concentragio
recomendada pelo fabricante, sobre Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)
esporos e cristais de Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki (Btk) e a seletividade a Apis
mellifera. A atividade sobre os esporos foi avaliada misturando-se Btk e os PFNC e Btk e
agua destilada esterilizada (testemunha) incubando-se em agitador horizontal (150 rpm, 30 *
2 °C, 2 h) e, em seguida inoculando-se em meio de cultura agar nutriente (AN) em placas de
Petri. Para cada tratamento foram preparadas quatro placas (repeti¢es), que foram
acondicionadas em camara climatizada (30 £ 2 °C, 18 h), quantificando-se as unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL. Para os cristais, os tratamentos constaram de PFNC puros,
agua destilada esterilizada (testemunha), Btk e a mistura de cada PFNC com Btk que depois
de incubados, nas mesmas condicOes descritas acima, foram aplicados sobre cubos de dieta
artificial para A. gemmatalis, em placas de Petri que receberam 20 lagartas de segundo instar.
Para cada tratamento foram preparadas quatro placas (repeticdes) as quais foram
acondicionadas em camara climatizada (26 + 2 °C, UR: 70% + 10% e fotofase 14 h)
avaliando-se a mortalidade apds 24, 48, 72, 96 e 120 horas, 0 percentual de empupamento,
emergéncia e duracdo do periodo ovo-adulto. A seletividade sobre A. mellifera foi avaliada
pulverizando-se os PFNC sobre grupos de 10 operérias e adicionando-os ao alimento
constituido de pasta Candi. Em ambos os experimentos foram utilizadas 30 operéarias por
tratamento (repeti¢do), individualizadas em tubos de vidro e, para as respectivas testemunhas
utilizou-se a pulverizacdo de agua destilada esterilizada, e a adi¢do de pasta Candi pura ou
acrescida de agua destilada esterilizada, no segundo experimento. Os experimentos foram
mantidos em camara climatizada (25 + 2 °C, U.R. 70% + 10%, fotofase de 12 h) e a
mortalidade das operarias avaliada a uma; duas; trés; quatro; cinco; seis; nove; 12; 15; 18; 21;
24; 30; 36; 42; 48; 60; 72 e 96 horas. Observou-se que 0s produtos Natuneem® e Rotenat®
aumentaram as UFC/mL em 140,00% e 123,20%, respectivamente, os demais produtos ndo
diferiram significativamente da testemunha. Apenas a Calda Bordalesa afetou a atividade
toxica dos cristais de Btk causando mortalidade acumulada de 2,50% percentual
significativamente menor que o observado na testemunha Btk (98,68%). Apenas a Calda
Bordalesa e o Natualho® reduziram signicficativamente o empupamento, e a Calda Bordalesa
e o Natuneem® reduziram significativamente a emergéncia, os demais parametros néo foram
afetados. Para A. mellifera ndo se observou variagcfes significativas na longevidade para as
duas formas de aplicacdo avaliadas.

Palavras-chave: Bactéria entomopatogénica. Controle associado. Compatibilidade. Produtos
comerciais. Organismo néo alvo.
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3.2 ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of natural commercial products phytosanitary (NCPP)
Natuneem® Natualho®, Pironat®, Rotenat® Bordeaux mixture, the concentration
recommended by the manufacturer of Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae), spores and crystals of Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) and the
selectivity to Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). The activity on the spores was
evaluated by mixing Btk and NCPP and Btk and sterile distilled water (control) and incubated
on horizontal shaker (150 rpm, 30 + 2 ° C, 2 h), then inoculated in the midst of nutrient agar
(NA) in Petri dishes. For each treatment were prepared four plates (repetitions), which were
placed in an incubator (30 £ 2 ° C, 18 h), quantifying the colony forming units (CFU) / mL.
For crystals, treatments consisted of NCPP pure, sterile distilled water (control), Btk and mix
with each NCPP Btk that after incubated in the same conditions described above were applied
to artificial diet cubes A. gemmatalis in Petri dishes receiving 20 second instar larvae. For
each treatment were prepared four plates (repetitions) which were placed in an incubator (26
+2°C, RH 70% + 10% and photoperiod 14 h) evaluating mortality after 24, 48, 72, 96 and
120 hours, the percentage of empupament, emergency and duration of the egg-adult. The
selectivity of A. mellifera was evaluated by spraying the NCPP on groups of 10 workers and
adding them to food consisting of pasta Candi. In both experiments, 30 workers were used per
treatment (repetition) in individual glass tubes, and to the respective controls, we used the
spray of sterile distilled water, and adding pure pulp or Candi plus sterile distilled water, the
second experiment. The experiments were kept in an incubator (25 + 2 ° C, RH 70% % 10%,
12-h photoperiod) and mortality of workers assessed a, two, three, four, five, six, nine, 12, 15;
18, 21, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72 and 96 hours. It was observed that products Natuneem® and
Rotenat® increased the CFU / mL 140,00% and 123,20% respectively and the other products
did not differ significantly from the control. Just Bordeaux mixture affected the toxic activity
of Btk crystals causing cumulative mortality of 2,50% percentage significantly lower than that
observed in the control Btk (98,68%). Just Bordeaux mixture and Natualho® the reduced
significantly the empupament, Bordeaux mixture and Natuneem® significantly reduced the
emergence, the other parameters were not affected. To A. mellifera there was no significant
variation in longevity for both forms of application evaluated.

Keywords: Entomopathogenic bacteria. Associated control. Compatibility. Commercial
products. Non-target organism.
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3.3 INTRODUCAO

O estado do Parana é o segundo maior produtor de organicos do Brasil e uma das
principais culturas € a soja (SEIM, 2009). Nesses sistemas alternativos de produgdo o controle
de pragas, entre elas a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae), pode ser realizado por meio da adocdo de estratégias importantes como a
utilizacdo de produtos fitossanitarios naturais, obtidos a partir de substancias secundarias,
presentes em plantas inseticidas (VASCONCELOS; JUNIOR; BARROS, 2006) e agentes de
controle biolégico (PENTEADO, 2007).

Com relacédo aos produtos fitossanitarios naturais, poucas séo as informacoes a
respeito dos seus efeitos sobre A. gemmatalis. Entre os agentes de controle bioldgico, destaca-
se Bacillus thuringiensis. Essa bactéria Gram-positiva produz proteinas inseticidas,
especialmente toxicas a insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera
(BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). Sendo o patégeno mais bem sucedido no controle de
insetos praga (BRAVO et al., 2011).

Os produtos fitossanitarios naturais apresentam como vantagem a possibilidade
de serem utilizados em associacdo com outros métodos de controle de insetos, principalmente
o controle bioldgico, utilizados no Manejo Integrado de Pragas (TORRES et al., 2006; SILVA
et al., 2012) por serem menos toxicos do que 0s produtos convencionais.

Contudo, é importante salientar que os produtos fitossanitarios podem atuar
sobre os entomopatdgenos inibindo o crescimento vegetativo e a esporulacdo, causando
mutacdes genéticas que podem levar a diminuicdo da viruléncia a determinada praga (ALVES;
MOINO JR; ALMEIDA, 1998). Nesse sentido, quando utilizados em associagdo, € importante
gue os produtos fitossanitarios naturais sejam compativeis com outras estratégias de manejo,
principalmente com o controle bioldgico (GONCALVES-GERVASIO; VENDRAMIM, 2004).

Em estudo referente ao efeito de produtos alternativos sobre esporos e cristais
do B. thuringiensis subesp. kurstaki (Btk), foi observado que os produtos Biogermex, Ecolife®,
Calda Sulfocélcica e Natural neem apresentaram efeito negativo sobre os esporos, quando
aplicados de maneira conjunta, pois reduziram significativamente a formacdo de UFC/mL .
Por outro lado, os produtos Planta Clean, Supermagro e Bion® aumentaram
significativamente o ndmero de UFC/mL, enquanto Mattan Plus, Pironim e Extrato de
Crisdntemo ndo diferiram da testemunha. Com relacdo aos efeitos sobre os cristais 0s

produtos Bion®, Planta Clean e Ecolife® foram antagonicos a acdo das toxinas dos cristais,
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enquanto que Extrato de Crisantemo, Calda Sulfocélcica, Biogermex, Mattan Plus,
Supermagro e Pironim apresentaram efeito aditivo (SILVA, 2010).

De modo semelhante, Silva et al., (2012) observaram que os produtos Agro-
Mos®, Biogermex®, Bovemax, Calda Bordalesa, Ecolife®, Dalneem® e Pironim, aplicados
juntamente com os esporos de Btk, independente da concentracdo, afetaram negativamente a
formacdo das UFC/mL, enquanto Stubble-Aid® reduziu as UFC/mL, proporcionalmente ao
aumento da concentragdo do produto. J4 o produto Mattan Plus® ndo diferiu da testemunha.
De acordo com os autores entre os produtos avaliados, apenas a Calda Bordalesa apresentou
efeito negativo sobre os cristais de Btk, inibindo sua atividade toxica.

