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CARVALHO, Mateus Gimenez. Estudos Visando o Controle de Diabrotica
speciosa Através de Iscas Contendo Extratos de Fagoestimulante com
Inseticidas Naturais e Sintéticos. 2012. 39 f. Dissertagcdo mestrado (Mestrado em
Engenharia Agronémica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2012.

RESUMO

Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae) € uma importante praga polifaga
na América Latina, atualmente controlada com inseticidas sintéticos. Este estudo
tem como objetivo avaliar as respostas de D. speciosa a uma isca foliar com
diferentes extratores de cucurbitacina, em condi¢cdes laboratoriais e a utilizagao
desta isca associada a um inseticida botanico ou sintético, para o controle da praga
em estudo. Foram realizados teste de dupla escolha pareado com insetos adultos,
cujos tratamentos utilizaram diferentes tipos de extratores de cucurbitacina: Agua;
Etanol; Etanol+Agua e Etanol+Agua+Butanol. Os tratamentos foram realizados com
circulos de folhas de feijao, pulverizadas manualmente, com extratos. Também foi
realizado outro teste com o melhor extrato testado no bioensaio anterior, em
combinagdo com os seguintes inseticidas de origem vegetal: extrato de Tephrosia
sp., extrato de Annona squamosa e o inseticida carbaril, de origem sintética. Os
extratos e os inseticidas foram misturados e pulverizados em plantas de milho,
cultivadas em vaso. Apds a pulverizagao foram ofertados circulos de folhas tratadas
e nao tratadas aos adultos de D. speciosa em teste de dupla escolha. Em
confinamento foram ofertadas apenas folhas tratadas aos insetos adultos, em
diferentes dias, observando o consumo da folha pelo inseto, mesmo tratada com
inseticida; bem como o efeito residual apresentado. No primeiro teste de dupla
escolha foi analisado o consumo foliar (mm?) para escolha do melhor extrator e no
segundo teste, além da éarea foliar, também foi analisada, a mortalidade (%) dos
insetos. No teste da escolha do melhor extrator se obteve o etanol e a melhor
concentragcéo foi a 40%, em que o inseto fez o consumo de aproximadamente
74mm? da folha, o que representou 23,55% da area da folha. No teste que utilizou
isca+inseticida os resultados mostram que, mesmo as folhas possuindo inseticida, a
isca de cucurbitacina mantém o estimulo ao inseto para o consumo de folhas
tratadas. Os extratos de Tephrosia e A. squamosa foram eficazes na mortalidade
dos insetos apenas na primeira avaliagao, que foi no dia em que foi feita a aplicacao,
diferentemente do inseticida carbaril que foi eficaz em todas as avaliacoes.

Palavras-chave: Isca. semioquimico. Lagenaria vulgaris. fagoestimulante



CARVALHO, Matthew Gimenez. Studies Aimed at Control of Diabrotica speciosa
Through Baits Containing extracts phagostimulant with Natural and Synthetic
Insecticides. 2012. 39 p. Masters Dissertation (Masters in Agricultural Engineering)
State University of Londrina, Londrina. 2012.

ABSTRACT

Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae) is an important polyphagous pest
in Latin América, it control is carried out with synthetic insecticides. This way, the
objective of this study was to evaluate the responses of D. speciosa a leaf bait with
different extractors cucurbitacin in laboratory, and the use of this insecticide bait
associated with a botanical insecticide, for control the pest in study. They were
performed a double choice test paired with adult insects, whose treatments are used
with different types of extractors cucurbitacin: Water, Ethanol, Ethanol+Water and
Ethanol+Water+Butanol. The trataments were performed with cicles of bean leaves,
manually sprayed with extracts. Another test was also performed with the best
extracts tested in the previous bioassays in combination with the following
insecticides of plant origin: extract of Tephrosia spp., extract of Annona squamosa
and the insecticide carbaryl, synthetic origin. The extracts and insecticides were
mixed and sprayed on corn plants, those grown in pots. After spraying rounds were
offered leaves of treated and untreated adults of D. speciosa in double choice test. In
confinement treated leaves were offered only to adults insects, on different days,
observing the consumption of leaves by the insect, even treated with insecticide, as
well as the residul effect presented. In the first test pair was analyzed leaf
consumption (mm?) to choose the best extractor, and was analyzed in the second
test than the leaf area, also mortality (%) of insects. In choosing the best test we
obtained the best extractor ethanol and best dose of the bait was 40% in the insect
did the consumption of about 74 mm? leaf represented 23,55% the leaf. The test of
insecticide+ bait result show that, even the leaves possessing insecticidal, the bait
cucurbitacina keeps the insect to stimulate the consumption of treated leaves. The
extracts of Tephrosia sp. and A. squamamosa were effective in killing the insect only
in the first evaluation, which was the day application was made, inlike of the
insecticide carbaryl was effective in all evaluations.

Keywords: Bait. Semiochemicals. Lagenaria vulgaris. phagoestmulant.
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1  INTRODUGCAO

Diabrotica speciosa (Germar, 1824) € um importante inseto-praga da
agricultura na América Latina. No estagio larval alimenta-se de raizes das
gramineas, tendo preferéncia pelo milho (Zea mays L.) Na fase adulta este inseto
tem preferéncia por folhas de feijao e soja, mas pode atacar diversas culturas de
interesse comercial. Seu controle é realizado quase que exclusivamente com
inseticidas sintéticos, o que podem causar danos irreparaveis ao ambiente, além de
reinfestacao e resisténcia dos insetos. Em se tratando de larvas, as dificuldades de
manejo sdo ampliadas, pois possuem o habito subterraneo. Desta forma, o controle
com inseticida tem um custo muito elevado e € pouco eficaz.

Os diabroticineos, pertencentes a tribo Luperini (Coleoptera:
Chrysomelidae), mantém uma relacdo coevolutiva com plantas da familia
Cucurbitaceae (METCALF & LAMPMAN, 1989). Esta relacdo ¢é atribuida
principalmente a cucurbitacina, uma substancia secundaria que € amarga ao paladar
e toxica a muitos insetos. No entanto, para os diabroticineos, € fagoestimulante e
arrestante (CHAMBLIS & JONES, 1966; HOWE et al.,, 1976). Em contato com
alimento contendo esta substancia, o inseto alimenta-se compulsivamente. D.
speciosa responde muito bem a cucurbitacea Lagenaria vulgaris L. Em estudos
realizados por Arruda et al .(2005) foi possivel obter uma isca amilacea de
curcubitacina com efeito satisfatorio feita com frutos de L. vulgaris. Existem relatos
que iscas juntamente com semioquimicos foram eficazes, permitindo assim uma
reducao de inseticidas quimicos sintéticos.

A utilizagédo de iscas associadas a inseticidas quimicos sintéticos ou
até mesmo organicos, na interceptacdo de D. speciosa na bordadura de cultivos
hospedeiros, poderia ser aplicada de forma viavel, pois em estudos de Tallamy e
Halaweish (1993), estes consideram que as fémeas tém uma maior resposta a
curcubitacina principalmente apds a cépula. Alguns inseticidas tém sido utilizados no
controle deste inseto associados a iscas, como € o caso do inseticida carbaril, ndo
apresentando efeito repelente a praga, porém este produto possui limitagdes de uso,
principalmente em cultivos orgéanicos. A busca por inseticidas de origem vegetal tem
sido divulgada em relatos e trabalhos desenvolvidos a partir de extratos de

sementes que possuem efeito inseticida, podendo assim serem utilizados em



associagdo com a isca de cucurbitacina, sendo uma alternativa para o controle de D.
speciosa.

