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RESUMO

Gambarra, W.P.T. Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae):
Aspectos biologicos e respostas as acdes de bioinseticidas. Tese (Doutorado) —

Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, SP, Brasil, 2015.

Os afideos sdo importantes pragas na agricultura, principalmente por serem
vetores de virus fitopatogénicos. Entre as formas de controle desses insetos, estdo
incluidos os inseticidas botanicos, no entanto, para que o seu controle seja eficiente ¢
necessario também que se conhegam as suas caracteristicas biologicas. Nesse contexto,
esse trabalho teve como objetivo avaliar a bioatividade de diversos extratos vegetais
sobre Toxoptera citricidus, considerado uma das mais importantes pragas das
plantagdes citricas. Para isso foi estudado o ciclo de vida e quantificados importantes
processos metabodlicos, como: consumo, producao, respiragdo € excre¢dao, € com base
nestes, determinado o balango energético e construida a tabela de vida da espécie. A
bioatividade de 11 espécies de plantas incluindo uma nanoformulacio do nim,
Azadirachta indica, foi avaliada por meio de toxicidade aguda. Para isso 7. citricidus
foi mantida sobre Citrus limonia em condi¢des controladas e contantes de laboratoério.
Destas, 5 espécies tiveram acdo inseticida sobre 7. citricidus, causando mortalidade
igual ou superior a 80%. A concentragdo letal mediana (CLsy) variou de 0,17 a 4,10
mg/mL  para ninfas e de 0,30 a 5,01 mg/mL para adultos, assim evidenciando
propriedades inseticidas e apresentando elevado potencial para serem utilizados no
manejo dessa praga. Uma andlise por ressondncia magnética nuclear do honeydew
permitiu evidenciar a presenca de importantes aminodcidos além de carboidratos
permitindo aprofundar o conhecimento sobre as interagcdes afideo-formiga e afideo-
planta hospedeira. O balanco energético total do 7. citricidus variou dependendo da
idade do afideo. O consumo energético diario foi em média 0,3717 cal para as ninfas e
de 0,4761 cal para os adultos. A fracdo energética a produgdo foi bastante elevada, em
média 60%, evidenciando alta eficiéncia na retencdo de energia. Conclui-se que 7.

citricidus tem importante papel na transferéncia de energia através dos ecossistemas.

Palavras-chave: Plantas inseticidas, tabela de vida, honeydew, balanco energético,
pulgdo preto.



ABSTRACT

Gambarra, W.P.T.; Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae):
Biological aspects and answers to bioinsecticides actions. Doctoral thesis —

Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, SP, Brasil, 2015.

Aphids are important pests in agriculture, mainly because they are vectors of
phyto-pathogenic virus. One of the ways to control these insects, is the use of botanical
insecticides. However in order to the control to be effective it is also necessary to know
their biological characteristics. In this context, the aim of the present study was to
evaluate the bioactivity of several plant extracts upon Toxoptera citricidus, presently
considered one of the most important pests of citric plantations. For this purpose its life
cycle has been studies and important metabolic processes as: consumption, production,
respiration and excretion were quantified. Based on these data the species life table and
energy budget were constructed. The bioactivity of 11 species of plants including a
nanoformulation of the neen, Azadirachta indica, was evaluated through acute toxicity
tests. 7. citricidus was maintained on Citrus [limonia under controlled constant
conditions in the laboratory. Among these 5 had insecticide activity upon 7. citricidus
causing mortality to 80 % of the individuals tested or more. The lethal median
concentration (CLsy 48h) varied from 0.17 to 4.10 mg/mL for the nynphal phases and
from 0.30 to 5.01 mg/mL to adults thus evidencing insecticide properties and presenting
high to be used in the management of this pest. A magnetic nuclear ressonance of
honeydew, the excretion product of this aphid, evidenced the presence of important
aminoacids besides carbohydrates allowing an advance in the knowledge on aphid-ants
and aphid- host plant. The total energy budget of of T. citricidus varied According to
the aphid age. Mean daily energy consumption were 0.3717 cal for nymphs and 0.4761
cal for adults. The energy fraction invested in production by 7. citricidus was high, with
a mean value around 60%, evidencing high efficiency of energy retention. It was
concluded that considering its biological characteristics 7. citricidus has a relevant role

in the energy transference across the ecosystem.

Key words: insecticide plants; life-table; honeydew, energy budget, black aphid.
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Apresentacio da Tese

A presente tese foi construida de forma a facilitar a publicacdo dos resultados
obtidos e, em relagdo ao seu formato, fazem-se necessarias algumas consideragdes.
Inicialmente, realizou-se uma revisdao da literatura com a finalidade de se ter o
embasamento tedrico necessario para o desenvolvimento da tese. Além disso, foi
também exposta uma justificativa para a realizagdo do trabalho. Posteriormente, os
resultados obtidos e a discussdo foram redigidos em capitulos no formato de artigos
cientificos, os quais foram escritos contemplando os itens Resumo, Introdugao,
Metodologia, Resultados e Discussdo e Referéncias bibliograficas. A divisdo neste
formato se justifica, pois torna a publicacdo dos artigos cientificos mais faceis, embora
devido a independéncia de um capitulo em relacdo aos demais, repeti¢des tornam-se

inevitaveis.