Além de compativeis é fundamental que esses métodos de controle sejam
seletivos a organismos ndo alvos. Com a utilizacdo de agentes de controle biol6gico, bem
como de produtos fitossanitarios naturais comercias em sistemas alternativos de producéo,
surge a preocupacdo com a seletividade desses agentes de controle sobre organismos néo-
alvos, entre os quais a abelha africanizada Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae).

Por meio da polinizacdo as abelhas contribuem para a manutencdo da
biodiversidade e asseguram a sobrevivéncia de espécies de plantas, inclusive plantas que
garantem a seguranca alimentar de inimera familias rurais (FAO 2004). As abelhas também
sdo importantes produtoras de mel, propolis, cera, polen, geleia real e apitoxinas, produtos
que séo utilizados direta ou indiretamente pelo homem (WOLFF, 2008).

Em estudo sobre o efeito de produtos fitossanitarios naturais sobre organismos
ndo alvo avaliou-se a toxicidade dos inseticidas botanicos a base de rotenona Derris ssp.
(Leguminosae), andiroba Carapa guianensis Aublet (Meliaceae), extrato de alho Allium
sativum L. (Liliaceae) e 6leos de nim Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae), citronela
Cymbopogon ssp. (Poaceae) e eucalipto Eucalyptus citriodora Hook (Myrtaceae) sobre
adultos de A. mellifera (XAVIER, 2009). Segundo o autor o 6leo de nim foi o mais toxico
causando cerca de 85% de mortalidade ap0s seis dias de exposic¢do, enquanto o Oleo de
andiroba foi 0 menos toxico, ocasionando cerca de 20% de mortalidade. Ja o extrato de alho, a
rotenona e 0s extratos de citronela e eucalipto causaram cerca de 62%, 37%, 50% e 50% de
mortalidade respectivamente.

Embora estudos de seletividade para produtos fitossanitarios naturais
comerciais sejam escassos, sao de fundamental importancia na determinacdo da seguranca a
organismos ndo-alvo, como A. mellifera. Esses estudos possibilitam a defini¢do de estratégias
de manejo buscando o beneficio conjunto dos produtos fitossanitarios naturais comerciais e da

polinizacdo para as culturas de modo geral.
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Da mesma forma, a investigacdo da atividade de produtos fitossanitarios
naturais comerciais a agentes de controle biologico, como B. thuringiensis é de extrema
importancia para o estabelecimento de estratégias de manejo. De acordo com Alves; Pinto
(2003), isto ocorre, sobretudo para casos em que se observa simultaneamente a presenca de
insetos suscetiveis e ndo suscetiveis a um dos métodos de controle, além de espécies ou
estagios de desenvolvimento diferentes. Além disso, a associacdo positiva entre produtos
fitossanitarios naturais e B. thuringiensis pode ser vantajosa para controlar populacdes de
insetos pragas com resisténcia ao Bt (SINGH; RUP; KOUL, 2007), pois ocorre a acdo de
mais de um principio ativo com diferentes modos de acao.

Nesse contexto, este trabalho teve o objetivo de avaliar a atividade de produtos
fitossanitarios naturais comerciais sobre A. gemmatalis e sobre esporos e cristais de B.

thuringiensis subesp. kurstaki e a seletividade a A. mellifera.

3.4 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Bioldgico da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV). Para a
realizacdo dos bioensaios, utilizou-se o produto comercial Thuricide®, formulado com a
bactéria Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki.

Os ovos de A. gemmatalis foram obtidos da criacdo mantida no Laboratério de
Controle Bioldgico da UTFPR-DV e acondicionados em camara climatizada a temperatura de
26 £ 2 °C, UR: 70% + 10% e fotofase de 14 h até as lagartas atingirem o segundo instar, para
a utilizagdo nos bioensaios.

As abelhas A. mellifera foram obtidas de colonias do Apiario da Unidade de
Ensino e Pesquisa de Apicultura (UNEPE Apicultura) da UTFPR-DV. Quadros de postura
contendo operarias de A. mellifera africanizadas, ainda na fase de pupa, foram transportados
ao Laboratério de Controle Bioldgico e acondicionados em sacos de papel Kraft (gramatura
50), lacrados e perfurados. Os sacos foram acondicionados em camara climatizada a
temperatura de 34 + 2 °C, U.R. de 60 + 5%, simulando o ambiente da col6nia de origem, com
a finalidade de se obter a emergéncia uniforme das operérias para a utilizagdo nos bioensaios.

Os produtos fitossanitarios naturais comerciais (PFN) foram obtidos em casas

especializadas em insumos para sistemas alternativos de producdo, sendo avaliados nas



51

concentracdes recomendadas (CR) pelos fabricantes (Tabela 7).

Tabela 7 - Nome comercial, composicdo, recomendacdo de uso e concentracdo recomendada dos produtos
fitossanitarios naturais utilizados nos experimentos. UTFPR, Campus Doiz Vizinhos, PR, 2012.

. - Recomendacéo de Concentragéo
Nome Comercial Composicao
uso Recomendada
Natualho® Extrato de alho INS 3mL/1L
Oleo de nim, revigorante organico, 6leo de
Natuneem® mamona, extratos vegetais bioativos e veiculo INS 05mL/1L
Extrato de Derris sp e acidos graxos, principio
Rotenat® ativo rotenona INS 6mL/1L
Pironat® Composto de diferentes espécies de madeira INS ImL/1L
10g CuSQ, + 10g de
Calda Bordalesa Sulfato de Cobre; Hidroxido de Calcio FUN Ca(OH),/ 1L

INS= inseticida; FUN= fungicida

3.4.1 Atividade dos Produtos Fitossanitarios Naturais Comerciais Sobre a Viabilidade de

Esporos de B. thuringiensis subesp. kurstaki

Pesou-se 1 mg do produto comercial Thuricide®e acrescentando-se 10 mL de
4gua destilada esterilizada obtivemos uma suspencdo na concentragdo de 2,3 x 10%°, a partir
dessa suspensdo, foram realizadas diluicBes sucessivas em agua destilada esterilizada e,
preparada uma suspensdo na concentracdo de 2,3 x 10° esporos/mL em frascos Erlenmeyer
com 50 mL de &gua destilada esterilizada. Com o auxilio de um micropipetador automatico,
aliquotas de 300 pL dessa suspensdo foram adicionadas em frascos Erlenmeyer contendo 50
mL de cada PFN na concentragdo recomendada.

Para cada produto comercial avaliado foram preparados quatro frascos
Erlenmeyer, sendo cada um considerado uma repeticdo. Os frascos foram incubados em
agitador horizontal (30 + 2 °C, 150 rpm por 2 h). Previamente a incubacgéo e ao término desta,
foi mensurado o pH. A partir de cada frasco, com o auxilio de um micropipetador automatico,
a mistura foi inoculada em duas placas de Petri em cinco pontos de 5 ul./ponto na superficie
do meio de cultura agar nutriente (AN) (ALVES; MORAES, 1998). As placas permaneceram
abertas em cadmara de fluxo laminar por cinco minutos para evaporacao do excesso de agua e,

em seguida, foram fechadas e acondicionadas em camara climatizada a temperatura de 30 + 2
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°C, por 18 h, sendo posteriormente quantificadas as Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC)/mL por ponto. Como testemunha do experimento, a suspensdo de esporos foi
adicionada e incubada apenas em &gua destilada esterilizada e posteriormente inoculada no

meio de cultura conforme descrito.

3.4.2 Determinacdo da concentracdo de B. thuringiensis subesp. kurstaki para utilizagdo nos

bioensaios

A partir do produto comercial Thuricide®, na concentracéo recomendada para o
controle de A. gemmatalis (300 g/ha/100 L H,0), foram preparadas sete suspensdes nas
concentragdes 250, 225, 200, 175, 150, 125 e 100 g/ha/100 L H,O. Foi preparada a dieta
artificial para A. gemmatalis (GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976 modificada por
HOFFMANN-CAMPO; OLIVEIRA, MOSCARDI, 1985), ap6s a solidificacdo foram
cortados cubos de aproximadamente 1,5 cm de lado. Para cada tratamento (concentracdo)
foram preparadas quatro placas de Petri (repeti¢cdes), com trés cubos de dieta, cada. Em cada
cubo de dieta, com auxilio de um micropipetador automatico, foram adicionados 150 pL das
suspensodes. A testemunha constou da aplicacdo de agua destilada esterilizada.

Apbs a aplicacdo das concentracdes as placas permaneceram abertas em
camara de fluxo laminar por cinco minutos, para a evaporacdo do excesso de agua e,
receberam 25 lagartas de segundo instar de A. gemmatalis cada. As placas foram fechadas e
acondicionadas em camara climatizada (27 £ 2 °C, UR: 70 + 10% e fotofase de 14 h). As
avaliacdes foram realizadas apds 24, 48 e 72 h, quantificando-se o nimero de lagartas mortas.
A confirmacdo da mortalidade das lagartas por B. thuringiensis foi feita observando-se os

sinais e sintomas, conforme Habib; Andrade (1998).