Objetivou-se com este estudo avaliar as respostas de D. speciosa
com formulagdes de iscas feitas a partir de extratos de frutos de L. vulgaris, com
diferentes solventes para a extracdo de cucurbitacina e a possivel utilizagcdo desta
isca associada a um inseticida botanico (extrato de Tephrosia sp. e extrato de A.
squamosa) e a um inseticida sintético (carbaril). Os testes desenvolvidos
possibilitaram avaliar a preferéncia do inseto D. speciosa pelas folhas tratadas com

isca+inseticida, e a possibilidade do controle da praga em condi¢des laboratoriais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O GENERO DIABROTICA (COLEOPTERA: CHRYSOMELIDAE)

Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera:Chrysomelidae)
vulgarmente conhecida como “vaquinha, "brasileirinho" e "patriota", € uma praga
polifaga muito frequente em diversos cultivos, e de grande disseminagao no estados
brasileiros e alguns paises da America do Sul (AVILA, 1999).

O adulto € um besourinho de coloracdo verde com 5 a 6 mm de
comprimento, de cabecga castanha, trazendo nos élitros trés manchas amareladas. A
fémea faz postura no solo, que medem cerca de 10mm de comprimento e sao de
coloragéo branca leitosa (GALLO, 2002).

As fémeas depositam seus ovos proximos a base das plantas
hospedeiras, cujas raizes sao consumidas pelo inseto em sua fase larval (GASSEN,
1996), sendo as gramineas da familia Poaceae as preferidas neste periodo. Devido
a sua alimentacdo, Marques, Avila e Parra (1999) constataram que desde as
menores densidades populacionais, larvas de D. speciosa causam redugao
significativa no peso seco de raizes e parte aérea, e na altura do milho (Zea mays).

Em batata (Solanum tuberosum), a fase de tuberizacao, é propensa
ao ataque esporadico de pragas do solo. Os besouros podem causar danos sérios,
destacando-se as larvas alfinete (D. speciosa), as quais destroem o sistema
radicular no estado vegetativo e de tuberizagao (LIMA & RACCA FILHO 1996).

O manejo de D. speciosa esta restrito basicamente ao controle
quimico sintético visando o seu controle. As larvas sdo controladas por aplicagcboes
no solo com produtos que possuem um elevado custo e sdo perigosos ao ambiente
(ARRUDA-GATTI; VENTURA 2003). Para os adultos o controle é feito através de
pulverizagdes de inseticidas quimicos foliares. Entretanto Martinez (2003), diz que o
controle quimico de D. speciosatem pouca eficiéncia, devido a continua

reinfestacdo das areas, em fungado da praga se deslocar de areas adjacentes.
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2.2 UTILIZACAO DE ISCAS NO MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS

As iscas tém sido utilizadas de varias formas no manejo integrado de
pragas, para diversas ordens de insetos. Iscas atrativas com estimulantes
alimentares tém sido utilizadas para analisar a distribuicdo de espécies de insetos;
certificagcdo de uma regido ou pais quanto a auséncia de determinada espécie-
praga; e em programas de erradicagado de espécies-praga e de manejo integrado
(NASCIMENTO et al., 2000).

Esta técnica pode ser usada, por exemplo, para detectar as
primeiras infestacbes de uma determinada praga, para monitorar populagdes ja
estabelecidas e para observar as aplicagcbdes de inseticidas no momento em que o
nivel populacional atinge o nivel de agao (JUTSUM & GORDON 1989).

Varios atrativos como acgucar mascavo, sacarose, proteina
hidrolisada de milho, sucos de frutas e vinagre de vinho sao utilizados em
armadilhas, no monitoramento de insetos e, quando adicionados a inseticidas, sao
recomendados para o controle de pragas (NASCIMENTO et al., 2000; GRAVENA &
BENVENGA, 2003).

Algumas isca sdo conhecidas e amplamente utilizadas em lavouras,
como por exemplo, para o inseto praga da fruticultura mosca-das-frutas (Diptera:
Tephritidae), em que a eficacia de seu controle € dependente da disponibilidade de
bons atrativos e armadilhas (SALLES, 1999). No Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, é utilizado suco de uva para monitoramento de Anastrepha spp em
macieira e pessegueiro (SALLES, 1991). Em S&o Paulo, usa-se o hidrolisado
enzimatico de proteina para o monitoramento de mosca-das-frutas em citros, sendo
0 mesmo recomendado para outras fruteiras (NASCIMENTO et al., 2000).

Um controle muito pesquisado em todo o Brasil € para a broca-do-
rizoma-da-bananeira ou moleque-da-bananeira (Cosmopolites sordidus) (Germ.,
1824). Esta espécie é amplamente distribuida por todas as regides do Brasil, sendo
considerada uma das mais sérias pragas da bananeira. (ARLEU & SILVEIRA-NETO
1984). Na tentativa de utilizar produtos menos toxicos ao homem e com menores
danos ao meio ambiente, varios estudos com entomopatdégenos para o controle de
C. sordidus foram realizados, cujo enfoque maior tem sido dado ao fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana, utilizado em iscas do préprio pseudocaule
da bananeira ou do rizoma (BATISTA FILHO et al., 1994).



12

Segundo Metcalf et al. (1987), iscas contendo semioquimicos e
inseticidas sao ferramentas para o manejo de populagdes de Diabrotica spp. O uso
de iscas visa diminuir a populacdo de adultos, sendo esta feita para diminuir o
numero de ovos e, consequentemente, diminuir o numero de larvas e os danos que

causariam nas plantas de milho da safra seguinte (CHANDLER, 2003).

2.3 ISCA PARA DIABROTICA SPP

O processo de co-evolugdo entre as plantas da familia
Cucurbitaceae e insetos pertencentes aos géneros Acalymma, Aulacophora,
Cerotoma e Diabrotica da tribo Luperini (Coleoptera: Chrysomelidae), fornecem um
exemplo classico do papel de substancias vegetais secundarias, os cairomdnios, em
que estes insetos apresentam estreita relacdo com as cucurbitacinas presente
naquelas plantas (METCALF E LAMPMAN, 1989).

A familia Cucurbitaceae contém mais de 900 espécies de plantas em
cerca de 100 géneros, como Cucurbita, Cucumis, Citrullus, Lagenaria, Marah,
Sicyos, Echinocystis, Ecbalium e Bryonia. Essas plantas s&o caracterizadas pela
biossintese de um grupo de mais de 20 triterpendides tetraciclicos oxigenados, as
cucurbitacinas (METCALF; METCALF, 1992) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura da cucurbitacina B R1=H, R,=Ac

As cucurbitacinas exercem efeito fagoestimulante e arrestante
nestes coledpteros (CHAMBLIS E JONES, 1966; HOWE et al., 1976), ou seja, o

inseto alimenta-se compulsivamente. Assim, para estes as cucurbitacinas ndo sao
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toxicas, pois no processo evolutivo, tais insetos foram selecionados quanto a
capacidade de sequestrar e estocar o composto 23,24-dihidrocurcubitacina D na
hemolinfa, utilizando-o para sua propria protegao (NISHIDA E FUKAMI, 1990).

Os insetos também podem responder de maneira diversa ao varios
tipos de cucurbitacina. A qualidade e a quantidade das cucurbitacinas variam de
acordo com a espécie e fenologia da planta (METCALF; LAMPMAN, 1989). De
acordo com, Metcalf e Metcalf (1992), nas cucurbitaceas a cucurbitacina B (cuc B) é
a forma predominante, encontrada em 91% de todas as espécies caracterizadas,
seguidas por cuc D (69%), cucs G e H (47%), cuc E (42%), cuc | (22%), cucs J e H
(9%), e cuc A (7%). Cucurbitacinas C, F e L tém sido encontradas em apenas 2%
das espécies.