Capitulo 1 — Atividade inseticida de espécies vegetais sobre Toxoptera citricidus
(Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae) — Este capitulo aborda os efeitos da
toxicidade aguda de 20 extratos vegetais sobre Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907)
(Hemiptera: Aphididae), aplicados diretamente sobre os insetos e sobre o ramo caulinar

jovem de Citrus limonia, o qual serviu como hospedeiro.

Capitulo 2 — A Toxicidade do Extrato de Sementes de Azadirachta indica A. Juss no
Desenvolvimento, Sobrevivéncia e Crescimento de Toxoptera citricidus (Kirkaldy,
1907) (Hemiptera: Aphididae) e seu potencial uso no controle desta praga dos
citros) - Este capitulo foi realizado com o objetivo de avaliar a toxicidade aguda e
cronica da nanoformulagdo de nim L5-3 sobre ninfas e adultos de Toxoptera citricidus

associados a Citrus limonia, em condigoes de laboratorio.

Capitulo 3 — O uso da Ressonincia Magnética Nuclear na caracterizacido e
quantificacdo do honeydew de Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera:
Aphididae) - Este capitulo teve como objetivo a identificacdo e quantificacdo dos
constituintes do honeydew do afideo Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera:

Aphididae) mantidos em Citrus limonia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).
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Capitulo 4 — O Balanco Energético de Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907)
(Hemiptera: Aphididae) — Neste capitulo objetivou-se determinar as principais
variaveis relacionadas a equagdo geral do balanco energético do afideo T. citricidus. A
energia total gasta com os processos metabolicos foi calculada por meio da

quantificagdo das taxas de consumo, producao, respiracao e excrecao.

Com base nesses quatros capitulos, as conclusdes gerais da tese foram elaboradas.
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1. INTRODUCAO GERAL

A citricultura é uma das atividades agricolas mais importantes no Brasil. E um
setor que ocupa lugar de destaque gerando renda interna, empregos e contribuicdo em
termos nutricionais (AGRIANUAL, 2002). Nesse sentido, o limdo cravo, Citrus limonia
Osbeck, exerce significativa importancia nas regides produtoras de citros como porta
enxerto (SOARES FILHO et al., 2008), e atualmente com mais de 80% de participagdo
nos pomares paulistas. Plantas enxertadas em limdo cravo geralmente tém boas safras a
partir dos trés anos de idade, além de serem resistentes a tristeza dos citros
(CITROLIMA, 2011).

Como a maioria das culturas implantadas, a citricultura ¢ ameagada por
diferentes problemas fitossanitarios como as pragas e doengas que fazem com que o
custo de produ¢do dos pomares aumente consideravelmente (MEDINA et al., 2008).

Dentre as pragas que ocorrem nos citros destaca-se o pulgdo preto, Toxoptera
citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae), pois além de causar danos diretos,
como a succ¢do continua de seiva, implicando no enrolamento de brotagdes e folhas
novas com redugdo no desenvolvimento da planta, ¢ o principal vetor do virus da
tristeza dos citrus (COSTA & GRANT, 1951).

O controle dessa praga tem sido feito basicamente através de inseticidas
quimicos, porém apesar de sua eficiéncia, estes produtos podem causar uma série de
problemas tanto para os humanos como para outras espécies (THOMAZINI et al.,
2000). A utilizagdo de novas tecnologias ambientalmente seguras como oS
bioinseticidas constitui uma alternativa de controle eficiente e viavel para diversos
insetos-praga, visando minimizar os efeitos negativos do uso indiscriminado de
defensivos e aumentar a produgdo de alimentos de melhor qualidade, propiciando assim
o desenvolvimento de uma agricultura alternativa e sustentavel (BETTIOL, 1991;
VENZON et al., 2006).

A diversidade da flora dos diferentes ecossistemas brasileiros constitui um
enorme atrativo na area de manejo de insetos, principalmente levando-se em
consideracdo que apenas uma pequena parcela dessas plantas foi investigada com tal
finalidade, fazendo com que seja fundamental o desenvolvimento de pesquisas voltadas
para o aproveitamento de espécies vegetais para o manejo produtivo, aliadas a
manuten¢do do equilibrio dos ecossistemas naturais (ALTIERI, 2001; BIERMANN,
2009; EMBRAPA, 2010).