3.4.3 Atividade dos Produtos Fitossanitarios Naturais Comerciais Sobre A. gemmatalis e

Sobre Cristais de B. thuringiensis subesp. kurstaki in vivo

Para a realizagdo do bioensaio, um volume de 50 mL dos produtos, nas

concentracdes recomendadas foram colocados, separadamente, em frascos Erlenmeyer. Foram
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preparados frascos Erlenmeyers (tratamentos) contendo os produtos comerciais, a mistura da
concentracdo predeterminada de Btk e os produtos, e da mistura de agua destilada esterilizada
e Btk. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes
(frascos), os quais foram incubados em agitador horizontal (30 £ 2 °C, 150 rpm por 2 h).
Previamente a incubacéo e ao término desta, foi mensurado o pH. A testemunha constou de
frascos com 50 mL de agua destilada esterilizada.

O conteudo dos frascos Erlenmeyers foi aplicado em cubos de dieta artificial
para A. gemmatalis como descrito anteriormente no item 3.4.2. Apos a secagem, cada placa
recebeu 20 lagartas de segundo instar de A. gemmatalis e, acondicionadas em cémara
climatizada (27 + 2 °C, UR: 70% + 10% e fotofase 14 h). Apds 72 h da instalacdo do
bioensaio as lagartas sobreviventes foram transferidas das placas de Petri para recipientes
plasticos (100 mL) contendo dieta artificial para A. gemmatalis, sem adicdo dos tratamentos.
Foram distribuidas quatro lagartas por recipiente, sendo acondicionadas em cémara
climatizada nas mesmas condic¢Oes descritas anteriormente. As avaliacdes de mortalidade
foram realizadas nos tempos de 24, 48, 72, 96, 120 h, quantificando-se o nimero de lagartas
mortas que foram retiradas. A confirmacdo da mortalidade por B. thuringiensis foi feita
observando-se os sinais e sintomas, conforme Habib; Andrade (1998).

Apo6s 120 h as lagartas sobreviventes foram avaliadas diariamente observando-
se a formacdo de pupas e a emergéncia. As pupas formadas foram retiradas dos recipientes
plasticos e acondicionadas em tubos de vidro esterilizados (10 cm x 2,5 cm), retornando a
camara climatizada e mantidas por 480 h para avaliacdo da emergéncia e calculo do periodo
ovo-adulto.

Com relacdo aos dados dos parédmetros percentual de empupamento e
percentual de emergéncia, avaliados para as lagartas sobreviventes, foram utilizadas duas
bases de célculo diferenciadas, denominadas de percentagem real e relativa. Para o calculo da
porcentagem real de empupamento considerou-se o total inicial de lagartas da repetigéo,
enquanto que para a porcentagem relativa foi considerado o numero de lagartas sobreviventes
apos 120 h da instalacdo do bioensaio. Da mesma forma, para os céalculos de emergéncia, a
porcentagem real utiliza o total inicial de lagartas da repeti¢do e para o percentual relativo, o
numero de pupas formadas em cada repeticéo.

Em ambos os experimentos (3.4.1 e 3.4.2), quando necessario, os dados foram
transformados em Arcoseno (Asen (Raiz (x/100))) e submetidos a analise de variancia (teste
F), sendo as médias comparadas com as respectivas testemunhas pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade, com auxilio do programa estatistico Bioestat 5.0°(AYRES et al., 2007).
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3.4.4 Atividade dos Produtos Fitossanitarios Naturais Comerciais Sobre Operéarias Adultas de
A. mellifera

3.4.4.1 Pulverizagdo dos produtos fitossanitarios naturais comerciais

Operarias de A. mellifera, recém emergidas, foram acondicionadas em
recipientes plasticos, anestesiadas com CO, e transferidas para placas de Petri em grupos de
10 individuos. Em seguida, cada placa foi pulverizada com 1 mL dos produtos, utilizando-se
um aerografo acoplado a uma bomba de pressdo constante 1,2 kgf/cm. Cada tratamento
constou de 30 operarias pulverizadas, as quais foram transferidas, individualmente, para tubos
de vidro esterilizados (10 cm x 2,5 cm), sendo cada tubo considerado uma repeticéo,
totalizando 30 repeticGes por tratamento. Os tubos foram vedados com tecido voil, e sobre
este foi fornecido alimento constituido de pasta Candi (agucar de confeiteiro e mel) e um
pedaco de algoddo embebido em agua destilada. A testemunha constou da pulverizacdo de
agua destilada esterilizada.

Os tubos foram mantidos em camara climatizada (25 + 2 °C, U.R. 70 £ 10%,
fotofase de 12 h). A mortalidade das operérias foi avaliada a uma; duas; trés; quatro; cinco;
seis; nove; 12; 15; 18; 21; 24; 30; 36; 42; 48; 60; 72 e 96 h apos a pulverizacdo dos extratos
(BAPTISTA et al., 2009).

Os dados foram transformados em logaritmo e submetidos a analise de
sobrevivéncia e a médias comparadas pelo teste de Duncan, com auxilio do programa
estatistico Assistat (SILVA, 2012).

3.4.4.2 Adicéo dos produtos fitossanitarios naturais comerciais em pasta Candi

Operarias de A. mellifera, recém emergidas, foram transferidas para tubos de
vidro esterilizados (repeticdes), conforme descrito no item 3.4.3.1. Os tubos foram vedados
com tecido voil, e sobre este foi fornecido alimento que foi composto de pasta Candi
acrescida dos produtos na concentracdo recomendada (tratamentos) e um pedaco de algodao

embebido em agua destilada esterilizada. Foram preparadas duas testemunhas, sendo a
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primeira composta por pasta Candi acrescida de &gua destilada esterilizada e a segunda
composta de pasta Candi pura. As condi¢Oes experimentais, 0s parametros avaliados e a

analise dos dados foram 0os mesmos descritos no item 3.4.4.1.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Atividade dos Produtos Fitossanitarios Naturais Comerciais sobre a Viabilidade de
Esporos de B. thuringiensis subesp. kurstaki

Verificou-se que os produtos Natuneem® e Rotenat® provocaram um aumento
significativo no nimero de UFC/mL, com médias de 140,00% e 123,20% respectivamente,

comparando-se a testemunha. Os demais produtos ndo diferiram da testemunha (Tabela 8).

Tabela 8 - Nimero médio (+ EP) de UFC/mL de B. thuringiensis subesp. kurstaki, ap6s incubagéo (30 + 2 °C,
150 rpm, 2 h) com &gua destilada esterilizada e produtos fitossanitarios naturais comerciais na concentragéo
recomendada, inoculagdo em meio de cultura &gar nutriente, em placas de Petri e incubacdo em camara
climatizada (30 = 2 °C, 18 h) e, pH inicial e final. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR, 2012.

Tratamento Média UFC/mL (x10°)  UFC Rel. Test (%)* on pH o
Testemunha 2,50 £ 0,80 bc 5,33 5,99
Natualho® 4,58 + 0,55 ab + 83,20 7,38 6,38
Natuneem® 6,00 + 0,46 a + 140,00 6,04 6,97
Pironat® 2,28+ 0,35 bc - 8,80 3,95 4,26
Rotenat® 5,58 + 0,46 a +123,20 6,16 8,40
Calda Bordalesa 1,35+0,40¢c -46,00 12,03 12,01

P 0,0001

Dados transformados em Arcoseno (Arcoseno (Raiz (x/100))). Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna ndo diferem, significativamente, entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)." Férmula:

Média UFC/ml Trat %100 -100

Média UFC/ml Test , sendo os valores positivos para aumento de UFC/mL e negativos para redugdo em
relagdo a testemunha.
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Natuneem® é um produto composto a base de 6leo de nim, revigorante
orgénico, 6leo de mamona e extratos vegetais bioativos (NATURAL RURAL, 2011a). O
efeito observado para o produto Natuneem® possivelmente esteja relacionado a esses
compostos.

Em estudo sobre a acdo antibacteriana de solugdo derivada do 6leo de mamona
(Endoquil — detergente derivado de 6leo de mamona), observou-se atividade antibacteriana a
bactérias Gram-positivas (Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus), entretanto ndo
houve efeito sobre bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)
(LEONARDO et al., 2001).

A atividade antibacteriana da mamona possivelmente esteja relacionada a
presenca de alcaloides cujo modo de acdo é baseado na sua habilidade de intercalar o DNA e
impedir sua sintese através da inibicdo de enzimas como a topoisomerase Il (BONJEAN et
al., 1998; COWAN, 1999). De acordo com Lima; Moreira; Pinto (2011) a mamona apresenta
entre seus componentes a ricina, um alcaloide extremamente toxico.

De acordo com Baswa et al. (2001), o 6leo de nim apresenta atividade
antibacteriana relacionada a inibi¢do da sintese da membrana celular bacteriana. A atividade
antibacteriana de extratos de folhas de nim foi testada sobre bactérias Gram-positivas
(Micrococcus glutamicus, Lactobacillus bulgaris, Streptococcus faecalis, S. aureus, Bacillus
stearothermophilus, Staphylococcus pyogenes, Micrococcus luteus, Bacillus cereus) e Gram-
negativas (E. coli and Pseudomonas denitrificans), o extrato diclorometano de folhas de A.
indica foi o mais ativo contra as bactérias avaliadas, apresentando zonas de inibicdo em
milimetros de respectivamente, 18, 15, 15, 16, 16, 15, 15, 16, 15 mm (RAJASEKARA et al.,
2008).

Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, Silva (2010) em avaliacao
de um produto a base de nim (Natural neem) sobre esporos de Btk observou reducéo
significativa (33,10%) na formacdo de UFC/mL. Da mesma forma, Silva et al. (2012)
observaram que o produto Dalneem reduziu 100,00% a formagdo de UFC/mL na
concentracdo recomendada.

Essa divergéncia de resultados possivelmente esté relacionada a concentragao
dos produtos utilizados. De acordo com Morandi Filho et al. (2006), para os produtos a base
de nim comercializados no Brasil ndo existe uma garantia quanto a padronizagdo da
concentracédo do ingrediente ativo, o que pode ter causado essa diferenca de resultados para 0s

diferentes produtos comerciais a base de nim. Ainda a concentracdo utilizada para o produto
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Natuneem® (50 mL/100L) foi menor do que a concentraco utilizada por Silva (2010) para o
produto Natural neem (500ml/100L) e por Silva et al. (2012) para o produto Dalneem
(1L/100L).

Além disso, mesmo sendo o Oleo de nim o composto principal, outros
ingredientes diferem entre esses produtos, o que pode ter provocado essa variacdo de efeitos
sobre a formacao das UFC/ml.

O produto Rotenat CE® é um composto a base de extrato de timbd, Derris sp.
(Fabaceae) e acidos graxos, sendo seu principio ativo a rotenona encontrada na concentracao
de 5% no produto (NATURAL RURAL, 2011b). A rotenona ¢ um alcaloide, conforme
mencionado anteriormente os alcaloides podem agir sobre bactérias intercalando o DNA e
impedindo sua sintese através da inibicdo de enzimas como a topoisomerase |1 (BONJEAN et
al. 1998; COWAN, 1999). Entretanto, os resultados observados neste estudo sdo semelhantes
aos observados por Dougherty; Reichelderfer; Faust (1971) em estudo com rotenona obtida
com os solventes etanol e DMSO (Dimetilsulféxido). De acordo com os autores, para ambos
os solventes a rotenona ndo apresentou inibicdo do crescimento bacteriano de B. thuringiensis
subesp. thuringiensis, contudo os autores ndo relatam efeito de estimulo ao crecimento
bacteriano.

Embora o aumento de UFC/mL (83,20%) provocado pelo produto Natualho®
ndo tenha diferido significativamente da testemunha representa um valor percentual
expressivo. Natualho® é um produto proveniente do extrato de alho, A. sativum L. (Liliaceae)
obtido atraves de extracdo a frio e solvente natural, o que lhe garante total solubilidade em
agua (NATURAL RURAL, 2011c).

Em estudo sobre a atividade antibacteriana do extrato aquoso de bulbos de alho
sobre as bactérias Gram-positivas Bacillus subtitis e Staphylococcus aureus e as Gram-
negativas E. coli e Klebsiella pneumonia foi observado a concentragdo inibitéria minima de
100pg/mL para todas as bactérias e os halos de inibigdo observados foram, respectivamente,
de 20, 14, 16, 17 mm (MERIGA; MOPURI; MURALIKRISHNA, 2011). De acordo com 0s
autores a atividade antibacteriana do extrato de alho esta relacionada a presenca do composto
alicina, esse constituinte importante do extrato de alho interfere na producdo do RNA, bem
como na sintese de lipidios afetando severamente as células bacterianas. Possivelmente a
auséncia de efeito negativo sobre a formacdo de UFC/mL de Btk observada no presente
estudo se deva a resisténcia dos esporos da bactéria.

Embora ndo tenha sido significativo para o produto Natualho®, o aumento na

formacdo de UFC/mL observado para os produtos Natuneem® Rotenat® e Natualho®,
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possivelmente deva-se a presenca de compostos nesses produtos que estimularam a
germinagdo dos esporos, sem, porem afetar as células bacterianas. De acordo com Setlow
(2003), a germinacdo de esporos de espécies de Bacillus esta relacionada a presenca de
nutrientes como aminoacidos, acucares e nucleosidios que se ligam a receptores especificos
desencadeando o processo de germinagdo, podendo ocorrer também na presenca de outros
agentes como altas pressoes, sais e fons Ca*.

A Calda Bordalesa embora ndo tenha diferido significativamente da
testemunha apresentou, percentualmente, valor expressivo de inibicdo na formacdo das
UFC/mL (46,00%). A Calda Bordalesa é obtida na mistura de sulfato de cobre penta-hidratado
(CuSO* 5H,0) e cal virgem (CaO), que reagindo com &gua, forma hidréxido de cobre II
(Cu(OH),), proporcionando um meio alcalino (FELIX, 2005).

Ao contrario dos demais produtos avaliados, a Calda Bordalesa apresentou pH
com valores préximos a 12. Contudo o pH parece nao ter influenciado no resultado observado
uma vez que o pH alcalino é o principal ativador do processo de germinacao de esporos de Bt
(WILSON; BENOIT, 1993), o que indica que, possivelmente, o sulfato de cobre e a cal,
estejam relacionados a reducao na formacdo UFC/mL.

Hassen et al. (1998) avaliaram a tolerancia de Bt ao sulfato de cobre em seis
concentracdes e verificaram que a concentracdo de 250 mM (milli-Mols) inibiu quase que
completamente o crescimento da bactéria. Em estudo da tolerdncia de bactérias Gram-
positivas aos metais pesados cadmio (Cd %), cobre (Cu®*") e zinco (Zn*) verificou-se que
entre os trés metais, B. thuringiensis foi mais sensivel ao cobre, sendo que as concentracdes
dos respectivos metais, que causaram 50% de reducdo do crescimento foram 1,53 mg/L, 0,82
mg/L e 2,98 mg/L (RATHNAYAKE et al., 2010).

Ainda em estudo com diferentes concentracdes de produtos alternativos sobre
esporos de Btk a Calda Bordalesa provocou redugéo significativa da formagdo de UFC/mL

em 100% na concentragdo recomendada (SILVA et al., 2012).

3.5.2 Atividade dos Produtos Fitossanitarios Naturais Comerciais Sobre A. gemmatalis e

Sobre Cristais de B. thuringiensis subesp. kurstaki in vivo.

No bioensaio para a determinagdo da quantidade de Btk a ser utilizada para

avaliar a atividade dos produtos comerciais sobre os cristais da bactéria, selecionou-se a
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concentragdo de 0,50 g de Btk/ha/100 L/H,O. Tal valor equivale a metade da menor
concentracdo utilizada, uma vez que a menor concentracdo utilizada causou mortalidade de
100%.

No bioensaio com os produtos comerciais e Btk, verificou-se que a
mortalidade acumulada de A. gemmatalis para cada produto, isoladamente, ndo diferiu
significativamente da testemunha, indicando a auséncia de atividade sobre a sobrevivéncia
larval no periodo avaliado (Tabela 9). Entretanto, quando os produtos foram avaliados em
mistura com Btk, verificou-se que somente a Calda Bordalesa afetou negativamente a
atividade toxica dos cristais, com reducdo significativa da mortalidade acumulada (2,50%),
comparando-se com Btk (98,68%).

Para os demais produtos (Natuneem® Rotenat®, Natualho®, Pironat®) nio
houve efeito negativo sobre a atividade tdxica dos cristais, sendo que a mortalidade
acumulada foi respectivamente, de 100,00%, 100,00%, 94,66% e 100,00%, nédo diferindo
significativamente do Btk (98,68%) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Porcentagem média (£ EP) da mortalidade de lagartas de segundo instar de Anticarsia gemmatalis causada por produtos fitossanitarios naturais comerciais na
concentracdo recomendada isoladamente e, misturados com Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki em diferentes tempos e mortalidade acumulada, ap6s incubacéo (30 + 2 °C,
150 rpm, 2 h) e pH inicial e final. Temperatura 26 + 2 °C, 12 h de fotofase e U.R. de 70 + 10%. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR, 2012.