Segundo Fleischer e Kirk (1994), o comportamento alimentar e de
movimento de diabroticineos é influenciado pela associacdo, nas plantas, de
cucurbitacinas e volateis de flores. Os volateis fazem o papel de atratividade, para
que os insetos encontrem a planta. Podem ser citados como exemplo: 1,4-
dimethoxybenzene, TIC (1,2,4-trimethoxybenzene + indole + transcinnamaldehyde)
e VIP (veratrole + indole + phenilacetaldehyde) de flores de Cucurbita spp. que
foram atrativos a D. speciosa (VENTURA et al., 2000), que também responde aos
frutos, conhecidos popularmente por purungo ou porongo (L. vulgaris) (ROEL &
ZATARIM, 1989; VENTURA et al.,, 1996), que apresentam 0,28% de cuc B
(ARRUDA et al., 2005).

A eficiéncia de armadilhas, em termos da sua capacidade de atrair e
matar besouros depende: do modelo da armadilha, do vigor e longevidade do
cairombnio, e da capacidade da curcubitacina para induzir os insetos para a
alimentagao onde ha inseticida (LUNA e XUE 2009). Estes semioquimicos, quando
combinados com um inseticida, podem melhorar muito a eficiéncia do inseticida,
atraindo os besouros para particulas toxicas, e induzindo-os a se alimentarem delas
(METCALF et al., 1987).

Mikami (2007) utilizou uma isca e evidenciou que, de modo geral, a
mortalidade de D. speciosa foi superior quando em tratamento com isca de
cucurbitacina associado ao inseticida carbaril, se comparado com a testemunha e
apenas o inseticida. Quando utilizado apenas os inseticida carbaril, as mortalidades
dos insetos foram irregulares, podendo ser atribuido a falta de tateamento e

ingestdo, uma vez que o inseticida age por contato e ingestdo (AGROFIT, 2011).
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Assim, a autora afirma que a adi¢cdo da isca produziu uma maior eficiéncia do
inseticida.

Para D. speciosa uma isca com cucurbitacina também foi formulada
em amido geleificado em “spray dry” e se mostrou eficiente para estimular o
comportamento arrestante e fagoestimulante. Da mesma forma, quando aplicado em
condigbes de campo, em cultura do feijao, registrou-se numero significativamente
maior de insetos nas parcelas que foram tratadas com a isca (ARRUDA et al., 2005).

Entretanto, as iscas desenvolvidas em “spray-dry” apresentam
dificuldades de aplicacdo em funcdo de serem preparadas com o p6 do fruto de
purungo seco, 0 que provoca entupimento dos bicos. Outra dificuldade se refere ao
equipamento que produz a formulagdo, pois 0 mesmo tem alto custo e exige um
protocolo muito bem estabelecido para o alcance dos percentuais desejados
(MIKAMI, 2007).

24 INSETICIDAS BOTANICOS

Com a modernizagdo da agricultura apoés a Segunda Guerra, os
processos de producédo de alimentos passaram por grandes transformagdes sendo
utilizados maquinas e equipamentos agricolas, além de fertilizantes e defensivos
agricolas sintéticos, tornando o sistema altamente dependente de recursos externos
as propriedades rurais.

O aumento da produtividade das culturas s6 foi possivel pela
descoberta e utilizagcdo de inseticidas quimicos (DAYAN et al., 2009). Porém, a
adogao de tecnologias desenvolvidas com o objetivo de alcangar altas
produtividades, sem considerar seus impactos sobre o meio ambiente, a
organizagado social e a cultura das comunidades locais, tém gerado entre outras
consequéncias negativas, grandes desastres ambientais, a exclusdo do homem do
campo, bem como a producéo de alimentos com residuos nocivos a saude humana,
fazendo com que a agricultura passasse a ser uma ameaga a populagdo (MORAES
et al., 2007).

O uso de extratos de plantas no controle de pragas pode ser uma
alternativa ao controle quimico convencional realizado, principalmente em hortali¢as,
pois reduz o custo de producdo, diminui o impacto ambiental e diminui a
dependéncia dos inseticidas sintéticos (VIANA e PRATES, 2003).
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A utilizagdo dos produtos vegetais com atividade inseticida pode
causar os seguintes efeitos sobre os insetos: repeléncia, inibicdo da alimentagao, da
oviposicdo e do crescimento, alteragbes do sistema hormonal, alteragdes
morfogenéticas, alteragbes no comportamento sexual, esterilizacdo dos adultos,
mortalidade na fase imatura ou adulta, entre outros (SCHMUTTERER, 1988).

Esse produto pode ser o préprio material vegetal, normalmente
moido até ser reduzido a p6 (WIESBROOK, 2004). Os inseticidas botanicos tém
uma pequena persisténcia no meio ambiente e uma baixa toxicidade, quando
comparados com os inseticidas sintéticos mais utilizados (HOSSAIN E POEHLING,
2006). Ha um numero grande de plantas, cuja atividade inseticida tém sido
estudadas. As familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annoaceae, Labitaceae e

Canellaceae sao consideradas as mais promissoras (VENZON et al, 2006).

2.5 TEPHROSIA SPP.

Ling (2003) mostra que as rotenonas sdo toxinas naturais
produzidas em algumas plantas tropicais da familia Leguminosae. Sao encontradas
principalmente em raizes e sementes de Derris spp. (D. elliptica), Lonchocarpus spp.
(L. utilis e L urucu), Tephrosia spp. e Dalbergia paniculata. Durante séculos, foram
muito utilizadas por indigenas para capturar peixes, pois tem efeito téxico e causa
paralisia em alguns deles.

A atividade inseticida presente influenciou a importagao das plantas
com rotenona. A partir dos anos 50, mais de 3,5 mil toneladas anuais de raizes de
Derris lonchocarpus e Tephrosia spp. foram importados pelos Estados Unidos.
(VIEGAS JUNIOR, 2003). Mas houve uma queda de 1,5 mil toneladas na importacéo
nos anos 60, devido a maior atengdao aos produtos sintéticos. Com a retomada da
importancia dos inseticidas boténicos, a rotenona volta a ser objeto de estudos para
controle de insetos (ISMAN, 1997).

A rotenona interrompe o metabolismo energético das mitocéndrias,
interferindo na producado de adenosina trifosfato (ATP), por inibir o transporte de
elétrons, uma vez que atua como inibidor da enzima NADH, — desidrogenase
glutdmica da cadeia respiratéria. Como a fosforilagdo oxidativa (um dos processos
de formacao do ATP) esta acoplada ao transporte de elétrons, obviamente, o ATP

nao € produzido na presenga da rotenona, o que leva a reducdo das taxas
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respiratorias e cardiacas (MATSUMURA, 1976; KATHRINA & ANTONIO, 2004).
Esta substancia nao é persistente sendo faciimente degradada em condicbes

naturais, devido a sensibilidade a luz, calor (> 25°C) e oxigénio (LING, 2003).

Figura 2 - Estrutura da Rotenona
CH,
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Quando extratos vegetais foram testados, os ensaios com rotenona,
obtidos através de Derris urucu, foram os que apresentaram maior percentual de
eficiéncia na mortalidade de Cerotoma tingomarianus Bechyné (Coleoptera:
Chrysomelidae). Apenas quando comparado com a eficiéncia do inseticida Carbaril o
extrato de D.urucu foi menor (FAZOLIN, 2002).