1.1. A Citricultura no Brasil

As primeiras plantas citricas foram introduzidas no Brasil pelos portugueses, que
trouxeram as mudas da Espanha no inicio da colonizagdo com o objetivo de evitar o
escorbuto, doenga que matava a maior parte das tripulagdes na época (NEVES &
JANK, 2006). Essas mudas se adaptaram ao clima, facilitando a sua dispersao em todo
o territorio brasileiro. Mas, desde o inicio, foi na regido centro-sul do Brasil que a
citricultura teve maior destaque, principalmente em func¢do das condigdes climaticas e
pela proximidade com o mercado consumidor (NEVES et al., 2010).

A citricultura brasileira apresenta nimeros expressivos que traduzem a grande
importancia economica e social que a atividade tem para a economia do pais. O valor
total da produ¢do brasileira de citros (laranjas, tangerinas, limas acidas/limdes) atingiu
em 2010 a expressiva marca de R$ 7,1 bilhdes, o que faz da citricultura o quinto maior
representante do agronegocio brasileiro (IBGE, 2011).

A area plantada estd ao redor de 1 milhdo de hectares e a producao de frutas
supera 19 milhdes de toneladas. O suco de laranja brasileiro ¢ uma das bebidas mais
consumidas no mundo. Desde a década de 80 o Brasil ¢ o maior produtor e exportador
de suco de laranja industrializado, produzindo mais de 50% do volume mundial e
exportando 98% de sua producdo. Aproximadamente 85% do suco de laranja exportado
mundialmente sdo provenientes do Brasil. Em nenhum outro setor o Brasil exerce uma
posicdo de lideranga tdo isolada. O setor citricola brasileiro somente no Estado de Sao
Paulo gera mais de 500 mil empregos diretos e indiretos (EMBRAPA, 2003).

Apesar de ndo ser o foco econdmico e produtivo da maioria dos estados
brasileiros, a citricultura desenvolve um papel importante na balanca comercial
brasileira, no crescimento e no desenvolvimento economico de varias regides. Além da
comercializacdo da fruta citrica, essa atividade compreende a agroindustrializagdo, com

destaque para a producdo do suco e do 6leo essencial (ZULIAN et al., 2013).

1.1.1. Limao cravo como porta enxertos

Os citros podem ser propagados por sementes, porém, esta propagagao restringe-
se a porta enxertos devido a ocorréncia de juvenilidade. A enxertia por borbulhas

consiste no sistema de propagagdo predominante para os citros, por apresentar
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uniformidade na producdo e na qualidade dos frutos, precocidade na producao, maior
facilidade na colheita e nos tratos culturais (MEDINA et al., 2008).

Nesse sentido, o limdo cravo (Citrus limonia Osbeck) exerce significativa
importancia nas regides produtoras de citros como porta enxerto (SOARES FILHO et
al., 2008). Dentre as razdes principais dessa preferéncia destacam-se sua produtividade
alta e precoce, tolerancia a tristeza dos citros e ao déficit hidrico, facilidade de obtencao
de sementes, compatibilidade adequada com as variedades copas e indugdo de
crescimento as copas nele enxertadas (POMPEU JUNIOR, 2005).

O limdo cravo adaptou-se muito bem ao clima e ao solo brasileiros apos a
introducao no pais e hoje ¢ encontrado na maior parte do territorio como uma planta
selvagem, nas montanhas, pastos ou beiras de rios. Plantas enxertadas em limdo cravo
apresentam 6Otimo vigor, adaptando-se muito bem aos tipos mais comuns de solos,

mesmo os mais fracos e arenosos (CITROLIMA, 2011).

1.2.  Aspectos gerais dos afideos

Os afideos (Hemiptera: Aphidoidea) constituem um grande grupo de pequenos
insetos de corpo mole, comprimento que varia de 1 a 7 mm, mais freqiientemente 1 a 4
mm, normalmente encontrados colonizando uma grande variedade de plantas
hospedeiras. Os representantes da familia podem ser reconhecidos pelo corpo piriforme
caracteristico, pelo par de sifinculos na parte posterior do abdome e pelas antenas
geralmente longas (BORROR & DELONG, 1970).

Sdo considerados mondfagos, quando se alimentam de plantas da mesma
familia; oligofagos quando se alimentam de um pequeno numero de plantas ndo
aparentadas e, polifagos quando encontram-se associados a um grande numero de
plantas hospedeiras (ILHARCO, 1992). Podem ocupar diferentes partes da planta ao
longo do seu ciclo biologico (BLACKMAN & EASTOP, 1994), sendo um dos grupos
de insetos com maior potencial de danos aos seus hospedeiros, tanto danos diretos
causados pela alimentagdo quanto indiretos (ILHARCO, 1992).