Tempo h pH
Tratamentos 24 48 7 96 120 I\;I\ortalldade 0 oh 2h
cumulada
Testemunha 2,50+£2,50 Ab 0,00 + 0,00 Ab 0,00+ 0,00 Aa 0,00 + 0,00 Aa 1,25+ 1,25 Aa 3,75+2,39b 0,5660 6,84 8,84
Rotenat® 1,25+ 1,25 Ab 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Aa 0,00 £ 0,00 Aa 0,00 £ 0,00 Aa 1,25+1,25b 0,4392 6,01 8,19
Btk 26,91 + 9,69 Ba 65,26 + 8,42 Aa 6,51+ 1,34 Ca 0,00 £ 0,00 Ca 0,00 £ 0,00 Ca 98,68+ 1,31a 0,0001 6551 7,43
Rotenat® +Btk 33,51+ 8,57 Aa 61,73 £+ 5,93 Aa 4,76 + 4,73 Ba 0,00 + 0,00 Ba 0,00 + 0,00 Ba 100,00 £ 0,00 a 0,0001 6,06 7,04
p 0,0011 0,0001 0,0266 0,8333 0,4277 0,0001
Testemunha 2,50+ 2,50 Ab 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Aa 1,25+ 1,25 Aa 3,75+2,39b 0,5660 6,84 8,84
Pironat® 0,00 £ 0,00 Abc 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Ab 1,25+ 1,25 Aa 1,25+ 1,25 Aa 250+1,44b 0,5750 4,11 5,13
Btk 26,91 + 9,69 Bba 65,26 + 8,42 Aa 6,51+ 1,34 Cab 0,00 £ 0,00 Ca 0,00+ 0,00 Ca 98,68 +1,31a 0,0001 651 7,43
Pironat® +Btk 34,47 + 15,67 Aa 63,03 + 14,24 Aa 2,50+ 2,50 Bb 0,00 + 0,00 Ba 0,00 + 0,00 Ba 100,00 £ 0,00 a 0,0002 429 457
p 0,0057 0,0001 0,0036 0,4277 0,5912 0,0001
Testemunha 2,50 + 2,50 Aa 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Aa 0,00 £ 0,00 Aa 1,25+ 1,25 Aa 3,75+£2,39b 0,5660 6,84 8,84
Natualho® 0,00 + 0,00 Aa 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Aa 0,00 £ 0,00 Aa 0,00 £ 0,00 Aa 0,00+0,00b 0,8332 6,16 7,87
Btk 26,91 + 9,69 Ba 65,26 + 8,42 Aa 6,51+1,34Ca 0,00 + 0,00 Ca 0,00+ 0,00 Ca 98,68 +1,31a 0,0001 651 7,43
Natualho® +Btk 30,90+ 19,46 ABa 51,10+ 12,62 Aa 11,45+ 7,22 ABa 1,25+1,25Ba 0,00 + 0,00 Ba 94,66 + 2,27 a 0,0097 6,15 6,82
p 0,0430 0,0001 0,0400 0,4277 0,4277 0,0001
Test Agua 2,50 + 2,50 Aa 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Aa 1,25+ 1,25 Aa 3,75+£2,39b 0,5660 6,84 8,84
Natuneem® 1,32+1,31 Aa 0,00 £ 0,00 Ab 1,25+ 1,25 Ab 0,00 £ 0,00 Aa 6,25 + 6,25 Aa 8,82+553b 0,6608 6,68 8,02
Btk 26,91 + 9,69 Ba 65,26 + 8,42 Aa 6,51+1,34Ca 0,00 + 0,00 Ca 0,00+ 0,00 Ca 98,68 +1,31a 0,0001 651 7,43
Natuneem® +Btk 20,00 + 13,54 Ba 78,75+ 14,77 Aa 1,25+ 1,25 Bb 0,00 + 0,00 Ba 0,00 + 0,00 Ba 100,00 £ 0,00 a 0,0001 645 8,1
p 0,0373 0,0001 0,0055 0,8333 0,5412 0,0001
Testemunha 2,50+ 2,50 Ab 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00Aa 1,25+ 1,25 Aa 3,75+£2,39b 0,5660 6,84 8,84
Cald. Bord. 7,35+ 7,35 Aab 1,47 £ 1,47 Ab 0,00 + 0,00 Ab 1,47 £ 1,47 Aa 1,47 £ 1,47 Aa 11,76 £11,76 b 0,8008 12,18 12,55
Btk 26,91 + 9,69 Ba 65,26 + 8,42 Aa 6,51+1,34Ca 0,00 + 0,00 Ca 0,00+ 0,00 Ca 98,68 +1,31a 0,0001 651 7,43
Cald. Bord. +Btk 0,00 £ 0,00 Ab 0,00 £ 0,00 Ab 1,25+ 1,25 Ab 0,00 £ 0,00 Aa 1,25+ 1,25 Aa 250+25b 0,5750 12,25 1251
p 0,0115 0,0001 0,0004 0,4277 0,8021 0,0001

Dados transformados em Arcoseno (Arcoseno (Raiz (x/100))). Médias (xEP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem
sianificativamente entre si pelo teste de Tukev (P<0.05): * Bacillus thurinaiensis subesp. kurstaki
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O efeito negativo observado para a Calda Bordalesa sobre os cristais de Btk
pode estar relacionado a sua composicao que é resultado da mistura de sulfato de cobre penta-
hidratado e cal virgem, que reagindo com agua forma hidréxido de cobre Il, proporcionando
um meio alcalino (FELIX, 2005).

Em avaliacéo de aditivos quimicos com a finalidade de aumentar o espectro de
acdo do Btk contra a traca do arroz Corcyra cephalonica Stainton (Lepidoptera: Pyralidae),
El-Moursy; Sharaby; Awad (1993) observaram que o sulfato de cobre, substancia presente na
Calda Bordalesa, misturado com cristais de Btk e adicionado na dieta artificial de C.
cephalonica foi antagbnico, reduzindo o efeito toxico dos cristais de Btk.

A inibigdo da atividade tdxica dos cristais de Btk pela Calda Bordalesa também
foi observada por Silva et al. (2012) em estudo semelhante. Segundo os autores, a Calda
Bordalesa, no dobro da concentracdo recomendada, misturada com Btk causou mortalidade
média total de 1,9%, ndo diferindo significativamente da testemunha (1,0%) e da Calda
Bordalesa sem Btk (2,8%). Os autores relacionam a perda da capacidade do Btk de causar a
morte das lagartas ap6s a incubacdo com a Calda Bordalesa a possivel dissolucao do cristal no
meio alcalino da calda (pH 12,41), semelhante ao observado neste estudo (12,44). Tal
observacdo esta de acordo com Habib; Andrade (1998) que afirmam que em pH acima de 8
pode ocorrer solubilizacdo dos cristais de Bt. Nesse sentido, pode-se inferir que a alcalinidade
da calda tenha solubilizado os cristais, impedindo a ativacdo ap6s a ingestdo pelo inseto e/ou
destativado as proteinas do cristal.

Com relagdo ao produto Natuneem®, em mistura com Btk, ndo se verificou
atividade negativa sobre a toxicidade dos cristais, com mortalidade acumulada de 100,00%,
sem diferenca significativa para Btk (98,68%) (Tabela 9).

Em estudo sobre o efeito combinado de concentragdes subletais de B.
thuringiensis subesp. kurstaki e azadiractina, obtida a partir de extrato de sementes de nim,
Singh; Rup e Koul (2007) observaram que além aumentar a mortalidade de larvas de
Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) a combinacdo também reduziu o
tempo necessario para a observacéo dessa mortalidade. De acordo com os autores o modo de
acdo dos dois inseticidas sugere uma interacdo complementar, de modo que a azadiractina,
presente no extrato de nim, facilita 0o acesso das toxinas Bt aos receptores do intestino,
acelerando a ligacao da toxina aos receptores, resultando em um aumento de eficacia.

Resultado semelhante ao verificado no presente estudo foi observado para o
produto Dalneem®, também a base de nim, em mistura com Btk. Apés 72 h de avaliacéo, a

mortalidade total de lagartas de A. gemmatalis foi de 100,00%, nao diferindo,
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significativamente, do Btk (99,10%) (SILVA et al., 2012).

Os produtos Rotenat ® (rotenona) e Pironat® (extrato pirolenhoso), em mistura
com Btk, ndo apresentaram efeito negativo sobre os cristais. Em estudo sobre o efeito de
produtos fitossanitarios naturais comerciais sobre Btk foi verificado que o produto Pironim,
que apresenta na sua composi¢do rotenona e extrato pirolenhoso, além de nim e piretro natural,
ndo provocou efeito negativo sobre a toxicidade do cristal de Btk, com mortalidade total de
96,2% ndo diferindo do Btk (99,1%) (SILVA et al. 2012).

A escassez de trabalhos especificos referentes a interacdo de B. thuringiensis
com compostos observados nos produtos utilizados nesse estudo limita a discusséo dos
resultados aqui observados.

Com relacdo ao tempo de mortalidade, observa-se que para 0s produtos,
isoladamente, ndo houve diferenca significativa na mortalidade de A. gemmatalis entre os
tempos. Por outro lado, na aplicacdo de Btk, isoladamente, verificou-se maior percentual de
mortalidade no tempo de 48 horas, diferindo significativamente dos demais tempos (Tabela 9)

Por sua vez, na aplicacdo da mistura dos produtos comerciais e Btk, observou-
se que para Rotenat®, Pironat® e Natualho®, os percentuais de mortalidade nos tempos de 24
horas e 48 horas ndo diferiram significativamente, evidenciando que a mistura acelerou a
mortalidade (Tabela 9). Tal fato é vantajoso para o controle de A. gemmatalis, pois acelera a
reducdo da populacdo do inseto em um menor tempo, por debilitar o inseto e permitir acdo
mais rapida do patégeno. Ja para a Calda Bordalesa ndo houve diferenca significativa entre os
tempos avaliados, com valores de mortalidade préximos de zero (Tabela 9).