Extratos de folhas de Tephrosi. vogelli, usando como extratores:
hexano, acetona e etanol, foram testados nos besouros Acanthoscelides obtectus
(SAY.), Collosobruschus maculatus L. e Collosobruschus chinensis L. (Coleoptera:
Bruchidae). Os extratos de acetona e etanol foram ineficazes para as espécies de C.
maculatus, C. chinensis e para A. obtectus o efeito foi pouco expressivo. Porém, o
extrato de hexano foi eficiente para o controle das trés espécies, resultando em
mortalidade de adultos e redu¢cdo do numero de ovos (KOONA E DORN, 2005).
Koona et al. (2007), trabalhando com os mesmos extratos, porém com Sitophilus
zeamais, também observaram melhores efeitos do extrato de hexano. A atividade do

extrato hexanico de baixa polaridade é coerente com a apolaridade dos rotendides.

2.6 ANNONACEAE

As acetogeninas s&o substancias naturais presentes nas cascas,
raizes e, principalmente, em sementes de representantes da familia Annonaceae.
Sao caracterizadas por apresentarem 32 a 34 atomos de carbono, contendo um anel
y—lacténico, geralmente a,B-insaturado e um, dois ou trés anéis tetrahidrofurénicos,

que podem ser ou ndo adjacentes (Santos et. al.,1994). Como as acetogeninas s&o
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acidos graxos de cadeia longa, podem ser extraidas através de solventes organicos
como etanol, diclorometano, hexano e metanol (JOHNSON et al., 2000).

Segundo Alali et al. (1999), algumas espécies da familia
Annonaceae apresentam em sua composi¢ao substancias com potencial inseticida,
sendo a principal a acetogenina, que vem sendo estudada, ainda de forma restrita,

no controle de alguns insetos-praga.

Figura 3 - Estrutura da Acetogenina

As acetogeninas com potencial inseticida, contida em um tipo de
graviola (Annona muricata), podem ser 10 mil vezes mais eficientes que a
adriamicina que é utilizada no combate a diversos canceres (MOSS, 2003). Ainda
segundo Damaceno et al (2002), em algumas populagbdes rurais do Brasil as
anonaceas sao utilizadas como controladoras de fertilidade, fazendo o uso de
extrato de sementes de fruta do conde (Annona squamosa) como abortivo.

Assim as acetogeninas sao conhecidas como inibidoras do
Complexo | (NADH: ubiquinona oxiredutase), nos sistemas de transporte de elétrons
da mitocéndria e da NADH: oxidase da membrana plasmatica, que induzem a
apoptose (morte programada da célula), talvez como consequéncia da falta de ATP,
tendo um potencial na aplicagdo como inseticida e antitumoral (JOHNSON et al.,
2000).

Assim, estudos com extratos etanodlico das folhas e de sementes de
graviola e fruta-do-conde, constataram que o extrato de sementes de fruta-do-conde
foram mais ativos do que o de graviola sobre Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)
(LIMA, 2007). Quando Silva et al. (2007) utilizou extratos de sementes de A.
coriaceae, estas provocaram mortalidade de lagartas de Tuta absoluta (Meyrick,
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1917) (Lepidoptera: Pyralidae)., Neste mesmo trabalho, também foram oferecidas
folhas de tomateiro (Lycopersicon esculentum) tratadas com extrato metandlico de
sementes da anonacea as lagartas recém eclodidas, sendo que a menor
concentracdo, de 0,5%, foi suficiente para causar 86,4% de mortalidade das
lagartas.

Llanos et al. (2008), testando extratos de sementes de graviola (A.
muricata), extraidos com trés diferentes solventes, hexano, acetato de etila e etanol,
observaram acao inseticida sobre S. zeamais (Coleoptera: Curculionidae), tendo

sido atribuida a acao inseticida a presencga da acetogenina.
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3 ESTUDOS VISANDO O CONTROLE DE DIABROTICA SPECIOSA
ATRAVES DE ISCAS CONTENDO EXTRATOS DE FAGOESTIMULANTE
COM INSETICIDAS NATURAIS E SINTETICOS

3.1 RESUMO E ABSTRACT

Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae) € uma importante praga polifaga
na América Latina, sendo seu controle é realizado com inseticidas sintéticos. Este
estudo tem como objetivo avaliar as respostas de D. speciosa a uma isca foliar com
diferentes solventes extratores de cucurbitacina, em condi¢cdes laboratoriais e a
utilizacdo de desta isca associada a um inseticida botanico, para o controle desta
praga. Foram realizados teste de dupla escolha pareado com insetos adultos, cujos
tratamentos utilizaram diferentes tipos de extratores de cucurbitacina: Agua; Etanol;
Etanol+Agua e Etanol+Agua+Butanol. Os tratamentos foram realizados com circulos
de folhas de feijao, pulverizadas manualmente, com extratos. Também foi realizado
outro teste com o melhor extrato testado no bioensaio anterior, em combinagéo com
0s seguintes inseticidas de origem vegetal: extrato de Tephrosia sp., extrato de
Annona squamosa e o inseticida carbaril, de origem sintética. Os extratos e os
inseticidas foram misturados e pulverizados em plantas de milho, cultivadas em
vaso. Apos a pulverizagao foram ofertados circulos de folhas tratadas e nao tratadas
aos adultos de D. speciosa em teste de dupla escolha. Em confinamento foram
ofertadas apenas folhas tratadas aos insetos adultos, em diferentes dias,
observando o consumo da folha pelo inseto, mesmo tratada com inseticida; bem
como o efeito residual apresentado. No primeiro teste de dupla escolha foi
analisado o consumo foliar (mm?) para escolha do melhor solvente extrator e no
segundo teste, além da area foliar, também foi analisada, a mortalidade (%) dos
insetos. No teste da escolha do melhor solvente extrator se obteve o etanol e a
melhor concentragdo foi a 40% em &gua, em que o inseto fez o consumo de
aproximadamente 74mm? da folha, o que representou 23,55% de sua area foliar. No
teste em que se utilizou isca+inseticida os resultados mostram que, mesmo as folhas
possuindo inseticida, a isca de cucurbitacina mantém o estimulo ao inseto para o
consumo de folhas tratadas. Os extratos de Tephrosia e A. squamosa foram
eficazes na mortalidade dos insetos apenas na primeira avaliagdo, que foi no dia em
que foi feita a aplicagao, diferentemente do inseticida carbaril que foi eficaz em todas
as avaliagdes.

Palavras-chave: Isca, semioquimico, purungo, fagoestimulante

Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae) is an important polyphagous pest
in Latin America, it control is carried out with synthetic insecticides. This way, the
objective of this study was to evaluate the responses of D. speciosa a leaf bait with
different extractors cucurbitacin in laboratory, and the use of this insecticide bait
associated with a botanical insecticide, for control the pest in study. They were
performed a double choice test paired with adult insects, whose treatments are used
with different types of extractors cucurbitacin: Water, Ethanol, Ethanol+Water and
Ethanol+Water+Butanol. The treatments were performed with cicles of bean leaves,
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manually sprayed with extracts. Another test was also performed with the best
extracts tested in the previous bioassays in combination with the following
insecticides of plant origin: extract of Tephrosia spp., extract of Annona squamosa
and the insecticide carbaryl, synthetic origin. The extracts and insecticides were
mixed and sprayed on corn plants, those grown in pots. After spraying rounds were
offered leaves of treated and untreated adults of D. speciosa in double choice test. In
confinement treated leaves were offered only to adults insects, on different days,
observing the consumption of leaves by the insect, even treated with insecticide, as
well as the residual effect presented. In the first test pair was analyzed leaf
consumption (mm?) to choose the best extractor, and was analyzed in the second
test than the leaf area, also mortality (%) of insects. In choosing the best test we
obtained the best extractor ethanol and best dose of the bait was 40% in the insect
did the consumption of about 74 mm? leaf represented 23,55% the leaf. The test of
insecticide+ bait result show that, even the leaves possessing insecticidal, the bait
cucurbitacin keeps the insect to stimulate the consumption of treated leaves. The
extracts of Tephrosia sp. and A. squamamosa were effective in killing the insect only
in the first evaluation, which was the day application was made, inlike of the
insecticide carbaryl was effective in all evaluations.