Os danos diretos se devem as graves alteracdes provocadas nos tecidos vegetais,
quer pela constante suc¢do ou pela introdugdo de toxinas salivares durante a
alimentagdo (ZUCCHI et al. 1993). Entre os danos indiretos as plantas hospedeiras

destacam-se a excre¢do continuada de melada ou “honeydew”, atraindo formigas e
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facilitando a proliferagdo de fumagina, que acabam por revestir a superficie foliar,
prejudicando a fotossintese e dificultando os processos de respiracio e
evapotranspiragdo da planta (GALLO et al. 1988); e a transmissdo de virus, pois
constituem o principal grupo de insetos vetores de virus de plantas, sendo que
aproximadamente a metade dos 600 virus transmitidos por vetores ¢ transmitida pelos
afideos. A familia mais importante como vetora de virus ¢ a Aphididae e sub familia
Aphidinae, em que se encontram os géneros Myzus, Macrosiphum e Toxoptera, entre
muitos outros (PARRA et al. 2003). Os afideos por terem alta fecundidade e acentuado
polimorfismo tornam-se pragas importantes em muitas culturas.

O desenvolvimento destes insetos pode variar de um local para outro, nas
regides temperadas a maioria das espécies sdo holociclicas, ou seja, possui ciclo
completo onde uma geracdo de machos e fémeas sexuais sdo sucedidas por diversas
geracOes de fémeas partenogenéticas. A ovulagdo ¢ extremamente precoce € 0
desenvolvimento embrionario das ninfas comeca antes do nascimento da mae, no
interior do corpo da avd. O alimento ingerido por um individuo adulto sustenta, entdo,
trés geragdes (BORROR & DELONG, 1970). Nas regides tropicais e subtropicais
ocorrem varias geracdes anuais de reprodugdo partenogenética, dando origem a fémeas
viviparas aladas e apteras (BORROR & DELONG, 1970; GALLO et al. 1988).

A maioria das espécies passa por quatro estddios ninfais que apresentam os
mesmos habitos alimentares dos adultos, sdo 4pteras e de menores dimensdes
(ILHARCO, 1992). O ciclo de vida (ninfa-adulto) ¢ de 7 a 10 dias em climas tropicais.
O polimorfismo contribui para o desenvolvimento dos afideos, devido a presenca de
formas 4pteras, concentradas na reprodugdo em condi¢cdes ambientais favoraveis e
aladas, para a dispersdo em condi¢des adversas (MINKS & HARREWIJN, 1987).

As formas aladas do pulgdo diferenciam-se das dpteras, na colonia, a partir do 3°
instar, pela presenca de tecas alares, quando ha o aumento da populagdo e a quantidade
de alimento diminui, assim os alados vao procurar novos hospedeiros para colonizar
(OIRSA, 2003). A dispersao de ninfas de um hospedeiro a outro ocorre a uma distancia
de até 12 metros (TSAI et al., 1996).

As condigdes climaticas no Brasil sdo favoraveis ao desenvolvimento de formas

partenogenéticas o ano todo e a producdo de fémeas oviparas ¢ raramente observada.



1.2.1. Pulgdes de citros

A cultura dos citros ¢ assolada por diversos artropodes relativamente indcuos,
mas, sobre circunstancias incomuns podem vir a se tornar pragas (PEDIGO & BUTIN,
1994). Entre os insetos considerados pragas secundarias dessa cultura estdo os afideos
(Hemiptera: Aphidoidea), insetos especializados na suc¢do da seiva do floema, que
atacam principalmente brotagdes e folhas novas das plantas (GALLO et al, 2002;
PARRA & PANIZZI, 2009).

As formas aladas voam contiuamente entre 6 a 12 horas, ou até completa
exaustdo no maximo de 1 dia. Apos o pouso, o inseto efetua a picada de prova, e nesse
ato, pode transmitir o virus para a planta. Se o hospedeiro for favoravel fica, caso
contrario executa pequenos v0os proximos, a procura de outra planta, ou acaba
morrendo. Esse voo depende da acdo do vento local (SILVEIRA NETO et al. 1976).

BLACKMAN & EASTOP (1984) relataram 16 espécies de afideos se
alimentando regularmente de citros. HALBERT & BROWN (1996) observaram 21
espécies de afideos colonizando brotos vegetativos e florais em diversas espécies de
citricos. SOUSA-SILVA & ILHARCO (1995) observaram que no Brasil, as plantas
citricas sdo colonizadas por 4 espécies de afideos: Aphis spiraecola (Patch, 1914),
Toxoptera aurantii (Boyer de Foscolombe, 1841), Aphis gossypii (Glover, 1887), e
Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907), o principal vetor do virus-da tristeza-dos-citros.

As formas aladas e apteras das espécies de Toxoptera podem ser diferenciadas
das espécies de Aphis principalmente pela coloragdo. 7. aurantii tem o corpo marrom-
escuro, T. citricidus tem o corpo marrom-avermelhado ou preto brilhante. 4. spiraecola
tem o corpo de coloragao verde a verde-amarelado e 4. gossypii também tem o corpo de
coloracdo verde a verde-amarelado ou acastanhado (ILHARCO & SOUSA-SILVA
2009).