Para a discussdo dos resultados dos parametros percentual de empupamento e
percentual de emergéncia, avaliados para as lagartas sobreviventes, os dados receberam duas
bases de calculos diferenciadas, denominadas de porcentagem real e relativa. Isto foi
necessario devido aos elevados percentuais de mortalidade observados nos tratamentos com
Btk e, consequentemente, o reduzido nimero de pupas formadas nesses tratamentos.

Com relagdo ao percentual real de empupamento, isoladamente para 0s
produtos Natualho® (18,75%) e Calda Bordalesa (6,25%) observou-se reducdo significativa
para este pardmetro, comparado a testemunha (52,50%). Por outro lado, ndo se observou
efeito negativo para os produtos Natuneem® (30,26%), Rotenat® (47,50%) e Pironat®
(47,50%) aplicados isoladamente, uma vez que ndo diferiram significativamente da
testemunha. De maneira geral, 0 mesmo padréo de resultados pode ser observado para esses
tratamentos na analise relativa dos dados (Tabela 10).
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Tabela 10 - Porcentagem média (+EP) de empupamento e emergéncia real e relativa e periodo ovo-adulto de Anticarsia gemmatalis tratada com produtos fitossanitarios
naturais comerciais na concentracdo recomendada, misturados com Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki. Temperatura 26 = 2 °C, 12 h de fotofase ¢ U.R. de 70 £ 10%.

UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR, 2012.

Total relativo de

Tratamento Tit % Vivos? % mortos® Total real de , TotaJ rgal de . empupamento Total Eelqtivo d% Periodo Qvo-7
empupamento (%) emergéncia (%) (%)° emergéncia (%)° Adulto (dias)
Testemunha 20 96,2 3,80 52,50+ 4,33 a 8,75+2,39 a 56,00 17,76 23,02
Rotenat® 20 98,70 1,30 47,50+ 14,36 a 7,50 £3,23a 48,16 12,19 23,08
Btk® 20 1,32 98,68 1,32+1,32b 1,32 £1,31ab 25,00 25,00 30,00
Rotenat® +Btk 20 0,00 100,00 0,00 £0,00 b 0,00 +0,00b 0,00 0,00 0,00
p 0,0001 0,0086
Testemunha 20 96,2 3,80 52,50+ 4,33 a 8,75+239%a 56,00 17,76 23,02
Pironat® 20 97,50 2,50 4750+ 14,79 a 5,00 £2,89 ab 48,82 6,90 23,00
Btk 20 1,32 98,68 1,32+1,32b 1,32 +1,31 ab 25,00 25,00 30,00
Pironat® +Btk 20 0,00 100,00 0,00 +£0,00 b 0,00 £ 0,00 b 0,00 0,00 0,00
p 0,0001 0,0199
Testemunha 20 96,2 3,80 52,50+ 4,33 a 8,75+2,39 a 56,00 17,76 23,02
Natualho® 20 100,00 0,00 18,75+ 12,48 b 2,50+ 2,50 ab 18,75 4,55 23,00
Btk 20 1,32 98,68 1,32+1,32b 1,32 +1,31b 25,00 25,00 30,00
Natualho® +Btk 20 5,34 94,66 395+1,32b 0,00 £0,00 b 62,50 0,00 0,00
p 0,0004 0,0120
Testemunha 20 96,2 3,80 52,50+ 4,33 a 8,75+ 2,3% 56,00 17,76 23,02
Natuneem® 20 91,18 8,82 30,26 £ 12,68 a 125+125b 31,37 1,92 22,00
Btk 20 1,32 98,68 1,36 +1,32b 1,32+131b 25,00 25,00 30,00
Natuneem® +Btk 20 0,00 100,00 0,00 £0,00 b 0,00+125h 0,00 0,00 0,00
p 0,0001 0,0034

Dados transformados em Arcoseno (Arcoseno (Raiz (x/100))). Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). ! - Total inicial - nimero de lagartas de Anticarsia gemmatalis utilizadas em cada repeticdo de todos os tratamentos; * - Porcentagem de lagartas vivas apés
120 h de avaliacio; ®- Porcentagem de lagartas mortas ap6s 120 h de avaliacdo; * Percentual referente ao total inicial de lagartas de cada tratamento; ® Percentual referente ao
total de lagartas vivas ap6s 120 h de avaliacdo; ® Percentual referente ao total de pupas formadas em cada tratamento; * - N&o foi possivel realizar a anélise estatistica devido a
insuficiéncia dos dados; - Bacillus thuringiensis subesp.kurstaki
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Continuacdo Tabela 10- Porcentagem média (tEP) de empupamento e emergéncia real e relativa e periodo ovo-adulto de Anticarsia gemmatalis tratada com produtos

fitossanitarios naturais comerciais na concentracdo recomendada, misturados com Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki. Temperatura 26 + 2 °C, 12 h de fotofase e U.R. de 70
+ 10%. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR, 2012.

1 L2 3 Total real de Total real de Total relativo de Total relativo de Periodo Ovo-

Tratamento Ti~ % vivos® % mortos empupamento s o4 Empupamento A i n (06 dulto (dias)’

(%) emergéncia (%) (%)° emergéncia (%) Adulto (dias)
Testemunha 20 96,2 3,80 5250+4,33a  8,75+2,3% 56,00 17,76 23,02
Cald. Bord. 20 8324 11,76 6,25+3,14b 125+1,25b 4,69 8,33 22,00
Btk 20 1,32 98,68 1,32+1,32b 132+131b 25,00 25,00 30,00
Cald. Bord. +Btk 20 97,50 2,50 419+279b 0,00+0,00 b 6,25 0,00 0,00

P 0,0001 0,0034

Dados transformados em Arcoseno (Arcoseno (Raiz (x/100))). Médias (£EP) seguidas pela mesma letra miniscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). * - Total inicial - nimero de lagartas de Anticarsia gemmatalis utilizadas em cada repeticdo de todos os tratamentos; ? - Porcentagem de lagartas vivas ap6s
120 h de avaliago; * - Porcentagem de lagartas mortas ap6s 120 h de avaliacdo; * Percentual referente ao total inicial de lagartas de cada tratamento; ® Percentual referente ao

total de lagartas vivas ap6s 120 h de avaliacdo; ® Percentual referente ao total de pupas formadas em cada tratamento; ’ - N&o foi possivel realizar a anélise estatistica devido a
insuficiéncia dos dados; ® — Testemunha; ° — Bacillusthuringiesnsi subesp.kurstaki
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O efeito da Calda Bordalesa sobre a formacdo de pupas observado neste
trabalho possivelmente se deva, principalmente, a adicdo de cobre na dieta artificial de A.
gemmatalis, conforme descrito anteriormente, o sulfato de cobre ¢ um dos componentes desta
calda.

De acordo com Sivapalan e Gnanapragasam (1980) a adicdo de cobre na dieta
de Homona coffearia (Lepidoptera: Tortricidae) afetou negativamente, de forma significativa
0 crescimento e desenvolvimento do inseto. Segundo os autores a partir de 200 ppm as larvas
formaram pupas mas ndo houve emergéncia, quando a concentracdo foi aumentada para 250
ppm as larvas foram capazes de crescer apenas até o terceiro instar e concentragdes acima de
500 ppm provocaram mortalidade total 24 h ap6s a inoculagéo.

J4 produto Natualho® possui como principal componente, extrato de alho. Com
referéncia a este extrato, o efeito inseticida foi observado sobre larvas de Spodoptera litura
Fab. (Lepidoptera: Noctuidae). Os extratos aquosos e metandélico causaram mortalidade de 64%
e 81%, respectivamente, quando avaliados na concentragdo de 1000 ppm (MERIGA,;
MOPURI; MURALIKHISHNA, 2011). De acordo com os autores, o efeito inseticida dos
extratos aquoso e metandlico de alho possivelmente estejam relacionados aos metabolitos
secundarios presentes, sendo as saponinas e 0s taninos para 0 extrato aquoso e saponinas e
alcaloides para o extrato metandlico.

O efeito dos taninos sobre os insetos esta relacionado a sua capacidade de ligar-
se a proteinas no intestino e inibir sua digestdo, além de outros mecanismos de acdo como
inibicdo da alimentacdo, reducdo na eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes e formacdo de
lesbes na camada epidérmica do intestino médio (BARBEHENN; MARTIN, 1994). Entre os
terpenoides, as saponinas representam o principal grupo, sendo toxicas e deterrentes para
herbivoros em geral (CAVALCANTE; MOREIRA; VASCONCELOS, 2006). Nesse sentido,
infere-se que a acdo desses componentes tenha ocasionado os efeitos observados para A.
gemmatalis neste estudo.

Embora os produtos Natuneem®, Rotenat®, Pironat® aplicados isoladamente,
ndo tenham apresentado efeito negativo sobre o percentual de empupamento das lagartas de A.
gemmatalis, resultados diferentes ja foram demonstrados para outros insetos pragas,
principalmente lepidopteros.

O nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae), principal componente do
Natuneem®, possui substdncias inseticidas dentre elas a azadiractina, um terpenoide
amplamente estudado que apresenta, dentre os compostos do nim, a maior atividade toxica
contra insetos (MARTINEZ, 2008). Em estudo do efeito de extratos aquosos de folhas de
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cinamomo, Melia azedarach L. (Meliaceae) e de sementes de nim, A. indica, na concentragéo
de 5% sobre de Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae), verificou-se que ambos
reduziram a formacdo de pupas. Para o extrato de A. indica, apenas 34,3% das lagartas
atingiram a fase de pupa, valor significativamente inferior ao observado com o extrato de M.
azedarach (56,2%) e na testemunha (80%) (BRUNHEROTTO; VENDRAMIM; ORIANI,
2010).

O efeito de Natuneem® e Neenseto® também foram avaliados sobre
Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) em laboratorio e foi observado
que os produtos na concentragdo de 10 mL/L (0,01%) causaram mortalidade de 62,9% e 82,9%
respectivamente, além de ambos provocarem alongamento da fase larval (LIMA et al., 2010).

Os efeitos dos produtos a base de nim sdo bastante variaveis entre as diferentes
espéecies de insetos (MARTINEZ, 2008). Além disso, essa divergéncia de resultados
possivelmente deva-se a variagdes nas concentracOes utilizadas, sendo a concentracdo do
produto Natuneem® avaliado no presente estudo menor que as citadas nos trabalhos acima.

Em estudo da eficacia de produtos de origem vegetal sobre Plutella xilostella
L. (Lepidoptera: Plutellidae), foi observado que o extrato pirolenhoso, principal componente
do Pironat®, na concentracdo de 5%, ocasionou mortalidade significativa de 73,3% em
comparacdo com a testemunha (16,7%) e, na concentracdo de 10% causou mortalidade total
das lagartas (THULER; DE BORTOLI; BARBOSA, 2007).

Para o percentual real de empupamento nenhuma das misturas de produtos com
Btk diferiu significativamente do Btk. No entanto, com relacdo ao empupamento relativo para
os produtos com Btk, observa-se que para o produto Natualho® 62,50% dos individuos
sobreviventes atingiram a fase de pupa, enquanto que para Btk o percentual foi de 25%
(Tabela 10).

Com relacdo a Calda Bordalesa com Btk, no percentual relativo de
empupamento observou-se que de 97,50% das lagartas sobreviventes, apenas 6,25%
chegaram ao estagio de pupa, indicando que possivelmente os constituintes da calda tenham
afetado a sobrevivéncia das lagartas, conforme descrito acima, impedindo que elas
alcancassem a fase de pupa (Tabela 10).

No que se refere ao total real de emergéncia para os produtos Natuneem®
(1,25%) e Calda Bordalesa (1,25%) o percentual de emergéncia foi significativamente menor,
comparando-se a testemunha (8,75%). Enquanto os produtos Rotenat® (7,50%), Pironat®
(5,00%) e Natualho® (2,50%) néo diferiram significativamente da testemunha (8,75%).
(Tabela 10).
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O 6leo de nim composto base do produto Natuneem®, é mundialmente
conhecido por seu efeito no controle de insetos (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005). Efeito
de mortalidade na fase larval ja foi descrito para extratos de nim sobre espécies de
lepidopteros (GONCALVEZ-GERVASIO; VENDRAMIM, 2007; BRUNHEROTTO;
VENDRAMIM; ORIANI, 2010), contudo no presente estudo ndo se observou efeito do
Natuneem® sobre a mortalidade de larvas de A. gemmatalis.

Entre os parametros avaliados o produto Natuneem® apresentou efeito apenas
sobre a emergéncia de A. gemmatalis. Esse efeito pode estar relacionado a uma possivel
reducéo da sobrevivéncia das pupas. De acordo com Martinez (2008), a azadiractina, principal
composto inseticida do nim, por sua semelhanca com o hormonio da ecdise, afeta essa
transformacéo, provocando mortalidade na fase larval e tambem na fase pupal. A reducéo
significativa da sobrevivéncia das pupas também foi constatada por Brunherotto; Vendramim;
Oriani (2010) utilizando extrato aquoso de A. indica a 0,1% sobre T. absoluta.

Na mistura com Btk nenhum dos produtos diferiu do Btk, isoladamente, em
relacdo ao total real de emergéncia. Porém, quando se observa o total relativo de emergéncia
para os tratamentos com Btk, nota-se que todos os individuos que formaram pupas no Btk
(25,0%), emergiram, enquanto que para o tratamento Natualho® com Btk n&o houve
individuos emergidos.

Em estudo referente ao efeito de B. thuringiensis subesp aizawai (Bta)
pulverizado sobre folhas de milho e oferecido a lagartas de S. frugiperda com 10 dias de idade
também ndo foi observado efeito sobre a viabilidade pupal, que variou de 77,5% a 70,0%
respectivamente nas concentragdes de 5g/L e 10g/L, ndo diferindo significativamente da
testemunha (95,0%) (LIMA et al., 2010).

O reduzido numero de individuos emergidos nos tratamentos contendo Btk
impossibilitou a realizagdo da analise estatistica para o pardmetro periodo ovo-adulto. No
entanto, as larvas que se alimentaram de dietas contendo Btk, isoladamente, tiveram
alongamento desse periodo (30 dias), em relagdo a testemunha (23,02 dias) e aos produtos
Rotenat® (23,08 dias), Pironat® (23 dias), Natualho® (23 dias), Natuneem® (22 dias) e Calda
Bordalesa (22 dias) (Tabela 10).

Dois efeitos fundamentais para um agente de controle sdo o alongamento do
periodo ovo-adulto e a mortalidade na fase larval, de modo conjunto estes efeitos podem
aumentar o tempo de exposicdo da praga aos inimigos naturais, reduzir o crescimento
populacional e as populagdes subsequentes através do aumento do tempo médio de cada
geracdo da praga (TORRES; BARROS; OLIVEIRA, 2001).
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O alongamento do periodo ovo-adulto pode representar um efeito subletal de
Btk. Segundo Polanczyk (2004), além da patogenicidade e viruléncia de B. thuringiensis aos
insetos, outros aspectos como os efeitos subletais sobre os individuos sobreviventes, embora
dificeis de detectar, certamente ocorrem e representam um importante parametro que auxilia
na avaliacdo de sua atividade toxica.

No presente estudo observou-se efeito positivo da associagéo entre 0s produtos
fitossanitarios naturais comerciais e a atividade toxica dos cristais de B. thuringiensis subesp.
kurstaki. De acordo com Gill (1995) as toxinas do Btk podem afetar a habilidade do intestino
dos insetos em detoxificar os produtos do metabolismo secundarios das plantas encontrados
nos produtos fitossanitarios naturais, provocando assim um aumento na sensibilidade dos
insetos a esses produtos. Assim a associacdo positiva observada nesse estudo possivelmente
se deva a isso.

A possibilidade de associacdo positiva entre produtos fitossanitarios naturais e
B. thuringiensis pode ser Util para controlar populagdes de insetos praga com resisténcia ao Bt,
reduzindo a concentracdo da endotoxina numa mistura se reduz a pressdo de selecdo ao Bt.
Esse tipo de estratégia € importante para programas de manejo integrado de pragas e para a
gestdo do manejo de resisténcia ao Bt (SINGH; RUP; KOUL, 2007).

3.5.3 Atividade dos Produtos Fitossanitarios Naturais Comerciais sobre Operarias Adultas de

A. mellifera

3.5.3.1 Pulverizacédo dos produtos fitossanitarios naturais comerciais e B. thuringiensis subesp.

kurstaki

Nenhum dos produtos avaliados apresentou atividade sobre a longevidade de A.
mellifera, comparando-se a testemunha (Tabela 11). Embora ndo tenha apresentado efeito
significativo, observou-se variacdo de longevidade de 62,00 h (Pironat®) a 92,00 h (Rotenat®)
(Tabela 11).
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Tabela 11 - Longevidade em horas (+ EP ) de operarias de Apis mellifera ap6s pulverizacdo de produtos
fitossanitarios naturais comerciais na concentracdo recomendada. Temperatura 30 + 2 °C, 12 horas de fotofase e
U.R. de 70 + 10%. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, 2012,

Tratamento Longevidade
Testemunha 77,80+ 7,17 ab
Btk 66,67 +7,00b
Rotenat® 92,00 + 5,67 a
Pironat® 62,00+ 5,19b
Natuneem® 82,10 + 6,16 ab
Natualho® 78,23+ 7,23 ab
Calda Bordalesa 69,00 £ 5,93 ab
CV % 15,46

Dados transformados em logaritmo. Médias (£EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (P<0,05). 'Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki

Em avaliacdo da bioatividade de Btk (produto Dipel® PM) sobre adultos de A.
mellifera, observou-se que a concentracdo de 2,59/100 mL (concentracdo que mais se
assemelha a utilizada nesse estudo) provocou mortalidade significativa de 57,0% ap6s 96
horas da pulverizacdo com e longevidade media de 60,00 horas, valor préximo ao observado
nesse estudo (BRIGHENTI et al., 2007).