Keywords: Bait, Semiochemicals, Lagenaria vulgaris, phagoestmulant.
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3.2  INTRODUCAO

D. speciosa (Germar, 1824) & importante inseto-praga da agricultura
na América Latina. No estagio larval alimenta-se de raizes das gramineas da familia
Poaceae, tendo preferéncia pelo milho (Zea mays L.). Populagdes relativamente
maiores passaram a ocorrer em funcdo do crescimento do plantio de milho de
entressafra (“safrinha”). Na fase adulta o inseto tem preferéncia por folhas de feijao e
soja, mas pode atacar diversas culturas de interesse comercial.

Seu controle é realizado quase que exclusivamente com inseticidas
sintéticos, o que implica em danos ao ambiente, além de reinfestacao e resisténcia
dos insetos (ARRUDA-GATTI e VENTURA, 2003). Em se tratando de larvas, as
dificuldades de manejo sdo ampliadas, pois possuem habito subterraneo. Desta
forma, o controle é realizado através do tratamento de sementes, aplicacbes de
granulados e inseticidas liquidos no sulco de plantio. A aplicagao deste tipo de
inseticida tem um custo muito elevado e € pouco eficaz, resultando em poluigdo do
solo e afetando significativamente a macro e micro fauna.

Os diabroticineos, pertencentes a tribo Luperini (Coleoptera:
Chrysomelidae), mantém uma relacdo coevolutiva com plantas da familia
Cucurbitaceae (METCALF e LAMPMAN, 1989). Esta relagdo ¢é atribuida
principalmente a cucurbitacina, uma substancia secundaria que € amarga ao paladar
e toxica a muitos insetos. No entanto, para os diabroticineos, é fagoestimulante e
arrestante (CHAMBLIS e JONES, 1966; HOWE et al., 1976). Em contato com
alimento contendo esta substancia, o inseto alimenta-se compulsivamente. As
cucurbitacinas sdo entdo sequestradas na hemolinfa do inseto, como estratégia de
defesa contra predadores, assim a D. speciosa busca plantas de Lagenaria vulgaris
(Cucurbitaceae), que possuem cucurbitacinas muito atraente para o inseto. A
utilizacdo da isca associada a inseticidas, na interceptacdo de D. speciosa na
bordadura de cultivos hospedeiros, onde a fémea oviposita (milho, batata, trigo e
etc.), poderia ser uma estratégia viavel no controle de Diabrotica spp.

Nos Estados Unidos, uma isca com semioquimicos, foi eficaz,
permitindo seletividade e reducdo na concentrracdo do inseticida convencional
(CHANDLER & SUTTER, 1997; CHANDLER, 1998; FAUST & CHANDLER, 1998).
No Brasil, na cultura do milho, os insetos deslocam-se de areas adjacentes para o

interior da lavoura onde ovipositam (Mikami e Ventura, 2008). Desta forma, o
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controle para ser efetivo, deveria ser feito antes que o inseto entrasse na lavoura,
fazendo este controle na bordadura das culturas com iscas.

A utilizagdo de iscas associadas a inseticidas quimicos sintéticos ou
até mesmo de orgénicos, na interceptagdo de D. speciosa na bordadura de cultivos
hospedeiros, poderia ser aplicada de forma viavel, pois em estudo de Tallamy e
Halaweish (1993), estes consideram que as fémeas tém uma maior resposta a
cucurbitacina principalmente apds a copula. Alguns inseticidas tém sido utilizados no
controle deste inseto associado a iscas, que € o caso do inseticida carbaril, que nao
apresenta efeito repelente a praga, mas como é um produto carbamato neurotoxico
sua utilizagdo em cultivos organicos € proibida. A busca de inseticidas de origem
vegetal também faz parte do objetivo do trabalho, com isso existem relatos e
trabalhos com extratos de sementes que possuem efeito inseticida, podendo assim
ser utilizado em associagao com a isca de cucurbitacina sendo uma alternativa para
o controle de D. speciosa.

O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas de D. speciosa com
formulagcbes de iscas feitas a partir de extratos de frutos de L. vulgaris, com
diferentes solventes para a extracdo de cucurbitacina. E uma possivel utilizagao
desta isca associada a uma inseticida botanica (extrato de Tephrosia sp. e extrato
de A. squamosa), para visualizar se mesmo com a folha tratada com isca+inseticida
o inseto D. speciosa continua tendo preferéncia pelas folhas tratadas, e também

para um eventual controle da praga em condigdes laboratoriais.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Entomologia, do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina (CCA-UEL),
Londrina-PR, Brasil. Nos testes foram utilizados insetos adultos de D. Speciosa, que
foram coletados na horta da Fazenda Escola da UEL, estes permaneciam em
quarentena por dois dias e alimentados no periodo com folhas de feijao e agua,

antes de serem utilizados.
3.3.1 Diferentes Extratores da Isca de Cucurbitacina

Os extratos foram preparados no laboratério de Ecologia Quimica e
Sintese de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFPR. Os frutos
verdes de purungo (L. vulgaris) foram cortados transversalmente (0,20 m de
espessura), secos em estufa (70°C) durante 48 horas e triturados em liquidificador
até a obtengédo de um pé. Assim, o p6 de purungo (50g) foi misturado a uma solugéo
do solvente (1000mL), na qual permaneceu 30 minutos em agitagao. A seguir, apos
isso a mistura foi filtrada em papel filtro, obtendo assim os quatro extratos com
concentragéao de 5,0% (m/v). As extragdes foram realizadas com agua (Ag); Etanol
(Et); Etanol + Agua (Et+Ag) na mesma propor¢gdo e Agua + Butanol + Etanol
(Ag+Et+Bu) também na mesma proporgéo.

Para verificar o melhor extrator, foram conduzidos ensaios com chance
de escolha. Foram utilizadas folhas de feijao Phaseolus vulgaris cultivado em casa
de vegetacao. Circulos de folha de feijao (20 mm de didmetro) foram colocadas em
placas de Petri de plastico (9,0 cm de didmetro) forradas com papel filtro umedecido
com agua destilada. No teste de dupla escolha pareado, quatro circulos de folhas de
feijao foram dispostos na periferia de cada placa, alternando uma folha tratada e a
testemunha. Um inseto adulto de D. speciosa foi colocado no centro de cada placa.
Os extratos foram utilizados foram diluido em agua nas concentragdes de 10, 20, 30,
40 e 50% (v/v).