Em apteros de T. citricidus o 11l e o IV segmentos antenais sao palidos, o V e VI
sao pretos. Em 7. aurantii o apice do segmento antenal III, IV e V, a parte apical da base
do VI segmento, e algumas vezes o 4pice do processo terminal sdo pretos. Nas formas
aladas de T. citricidus as nervuras medianas das asas anteriores apresenta-se duas vezes
ramificadas, pterostigma palido, terceiro segmento antenal ¢ preto contrastando com a
metade basal dos segmentos IV e V que sdo palidos. Em T. aurantii as asas anteriores
apresentam a veia mediana ramificada apenas uma vez, pterostigma preto e o terceiro

segmento antenal ¢ palido com o apice preto (ILHARCO & SOUSA-SILVA 2009).



1.2.2. Toxoptera citricidus

Toxoptera citricidus ¢ conhecido vulgarmente como pulgdo marrom do citros,
pulgdo tropical dos citros e pulgdo negro dos citros, pulgdo preto dos citros ILHARCO
E SOUSA-SILVA, 2009) (Figura 1).

Figura 1. Fémea adulta aptera de Toxoptera citricidus. Fonte: Gambarra, 2012.

O pulgao preto dos citros ¢ o mais importante vetor do virus que ¢ agente
causador da doenga Tristeza dos Citros, (Citrus tristeza virus, CTV). A rapida dispersado
da doenca nos anos 30 ¢ 40 causaram a morte ¢ erradicagdo de milhdes de arvores de
citros no Brasil e na Argentina (YAKOMI et al., 1994; MICHAUD, 1999).

Os apteros tem o comprimento do corpo variando de 1,7 a 2,8 mm e os alados
variando de 1,8 a 2,6 mm. O ciclo de vida de 7. citricidus possui quatro instares ninfais
(Figura 2) e ¢ mais complexo do que da maioria de outros afideos. Em quase todas as
areas do mundo, este inseto é permanentemente anholociclico (sem geragdo sexual)

(OIRSA, 2003).



Figura 2. Toxoptera citricidus: a) ninfa de primeiro estagio; b) ninfa de segundo estagio;

¢) ninfa de terceiro estagio; d) ninfa de quarto estagio. Fonte: Gambarra, 2012.

O pulgdo preto dos citros é originario do Sudeste da Asia e foi primeiramente
descrito por Kirkaldy (1907), que o incluiu no género Myzus. Ocorre
predominantemente nas regides de tropico umido, € ¢ comumente encontrado em toda a
Asia, incluindo China, India, Japdo, Taiwan, Vietna, Sumatra, Nepal, Sri Lanka,
Malésia, Filipinas e Tailandia, além de Ilhas do Pacifico, Australia, Nova Zelandia,
paises da Africa, Italia, Espanha e Turquia (TSAI et al., 1996; MICHAUD, 1998).

Sua introdug¢do no Brasil ocorreu acidentalmente na década de 20, quando a
citricultura estava em expansao no pais e houve importacdo de material de propagacao
proveniente da Australia e Africa do Sul (ROCHA-PENA et al. 1995). Desde entdo, a
praga espalhou-se por todo o continente americano. Todas as espécies do género Citrus
e a maioria das Rutaceas sao hospedeiras do 7. citricidus. Existem algumas citacdes de
plantas ndo rutaceas onde o pulgdo foi identificado (em algodoeiro, macieira, cerejeira,
pessegueiro, aceroleira e maracujazeiro), mas sdo geralmente eventos isolados de

colonizagdo de plantas préximas as plantas de citros (STOETZEL, 1994).



O pulgdo preto alimenta-se preferencialmente em brotagdes novas e macias do
citros. Muitos autores tém observado o surgimento de suas populacdes
aproximadamente duas semanas apds chuvas pesadas que induzam o brotamento das
plantas (SCHWARZ, 1965; KLAS, 1979).

Durante todo ano, os individuos sdo fémeas partogénicas viviparas. Esse tipo de
partogénese com formacao exclusiva de fémeas recebe o nome de telitoquia. O tempo
de desenvolvimento das ninfas depende da temperatura. A 20° C o periodo ninfal ¢ de
6-8 dias, com trinta geragdes por ano e¢ o tempo reprodutivo ¢ de 8,1 dias, com
longevidade de 28,4 dias (OIRSA, 2003).

Tipicamente, hd dois picos populacionais do pulgdo preto por ano em regides
subtropicais, um na primavera € outro no outono. Isso foi observado na Argentina
(NICKEL & KLINGAUF, 1985), na Australia (KHAN, 1976; CARVER, 1978), no
Brasil (CHAGAS et al. 1982), no Kenya (SEIF & ISLAM, 1988), em Formosa (TAO &
TAN, 1961), e no Japao (NAKAO, 1968; SHINDO,1972). KOMAZAKI (1981) relatou
trés picos anuais dos alados no Japao.