O produto Natuneem® provocou um aumento na longevidade (82,10 horas) das
operarias de A. mellifera, contudo sem diferir significativamente da testemunha (77, 80 horas),
de modo que esse produto parece ndo ter apresentado efeito toxico sobre as abelhas. Contudo
em estudo semelhante verificou-se que o produto Natuneem® foi toxico a operérias de A.
mellifera, causando cerca de 85,0% de mortalidade ap6s seis dias de exposi¢cdo por contato
(XAVIER, 2009).

Para os produtos Rotenat® e Natualho ® observaram-se longevidades de 92,00
h e 78,23 h, respectivamente, contudo nenhum deles diferiu significativamente da testemunha
(77,80 h). Para esses produtos Xavier (2009) observou mortalidade de cerca de 35% e 60%
apos seis dias de exposicdo, respectivamente, havendo de acordo com o autor a presenca de
efeito toxico sobre A. mellifera.

Essa divergéncia de resultados possivelmente deva-se a variagbes na
metodologia, Xavier (2009) exp6s as abelhas por contato com folhas de abdbora que foram
imersas nos produtos, as abelhas foram mantidas em contato com as folhas durantes 6 dias.

Quando o 6leo de neem foi pulverizado sobre abelhas adultas de A. mellifera

para o controle de &caros parasitas, ndo se observou efeito de mortalidade das abelhas,
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contudo foi observado efeito direto sobre a col6nia, como reducdo de 50% da area de cria,
essa reducdo foi resultado do envenenamento por azadiractina, além disso 50% das coldnias
tratadas com 6leo de neem a 10% perderam suas rainhas (MELATHOPOULOQOS et al., 2000).

3.5.3.2 Produtos fitossanitarios naturais comerciais e B. thuringiensis subesp. kurstaki

adicionados a pasta Candi

Nenhum dos produtos avaliados reduziu a longevidade quando adicionados a
pasta Candi (Tabela 12). Embora ndo se tenha observado diferenca significativa entre os
tratamentos e a testemunha, observou-se variacdo de longevidade de 56,50 h (Calda Bordalesa)
a 100,37 h (Rotenat®) (Tabela 12).

Embora ndo tenha sido objeto de avaliacdo deste estudo, a Calda Bordalesa
pode ter apresentado efeito repelente quando adicionada a dieta artificial, uma vez que se
observou alteracdo da coloracdo da dieta, o que possivelmente tenha levado a alteracdo de
outras caracteristicas, como sabor, odor. Isso, provavelmente tenha repelido a alimentacdo o

que ocasionou a reducgéo da longevidade.

Tabela 12 - Longevidade em horas (+ EP) de operérias de Apis mellifera apds fornecimento de pasta Candi
misturada aos produtos fitossanitarios naturais comerciais na concentragdo recomendada. Temperatura 30 + 2
°C, 12 horas de fotofase e U.R. de 70 + 10%. UTFPR, Campus Dois Vizinhos, PR, 2012.

Tratamento Longevidade (h)
Testemunha A’ 80,20 + 9,42 ab
TestemunhaB? 84,3+ 11,58 ab

Btk® 100,10 + 11,58 a
Rotenat® 100,37 + 13,95 ab
Pironat® 59,10 + 6,48 ab

Natuneem® 79,17 + 11,13 ab
Natualho® 95,16 + 13,20 ab
Calda Bordalesa 56,50+ 7,88b
CV % 20,67

Dados transformados em logaritmo. Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (P<0,05); *A- Adic4o de 4gua destilada esterilizada & pasta Candi; °B- Pasta Candi
pura; *Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki
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O produto Rotenat® e Btk apresentaram as maiores médias de longevidade
100,37 horas e 100,10 horas, respectivamente. Resultados diferentes do observado nesse
estudo foram verificados em avaliacdo de diferentes concentracdes de Btk, obtido do produto
Dipel® PM, sobre a mortalidade de A. mellifera. Quando adicionado & pasta candi, na
concentracdo 2,59/60g de pasta Candi, a longevidade média observada foi de 73,98 h, néo
diferindo significativamente das concentragdes de 0,25, 0,50, 1,00, 5,00, 10,0, 20,0 mg/ 60g
de pasta Candi, indicando o elevado efeito do Btk na mortalidade das abelhas (BRIGUENTI
etal., 2007).

Avaliou-se no presente estudo a seletividade fisioldgica dos produtos
fitossanitarios naturais a A. mellifera, contudo, também se deve levar em consideracdo a
seletividade ecoldgica, evitando o contato dos produtos com as abelhas. Para tal, a aplicacdo
deve, preferencialmente, ser realizada no final da tarde, periodo em que a taxa de
forageamento é menor, além disso deve-se realizar o fechamento da colméia, fornecendo
alimentacéo artificial durante as pulverizagdes (FOERSTER, 2002; XAVIER, 2009).

Os produtos fitossanitarios naturais comerciais avaliados no presente estudo
ndo apresentaram efeito direto sobre a mortalidade larval de A. gemmatalis. Contudo, 0s
produtos Natualho® e a Calda Bordalesa reduziram significativamente a formacao de pupas e,
Natuneem® e a Calda Bordalesa reduziram o percentual de emergéncia. Esses produtos,
apesar de ndo causarem mortalidade na fase larval, possivelmente contribuem para a redugéo
das populacdes seguintes da praga, o que pode representar um fator importante a longo prazo.

Entre os produtos avaliados no presente estudo, Natuneem® Natualho® e
Rotenat® sdo os mais adequados para associacdo com Btk, visto que néo apresentaram efeito
negativo sobre a toxicidade dos cristais de Btk além de causarem efeito positivo sobre a
formagéo de UFC/mL.

Além disso, nenhum dos produtos avaliados reduziu de maneira significativa a
longevidade das operarias de A. mellifera, contudo sugere-se a realizagdo de novos
experimentos que avaliem os efeitos dos produtos sobre as abelhas em ambiente de campo, 0s
efeitos sobre a estruturacdo da colénia e a toxicidade para operarias em diferentes idades, de
modo que se garanta a seguranga as abelhas quando da utilizacdo desses produtos

fitossanitarios naturais comerciais.



72

3.6 CONCLUSOES

Os produtos Pironat® e Calda Bordalesa reduziram as UFC/mL, enquanto
Natuneem®, Rotenat® e Natualho® aumentaram as UFC/mL.

Apenas a Calda Bordalesa afetou negativamente a toxicidade dos cristais de
Btk.

Nenhum dos produtos fitossanitarios naturais comerciais, nas duas formas de

aplicacdo, alterou a longevidade de A. mellifera.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de produtos fitossanitarios naturais constitui uma alternativa promissora
para o controle de insetos praga. Assim, 0 estudo de extratos vegetais ou de produtos
comerciais a base de metabdlitos secundarios de plantas com potencial inseticida e que sejam
de facil obtencdo pelos produtores sdo importantes para a consolidacdo de tal pratica. Além
disso, o conhecimento dos efeitos de tais produtos sobre organismos ndo alvos também se faz
necessario, pois permite estabelecer estratégias de associacdo com as demais praticas
empregadas no Manejo Integrado de Pragas com devida seguranca ambiental.

No presente estudo ndo foi observado efeito dos extratos vegetais avaliados
sobre o desenvolvimento de A. gemmatalis. Contudo, estudos futuros do potencial inseticida
dessas plantas podem ser desenvolvidos utilizando-se diferentes solucOes extratoras e
diferentes concentracdes.

A utilizacdo dos extratos de trombeta e pimenta em conjunto com Btk pode ser
positiva no controle de insetos praga, pois 0s extratos ndo apresentam efeito negativo sobre 0s
cristais de Btk e a utilizacdo conjunta provoca o alongamento do periodo ovo-adulto de A.
gemmatalis. Porém esses extratos afetaram regativamente os esporos de Btk, de modo que
torna-se necessario o desenvolvimento de novas pesquisas a campo para que se possa verificar
se o efeito sobre os esporos observado em laboratorio representa um obstaculo para a
utilizagdo conjunta desses extratos com Bik.

Além disso, 0s extratos vegetais de trombeta e pimenta, indicados para
associacdo com Btk, também foram considerados seletivos a operéarias adultas de A. mellifera,
de modo que sua utilizagdo além de ser importante no controle de pragas ndo afeta a
sobrevivéncia e assim o servico de polinizacao realizado por estes organismos.

Dentre os produtos comerciais avaliados, sugere-se a utilizacdo de Natuneem®
e Natualho® em associagdo com B. thuringiensis, pois mesmo ndo apresentado atividade
direta sobre a mortalidade larval de A. gemmatalis, ambos apresentaram efeitos sobre outros
parametros que comprometem o desenvolvimento do inseto, ndo apresentaram efeito negativo
sobre esporos e cristais da bactéria e também foram seletivos a A. mellifera, uma vez que néo
apresentaram efeito sobre a longevidade. Além disso, considerando-se que numa possivel
aplicacdo em campo encontra-se insetos em diferentes instares os produtos podem causar

estress nos instares mais resistentes a Btk, contribuindo para a acdo da bactéria.
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