Foram utilizadas 10 placas por tratamento, sendo cada placa
considerada uma unidade experimental. No experimento, a area foliar consumida
(mm?) foi avaliada ap6s 24 horas. No término do experimento os circulos de folhas

eram secos e a seguir digitalizados e areas foliares determinadas através do
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programa SAFIRA (EMBRAPA, 2010). O indice de preferéncia (IP) foi calculado
usando a seguinte férmula [(T-C)/(T+C)]*100 (T= area das folhas tratadas
consumida pelos insetos e C= area das folhas ndo tratadas consumida pelos
insetos) (ESCOUBAS et al., 1993)

Figura 1- Teste de dupla escolha. Circulo de folhas feijao (P. vulgaris) na
horizontal tratada e vertical nao tratadas.

| l
’

3.3.2 Mistura de Isca + Inseticidas

Para verificar a eficacia das iscas, e o efeito residual da isca +
inseticida, foram conduzidos ensaios com chance de escolha e confinamento.
Nestes experimentos foram utilizadas plantas de milho (Zea mays L.), cultivado em
casa de vegetagdo com 40 dias apdés a semeadura. Foram utilizadas quatro
repeticoes.

Este bioensaio foi realizado com o melhor extrato e concentragdo do
experimento anterior, ou seja, o tratamento utilizado foi aquele em que se obteve a
melhor resposta. Os tratamentos aplicados foram: Isca de Cucurbitacina (Is); Isca de
Cucurbitacina + Extrato de Tephrosia sp.(Is+Thr); Isca de Cucurbitacina + Extrato de
Annona squamosa (Is+An) ; Isca de Cucurbitacina + Carbaril (Is+Ca); Extrato de
Tephrosia sp.(Thr); Extrato de A. squamosa (An); Carbaril (Ca) e Agua Destilada
(Te). Os extrato de Tephrosia sp. e A. squamosa foram aplicados em concentragao
de 5% (v/v)e o Carbaril (Sevin® 480 SC) de 0,75% (m/v). Os extratos de Tephrosia
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sp. e de A. squamosa foram obtidos com o extrator acetato de etila, segundo
metodologia de Mikami (2011).

Os experimentos foram avaliados, ap6s a aplicagdo, com quatro e oito
dias. Em cada uma das avaliagdes novas folhas eram coletadas das plantas
anteriormente tratadas, para assim, verificar o efeito residual dos produtos.

Foram utilizadas dez repeticdes. A area foliar consumida (mm?) foi
avaliada apo6s 48 horas. No término do experimento as folhas foram digitalizadas, e
areas foliares determinadas através do programa SAFIRA® (EMBRAPA, 2010).

3.3.3 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
todos os ensaios. Nos testes de dupla escolha, utilizou-se teste de Wilcoxon
(p<0,05) Para as avaliagbes de mortalidade foi utilizado o teste qui-quadrado para
varias proporc¢oes (p<0,05). O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para selecionar o
melhor solvente extrator e a melhor dose da isca a ser utilizada no experimento
mistura de isca+inseticida (p<0,05). O pacote estatistico utilizado foi o Bioestat 5.0
(Ayres, Ayres Jr, Ayres & Santos, 2007)

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1 Extratos de Isca com Curcubitacina

Na avaliacdo os extratos de purungo comparados no teste de
preferéncia, todas as folhas tratadas tiveram um consumo maior do que as folhas
ndo tratadas, com um maior consumo no tratamento com extrato a 40% com um
indice de preferéncia de 91,46. (Tabela 1). Estes resultados corroboram Arruda et al.
(2005) que também observaram preferéncia de D. speciosa por iscas com
cucurbitacina em testes em laboratorio. A curcubitacina é um terpeno que é
fagoestimulante e arrestante aos adultos de Diabrotica spp. (CHAMBILIS e JONES,
1966; HOWE et al., 1976). Os resultados relatados com os diferentes solventes
extratores de curcubitacina mostram que as caracteristicas comportamentais que
esta substancia exerce sobre a D. speciosa estdo sendo mantidas. Adultos de

diabroticineos s&o capazes de detectar cucurbitacinas em pequenas quantidades
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(nanogramas) através de receptores sensoriais especificos localizados no palpo
maxilar (METCALF et al., 1987).

No teste com dupla chance de escolha, os maiores valores obtidos
para o indice de preferéncia foram com extratos de etanol com diluicao de 40% em
agua. Ainda no teste de dupla escolha, quando comparada apenas as areas das
folhas tratadas, o valor médio de maior consumo de area foliar foi no extrato feito
com etanol (40%) com um consumo de médio 73,98 mm? de folha, representando
um consumo de 23,55% da folha sendo superiores aos valores verificados nos
tratamentos agua, agua+etanol e agua+butanol+etanol que tiveram valores médios
de consumo de 49.16 mm? (15.65%), 44.61 mm? (14.2%) e 36.44 mm? (11.6%)
respectivamente (Tabela 2). De maneira geral, os resultados foram superiores nas
maiores concentracdes, o que indica maior eficiéncia de iscas na medida em que

aumentam as concentragées (METCALF et al. 1987).

Tabelal- Area foliar consumida de folhas de feijaio (mm?) por adulto de
Diabrotica speciosa em teste de dupla escolha pareado, com diferentes
concentragdes de isca e diferentes extratores de cucurbitacina (Ag, Et,
Et+Ag e Et+Ag+Bu) com areas tratadas (Trat), areas com apenas agua
destilada (Test) e indice de preferéncia (IP). n=10.

Extratos
Concentr
acdes
Ag | Et Et+Ag ‘ Et+Ag+Bu
IP(% IP(% IP(% IP(%
Trat Test ) Trat Test ) Trat Test ) Trat Test )
4257 361 843 |556 294 899 | 2136 456 64.8 | 157 27.4
50% a b 7 Oa b 6 a b 1 1a 8.95b 1
4916 4.71 825 | 739 914 | 4461 832 685 |364 1021 56.2
40% a b 1 8a 33b 6 a b 6 4a b 3
4351 927 648 |582 7.85 76.2 | 34.09 722 | 2438 46.3
30% a b 7 7a b 6 a 55b 2 2a 911b O
3487 298 842 |400 487 782 |34.09 7.23 650 | 16.6 40.3
20% a b 5 Oa b 9 a b 0 5a 707b 9
23.72 755 517 |295 346 790 | 2419 361 740 |17.2 13.82 11.1
10% a b 1 3a b 2 a b 3 8a a 3
20.26 226 243 165 19.2 | 2042 147 16.0 |29.0 2325 111
0% a 2a -5.50 | 5a a 5 a 7a 6 6a a 1

Média seguidas de mesma letra na linha em cada avaliagdo nao diferem entre si pelo teste de
Wilcoxon (p<0,05).
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Tabela2- Area foliar consumida de folhas de feijdjo (mm?) por adulto de
Diabrotica speciosa em teste de dupla escolha pareado, com apenas
as folhas tratadas, com diferentes concentragcdes de isca e diferentes
solventes extratores de cucurbitacina (Ag, Et, Et+Ag e Et+Ag+Bu).

n=10.
N Extratos
Concentragoes
Ag Et Et+Ag Et+Ag+Bu

50% 42,57 (49,375)a A 55,60(56,7)aAB  21,36(32,525)b C 15,71 (23,4)b C

40% 49,16 (39,725) b A 73,98 (56,275)a A 44,61 (37,75)b A 36,44 (28,25) b A
34,09 (38,475) b

30% 43,51 (43,2) ab A 58,27 (56,4) a AB AB 24,82 (23,925) c AB
34,09 (44,775) a

20% 34,87 (43,05)a AB 40,0 (49,95) a BC AB 16,65 (24,225) b C

10% 23,72aB 29,53acC 24,19 aBC 17,28 a BC

0% 20,26 a B 24,35aC 20,42 acC 29,06 a ABC

Média (Posto médio) seguido de mesma letra mindscula na linha nao diferem entre sim pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05).

Média (Posto médio) seguido de mesma letra maidscula na coluna néo diferem entre sim pelo teste
de Kruskal-Wallis (p<0,05).