As infestacOes de pulgdo preto tendem a ser endémicas nos pomares de citros,
sobrevivendo em densidade baixa até que um ciclo novo fornega o alimento suficiente
para o desenvolvimento dos alados. Condi¢des de tempo tais como correntes de ar
ascendentes térmicas ou ventos fortes em tempestades tropicais podem auxiliar na

dispersdo do inseto (LEE et al. 1995).

1.3.  Controle quimico

A modernizagdo da agricultura, apds a Segunda Guerra mundial, acelerou o
processo de producdo de alimentos, e a utilizagdo de maquinas e equipamentos
agricolas, além de fertilizantes e pesticidas quimicos, tornando o sistema agricola
dependente desses recursos (ROEL, 2001).

Em propriedades agricolas utiliza-se para o controle de pragas aplicagdes
sucessivas de inseticidas sintéticos (THOMAZINI et al., 2000), mas apesar de sua
eficiéncia estes produtos podem causar uma série de problemas tanto para a espécie
humana como para outros animais, como os desequilibrios bioldgicos devido a
eliminacdo de inimigos naturais e surgimento de populagdes de insetos resistentes a

estes produtos (VENDRAMIM, 1997).



Desde 2008 o Brasil é o maior consumir de agrotoxicos do mundo, isso equivale
a 16 litros de agrotoxicos por hectare agricultavel no pais (MPA, 2014). De acordo com
Castro Neto et al. (2010) estudos comprovam que os agrotoxicos podem contaminar os
alimentos, o meio ambiente e causam danos a saude humana, sendo que essa
contaminagdo quimica associada aos processos produtivos se caracteriza como um dos
mais complexos problemas de saude publica e ambiental no pais (PERES, 2009).

No Brasil, os ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, da Satude e
do Meio Ambiente responsaveis pela regulacdo de agrotdxicos possuem menos de
cinquenta profissionais, nimero muito inferior aos 850 profissionais responsaveis pelo
gerenciamento desses produtos na Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos,
segundo maior consumidor mundial (PELAEZ, 2012).

Nesse cendrio as ac¢des da Vigilancia Sanitaria, especialmente a avaliacdo
toxicoldgica, a revisdo do registro, a fiscalizagdo e o controle, sdo prejudicadas pela
caréncia de recursos humanos e financeiros. No entanto, a vigilancia das populagdes,
incluindo a de trabalhadores, e dos ambientes expostos também necessita de
investimentos para o adequado enfrentamento dos impactos sobre a satide decorrentes
do uso desses produtos que podem estar associados a efeitos nocivos em diversos
tecidos, 6rgaos e fungdes que sdo fundamentais a perpetuacao das espécies, ao combate
de doengas, as relagdes sociais, a garantia do bem-estar ¢ a manuten¢do da vida. Os
efeitos provocados por esses agroquimicos de intenso uso no Brasil ndo sdo especificos
para as espécies ditas “alvo” e podem atingir todos os cinco reinos dos seres vivos
(Monera, Protista, Fungi, Plantae e Animalia) (FRIEDRICH, 2013).

O monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos para consumo
interno no Brasil ainda estd muito aquém do necessario para determinar o perfil de
exposi¢do aos agrotoxicos através da dieta. A Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria,
Anvisa, coordena o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos,
PARA, que anualmente analisa cerca de 18 géneros de alimentos in natura coletados
em todos os estados brasileiros. Em geral, os resultados apresentados apontam
problemas de extrema gravidade, como contrabando de agrotdxicos, uso intenso e/ou
nao permitido para diversas culturas (ANVISA, 2010).

No entanto, o programa apresenta desafios e limitagdes, como a rastreabilidade
das amostras coletadas, que dificultam a¢des mitigadoras, e a disponibilidade de
laboratoérios publicos credenciados, com capacidade para a inclusdo de culturas e

ingredientes ativos (FRIEDRICH, 2013).



De uma maneira geral, o uso de inseticidas tem sido o método mais eficiente no
combate ao 7. citricidus, existindo no mercado uma vasta gama de produtos registrados
a escolha. Entretanto, em alguns casos sdo ineficazes e perigosos se usados de forma
intensiva e incorreta (MACHADO et al., 2007), podendo causar ressurgéncia de pragas,

resisténcia e efeitos nos agentes de controle biologico (ALVES et al., 2001).

1.4. Bioinseticidas

O uso de plantas com propriedades inseticidas ¢ uma pratica muito antiga
(ROEL et al.,, 2000; GALLO et al., 2002). At¢ a descoberta dos inseticidas
organossintéticos, as substancias extraidas de vegetais eram amplamente utilizadas no
controle de insetos.