3.4.2 Mistura Isca + Inseticidas

Como a isca a 40% feita com etanol foi a mais eficiente no teste
anterior, esta foi utilizada nestes bioensaios. Verificou-se que o consumo foi maior
no tratamento em que se aplicou isca, do que na testemunha.

Nos tratamentos que foram adicionadas extratos, isca+Tephrosia sp. e
isca+A. squamosa, estes também, apresentaram um consumo maior nas areas
tratadas do que nas testemunhas (Tabela 3). O consumo nestes tratamentos nao foi
maior, porque verificou-se uma mortalidade de 70% e 60%, respectivamente (Tabela
4). O consumo no tratamento isca+carbarilfoi semelhante a testemunha devido a alta
mortalidade observada neste tratamento (Tabela 4).

Consumo similar das folhas foi observado nos tratamentos nos quais
nao se aplicou a isca em relagdo as testemunhas (Tabela 3). Na avaliacédo de
mortalidade valores relativamente baixos de mortalidade foram observados nos
tratamentos com extrato de Tephrosia sp. e A. squamosa (30 e 20%,
respectivamente) (Tabela 4). Para o inseticida carbaril, aplicado sozinho, estes
valores foram ao redor de 70% (Tabela 4). E notavel também, na Figura 4 que as
folhas tratadas com isca+extratos botanicos apresentaram uma mortalidade elevada,
o que nao foi visto, quando se tinha apenas os extratos botanicos na primeira

avaliacao.
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Na segunda avaliagao quatro dias apds a aplicacao (4 DAA), os adultos
de D. speciosa continuaram apresentando uma maior preferéncia pelas folhas
tratadas com o estimulante alimentar nos tratamento Is, Is+Te e Is+Ca, consumindo
36.13 mm? (11.5%), 30.47mm? (9.7%) e 28.9 mm? (9.2%), respectivamente (Tabela
3). Porém a mortalidade dos insetos nos tratamentos com inseticidas botanicos foi
muito reduzida, com 20% para ambos os tratamentos que estavam com o estimulo
alimentar (Tabela 4). Isso mostra que estes inseticidas boténicos tém o seu efeito
inseticida degradado com o passar do tempo (Figura 4).

No tratamento com isca mais o inseticida carbaril, como na primeira
avaliacao, nao apresentou diferenca estatistica para folhas nao tratadas, porém a
mortalidade se manteve elevada com 70% dos insetos (Tabela 4).

Na ultima avaliagéo oito dias apos a aplicagéo (8 DAA), os resultados
de consumo foram semelhantes aos da segunda (Tabela 3). (Tabela 4). Novamente
foi o tratamento Is+Ca que apresentou um consumo que nao difere da
estatisticamente da testemunha, como nas avaliagdes anteriores (Tabela 3) em
decorréncia da mortalidade elevada dos insetos (90%) (Tabela 4). Os resultados
desta avaliacdo, quando considerados os tratamentos sem adicdo de isca de
curcubitacina foram similares aos da segunda avaliagdo, porém a mortalidade no
tratamento com o apenas o inseticida carbaril foi de 70%, porém é notavel que
quando se tem a presencga da isca, os insetos t€ém um maior consumo, mas nao

observou diferenca estatistica entre os dois tratamentos.
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Tabela3- Area foliar consumida de folhas de milho (mm?) por adulto de
Diabrotica speciosa em teste de dupla escolha, com utilizacdo de isca,
iscatinseticida, apenas inseticida e testemunha com 0, quatro e oito
dias apos a aplicagdo(DAA). Isca de Cucurbitacina (Is); Isca de
Cucurbitacina + Extrato de Tephrosia sp.(Is+Thr); Isca de
Cucurbitacina + Extrato de Annona squamosa (Is+An) ; Isca de
Cucurbitacina + Carbaril (Is+Ca); Extrato de Tephrosia sp.(Thr); Extrato
de A. squamosa (An); Carbaril (Ca) e Agua Destilada (Te). n=10

Dias Apos Aplicagao
0 4 8
Tratamentos
Tratado Nao Tratado | Tratado Nao Tratado | Tratado Nao Tratado

Is 62,2a 3,46 b 36,13 a 4,46 b 32,04 a 5,03b

Is+Thr 35,5a 6,91b 30,47 a 5,03 b 27,96 a 6,6b
Is+An 399a 6,91b 28,76 a 6.25 b 24,82 a 5,65 b
Is+Ca 27,65 a 6,6 a 16,34 a 15,05 a 19,79 a 5,03 a
Thr 11,62 a 17,59 a 14,77 a 14,14 a 14,77 a 13,82 a
An 12,57 a 22,93 a 14,14 a 13,51 a 12,25a 15,39 a
Ca 17,91 a 15,08 a 10,68 a 12,2523 13,19 a 11,62 a
Te 25,13 a 21,68 a 12,88 a 13,82 a 11,31a 13,19 a

Média seguidas de mesma letra na linha em cada avaliagdo nao diferem entre si pelo teste de

Wilcoxon (p<0,05).

Tabela 4 - Porcentagem de mortalidade de D. speciosa submetido a teste de

multipla escolha, com folhas de milho tratadas com apenas isca,
iscatinseticida, apenas inseticida e testemunha com 0, quatro e oito
dias apos a aplicagao(DAA). Isca de Cucurbitacina (Is); Isca de
Cucurbitacina + Extrato de Tephrosia sp.(Is+Thr); Isca de
Cucurbitacina + Extrato de Annona squamosa (Is+An) ; Isca de
Cucurbitacina + Carbaril (Is+Ca); Extrato de Tephrosia sp.(Thr); Extrato
de A. squamosa (An); Carbaril (Ca) e Agua Destilada (Te). n=10

Dias apos
aplicacao
0
4
8

Tratamentos
Is Is+Thr Is+An Is+Ca Thr An Ca Te
ObA | 70aA 60a A 90aA 30ab A 20b A 70a A ObA
ObA | 20b8B 20bB 70a A 0ObB ObA 50a A ObA
10bA | ObB 10bB 90aA 10 b AB 10bA 70a A 10bA

Porcentagem seguida de mesma letra minudscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Quiquadrado para varias proporgdes (p<0,05).
Porcentagem seguida de mesma letra maildscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Quiquadrado para varias proporgdes (p<0,05).
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Figura 2 - Mortalidade (%) de insetos adultos de D. speciosa em teste de dupla
escolha com folhas de milhos tratadas com apenas isca, isca+inseticida e
testemunha com zero, quatro e oito dias apds a aplicagdo (DAA). Isca de
Cucurbitacina (Is); Isca de Cucurbitacina + Extrato de Tephrosia
sp.(Is+Thr); Isca de Cucurbitacina + Extrato de Annona squamosa
(Is+An) ; Isca de Cucurbitacina + Carbaril (Is+Ca); Extrato de Tephrosia
sp.(Thr); Extrato de A. squamosa (An); Carbaril (Ca) e Agua Destilada

(Te).
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No experimento de confinamento, a area consumida nado pbéde ser
comparada, pois houve um grande numero de insetos mortos nos tratamentos, tanto
com os inseticidas botanicos como o carbaril. Assim como observado no teste de
preferéncia, os extratos botanicos e o carbaril provocaram elevados indices de
mortalidade no dia da aplicacdo (ODAA) e nas demais avaliagdes, tanto nos
tratamentos com e sem isca (Tabela 5)

Nos testes de confinamento, observou-se também elevados valores de
mortalidade para os extratos botanicos de Tephrosia e A. squamosa na data de
instalagdo do experimento (0 DAA). Entretanto, como no teste anterior, os valores de
mortalidade decresceram significativamente nas avaliagbes seguintes (4 e 8 DAA)
(Tabela 5).

Para o inseticida Carbaril, os resultados também se repetiram, havendo

manutencgado da mortalidade em todas as avaliagbes realizadas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Porcentagem de mortalidade de D. speciosa submetido a Teste de
Confinamento, com folhas de milho tratadas com apenas isca,
iscatinseticida, apenas inseticida e testemunha com zero, quatro e oito
dias apos a aplicagdo(DAA). Isca de Cucurbitacina (Is); Isca de
Cucurbitacina + Extrato de Tephrosia sp.(Is+Thr); Isca de
Cucurbitacina + Extrato de Annona squamosa (Is+An) ; Isca de
Cucurbitacina + Carbaril (Is+Ca); Extrato de Tephrosia sp.(Thr); Extrato
de A. squamosa (An); Carbaril (Ca) e Agua Destilada (Te). n=10

Dias apés Tratamentos

aplicagdo Is Is+Thr Is+An Is+Ca Thr An Ca Te
0 ObA 80aA 80aA 100a A 80aA 70a A 100a A ObA
4 ObA 20 b AB 30b AB 90aA 10bB ObB 70a A ObA
8 ObA ObB 0bB 90a A 20b B 10bB 80aA 10bA

Porcentagem seguida de mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Quiquadrado para varias proporg¢des (p<0,05).
Porcentagem seguida de mesma letra mailuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Quiquadrado para varias proporgdes (p<0,05).

E notavel que no teste de preferéncia, os insetos de D. speciosa tiveram
uma maior preferéncia pelas folhas em que havia a presenca da isca de
curcubitacina. Isso aconteceu quando se fez os testes no dia da aplicagdo, como
4DAA e 8DAA. Mesmo as plantas de milho (Z. mays) tratadas recebendo incidéncia
de luz durante o periodo do experimento, a isca de curcubitacina continuou a
proporcionar um estimulo alimentar ao inseto em estudo. Estes mesmos resultados
foram obtidos por Mikami e Ventura (2008), quando adultos de D. speciosa que
consumiram uma maior area foliar de milho quando tratadas com isca amilacea de
cucurbitacina apés 3, 7, 12, e 14 DAA do que areas foliares sem tratamento. A
alimentacdao mesmo de substratos menos palataveis para os diabroticineos, faz com
que na presencga de cucurbitacina os insetos alimentam-se compulsivamente desta
substancia (METCALF; METCALF; RHODES, 1980).

Por induzir os insetos a alimentagao, as cucurbitacinas podem aumentar
substancialmente a eficiéncia de armadilhas contendo inseticidas (METCALF et
al.,1987; LANCE, 1988). A utilizacdo de carbaril em iscas para D. speciosa ja foi
vista com sucesso, pois algumas caracteristicas presentes no inseticida, que € a néo
repeléncia destes crisomelideos, pois Metcalf et al. (1987), observarou captura em
maior quantidade em iscas com adicdo de inseticidas com carbamados, quando
comprados aos piretroides e organofosforados. Em estudos de Roel e Zatarim
(1989) em que testaram pedagos de frutos de L. vulgares tratados com inseticidas

(carbaril, paration metilico e permetrina), em cultura de batata. Os autores
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observaram maiores capturas até o sétimo dia nos tratamentos carbaril e paration
metilico, apds o sétimo dia, apenas o carbaril foi eficiente, sendo que a permetrina,
pertencente ao grupo dos piretroides, foi repelente, pois nos frutos ndo foram
encontrados insetos mortos ou vivos. Percebeu-se que de maneira geral, os
resultados obtidos neste trabalho corroboraram aqueles obtidos por Mikami &
Ventura (2008), que observaram incremento da mortalidade quando se adicionou
isca ao inseticida carbaril.

Os resultados de mortalidade, tanto no teste de preferéncia quanto no
teste de confinamento, obtidos para os extratos de Tephrosia sp. deve-se
provavelmente a acdo dos rotendides presente nas plantas de Tephrosia spp. Os
principais rotendides sdo deguelina, rotenona e tefrosina (LAMBERT et al., 1993,
KOONA e DORN, 2005). A rotenona age nos insetos interferindo no transporte de
elétrons, inibindo o fotossistema | (LING, 2003).

A perda de eficiéncia dos extratos de Tephrosia spp provavelmente seja
devida a decomposicdo. A rotenona, presente em Tephrosia spp., € uma substancia
nao persistente, facilmente degradada em condigdes naturais, devido a sensibilidade
da luz, calor e oxigénio (LING, 2003). As plantas utilizadas estavam sob estas
condicbes e este é o fator no qual as mortes dos insetos ocorreram em niveis tao
baixoscom 4DAA e 8DAA. Neste trabalho n&o foi possivel observar se o extrato de
T. voggeli possuia algum efeito repelente como relatado por Koona et al., 2007,
quando observou acao inseticida e de repeléncia sobre Sitophilus zeamais
(Coleoptera: Curculionidae).

A morte dos insetos no atual estudo ratificou que as anonaceas possuem
efeito inseticida. O uso de extratos de sementes de A. coriaceae, em lagartas de
Tuta absoluta (Lepdoptera:Pyralidae) provocaram a mortalidade (SILVA et al., 2007).
Quando utilizados extratos etandlicos das folhas e sementes de graviola e fruta-do-
conde, foi constatado que o extrato de fruta-do-conde foi mais ativo que o de
graviola sobre Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) (LIMA, 2007). Quando Llanos et
al. (2008), testando extratos de sementes de graviola (A. muricata), extraido com
trés diferentes solventes, hexano, acetato de etila e etanol, observaram acéao
inseticida sobre Sitophilus zeamais Motschulsky 1885, sendo que a agéo inseticida

foi atribuida a presenga da acetogenina.
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Em estudos realizados por Ndob et al., (2009) foram encontradas em
frutas-do-conde vinte acetogeninas: annotemoina-1 e -2, bullatencina, corepoxilone,
diepomuricaninas A e B, dieporeticenine, dieposabadelina, dotistenina,
eritrosolamina, glabrencina B, lepirenina, reticulatainas-1, -2, esquamicenina,
solamina, tripoxirollina, uvariamicinas |, Il, lll. Na literatura a agdo das acetogeninas
nos insetos é de grande inibicdo do complexo | nos sistemas de transporte de
elétrons da mitocéndria, assim nao produzindo ATPs (JOHNSON et al., 2000,
ALVARES COLOM et al., 2007).

Com os resultados obtidos, assim como a rotenona presente na
Tephrosia, as acetogeninas podem também apresentar uma degradacao estimulada
por temperaturas elevadas, oxigénio e luz, mas ndo foram encontrados na literatura
trabalhos que pudessem comprovar essa degradacdo ocorrida. No entanto, novos
trabalhos com D. speciosa deverado continuar sendo realizados com estes extratos

como potenciais inseticidas tanto em laboratorio quanto em campo.

3.4.3 Conclusao

Pode-se concluir que os extratos etandlicos de L. vulgaris provocaram
efeitos fagoestimulantes déem adultos de D. speciosa principalmente em
concentragcdo de 40%. A utilizagdo de iscas juntamente com inseticidas € possivel,
pois ndo causou repeléncia nos insetos. Os extratos de Tephrosia sp. e A.
squamosa tém potencial inseticida para adultos de D. speciosa, entretanto, os
efeitos ndo perduraram, sendo diminuidos drasticamente apds quatro dias. Efeitos

persistentes (até oito dias) foram constatados quando se utilizou o inseticida carbaril.
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