As variacdes na eficiéncia do controle, devido as diferen¢as na concentracao do
ingrediente ativo entre plantas e, principalmente, os baixos efeitos residuais, que
apontavam a necessidade de varias aplicacdes em periodos curtos, fez com que os
inseticidas vegetais fossem gradativamente substituidos pelos sintéticos (MACHADO et
al., 2007).

E inegavel a preocupagdo crescente com o meio ambiente, dessa forma, observa-
se o crescimento da agricultura organica visando evitar os efeitos prejudiciais dos
produtos quimicos ao agroecossistema e, assim, substitui-los por métodos alternativos
de controle de pragas e doencas, preservacao das propriedades do solo, manejo de
plantas daninhas, cobertura morta, adubacdo verde e rotacdes de culturas, entre outras
praticas (LUZ et al., 2007).

Por isso, atualmente, os extratos de plantas com atividade inseticida surgem
como objeto de pesquisa, e vém sendo estudados como alternativa no manejo integrado
de pragas. Nesse contexto, a familia Meliaceae tem se destacado, tanto pelo numero de
espécies vegetais inseticidas, como pela eficiéncia de seus extratos (ROEL et al., 2000).
Além dessa familia, outras espécies botanicas (Annonaceae, Asteraceae, Cannellaceae,
Chenopodiaceae, Compositae, Labiateae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Rutaceae e
Verbenaceae) também demonstram serem promissoras no controle de pragas

(JACOBSON, 1989). Todavia sdo escassos os estudos sobre o potencial inseticida para
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a grande maioria das espécies, o que implica na necessidade do desenvolvimento de
pesquisas para a descoberta de novas alternativas.

De acordo com GALLO et al. (2002) o objetivo principal do uso de extratos
vegetais ¢ reduzir o crescimento da populagdo de pragas. Segundo os autores, a
mortalidade do inseto é apenas um dos efeitos e que, geralmente, necessita de
concentragdes muito elevadas.

Os inseticidas derivados de plantas podem interferir no desenvolvimento,
alimentagdo e reproducdo dos insetos ou serem utilizados na estratégia de atrair e matar,
quando substincias atrativas sdo usadas juntamente com inseticidas (COPPING &
MENN, 2000; VENDRAMIM, 1997).

Diversas substincias oriundas dos produtos intermedidrios ou finais do
metabolismo secundario dessas plantas, que podem ser encontradas nas raizes, folhas e
sementes, entre eles, rotenoides, piretrdides alcaldides e terpenodides, podem interferir
severamente no metabolismo de outros organismos, causando impactos varidveis, como
repeléncia, deterréncia alimentar e de oviposi¢do, esterilizacdo, bloqueio do
metabolismo e interferéncia no desenvolvimento (VENDRAMIM, 1997; COPPING &
MENN, 2000).

Vérias s3o as estratégias capazes de determinar a atividade de produtos de
origem natural contra insetos. De uma maneira geral, a pesquisa inicia-se com extratos
brutos de plantas preparados com diversos solventes, tais como hexano, diclorometano,
acetato de etila, metanol e d4gua. Em seguida, os extratos ativos sdo fracionados através
de métodos cromatograficos e as fragcdes obtidas sdo testadas novamente, repetindo-se o
processo até a obtencao do(s) composto(s) ativo(s) (SHAALAN et al., 2005).

Os extratos obtidos com solventes organicos contém complexa mistura de
compostos ativos. Se a concentragdo letal encontrada for baixa, o extrato pode ser
fracionado para extrair o componente quimico responsavel pelo efeito. Fragdes isoladas
do mesmo extrato podem ter diferentes atividades inseticidas, pois contém diferentes
fitoquimicos. No entanto, alguns compostos, quando testados de forma isolada,
apresentam baixa eficacia, sugerindo efeito sinérgico entre as substincias presentes no
extrato, indicando que a associacdo destas substancias ¢ a responsavel pela mortalidade
obtida nos testes realizados (SHAALAN et al., 2005).

Para o uso de inseticidas vegetais, diversos aspectos devem ser levados em

consideracdo, como a extragdo, conservagdo dos extratos, dosagem eficiente,
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estabilidade, toxicidade e custo. Todos estes aspectos sdo avaliados quando se identifica

as principais substancias contidas no inseticida NOGUEIRA & PALMERIO, 2001).

1.4.1 Uso de extratos vegetais no controle de afideos

Entre o complexo de pragas que podem ser afetadas por compostos quimicos

presentes em plantas, estdo os afideos, com os quais diversas pesquisas ja foram

desenvolvidas (Tabela 1).

Tabela 1. Referencial cientifico de inseticidas botanicos e sua potencial atividade sobre

os afideos.
Referéncia
Afideo Espécie vegetal Efeito
Bibliografica
' Fekete et al.,
Acyrthosiphon pisum Ajuga chamaepitys Mortalidade 2004
‘ Hummel e
Acyrthosiphon pisum Azadirachta indica Mortalidade
Kleeber, 1997.
Acyrthosiphom pisum,
_ Tomova et al.,
Myzus persicae, Tagetes minuta Mortalidade 2005
Aucacorthum solani '
Acyrthosiphon pisim,
Aphys gossypii,
Myzus persicae,
Nasonovia ribis-nigri, '
Efeito regulador Lowery e
Macrosiphum euphorbiae, | Azadirachta indica )
de crescimento Isman, 1994.
Metopolophium dirhodum,
Fimbriaphis fimbriata,
Rhopalosiphum padi e
Chaetosiphon fragaefolii
29 plantas ' Abdallah et al.,
Aphis craccivora Mortalidade
silvestres 2004.
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Referéncia

Afideo Espécie vegetal Efeito
Bibliografica
‘ Gongalves e
Aphis craccivora Azadirachta indica Mortalidade
Bleicher, 2006.
‘ Rabelo e
Aphis craccivora Annona muricata Mortalidade

Bleicher, 2014.

Prolongamento do

desenvolvimento,

Santos et al,

Aphis gossypii Azadirachta indica diminuicdo da 2004
reproducao e '
mortalidade.

‘ Breda et al.,

Aphis gossypii Azadirachta indica Mortalidade 2010

Glycine max e ‘ Butler et al.,

Aphis gossypii ) Mortalidade

Gossypium L. 1988.
Palicourea
‘ Gonzaga et al.,
Aphis spiraecola marcgravii e Mortalidade

Manihot esculenta

2007

Mortalidade e

Carvalho et al.,

Brevicoryne brassicae Azadirachta indica reducdo da 2008
fecundidade '
Redugao na
Brevicoryne brassicae Azadirachta indica fertilidade e Koul, 1998.
fecundidade
. Ricci et al.,
Brevicoryne brassicae Elionurus candidus Repeléncia 2000
Nicotiana tabacum
‘ Lovatto et al.,
Brevicoryne brassicae e Solanum Mortalidade 2004
fastigiatum .
Ageratum ' Soares et al.,
Macrosiphum euphorbiae Mortalidade
conyzoides 2011
Hlicum verum e ‘ Soares et al.,
Macrosiphum euphorbiae Piper Mortalidade
g 2012.
hispidinervum
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Referéncia

Afideo Espécie vegetal Efeito
Bibliografica
Inibidores Nisbet et
Myzus persicae Azadirachta indica )
alimentares al.,1993.
Toxicidade letal e | Venzon et al.,
Myzus persicae Azadirachta indica _
subletal do nim 2007.
Clibadium ) ) )
Mortalidade e Filgueiras et al.,
Myzus persicae sylvestre e Derris )
efeito deterrente 2011.
amazonica
Oleos (cartamus, Butler e
Myzus persicae € ) ) )
milho, amendoim, Mortalidade Henneberry,
Brevicoryne brassicae ) )
soja e girassol) 1990.
Acdo toxica
Coriandrum semelhante ao
Mpyzus persicae e o Rando et al.,
sativum e inseticida
Brevicoryne brassicae 2011.
Nicotiana tabacum | organofosforado
acefato
Rhopalosiphum padi e Inibidores West e Mordue
Azadirachta indica '
Sitobion avenae alimentares (Luntz), 1992.
Ageratum
conyzoides, Illicum _
‘ Lima et al.,
Schizaphis graminum verum, Piper Mortalidade 2014
hispidinervum e .
Ocotea odorifera
Inibidores Gonzaga et al.,
Toxoptera citricidus Manihot esculenta )
alimentares 2007.
Palicourea
‘ Gonzada et al.,
Toxoptera citricidus marcgravii e Mortalidade 2008
Manihot esculenta .
Lonchocarpus '
Toxoptera citricidus Mortalidade Correa, 2006.
Sfloribundus
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1.5. Tabela de vida

As tabelas de vida sdo utilizadas para estudar a dindmica populacional de um
organismo (SILVEIRA NETO et al., 1976; SOUTHWOOD, 1978), pois fornecem uma
visdo integrada das caracteristicas biologicas de uma populacido, sob condigdes
ambientais determinadas (COPPEL & MERTINS, 1977).

Estudos sobre tabela de vida envolvendo afideos tém sido desenvolvidos por
varios autores (RICCI et al., 2000; VASICEK et al., 2001; GODOY & CIVIDANES,
2002; CIVIDANES & SOUZA, 2003; MORAES & BLEICHER, 2007; MICHELOTTO
& BUSOLLI, 2003; TORRES et al., 2001).

De acordo com Silveira Neto et al. (1976) as tabelas de vida podem ser de idade
especifica e de tempo especifico. As tabelas de idade especifica sdo subdivididas em
ecoldgica e simples ou bioldgica, as quais sdo subdivididas em tabelas de esperanca de
vida e tabelas de vida de fertilidade. As tabelas de esperanca de vida fornecem dados
essenciais sobre uma populacdo, em relacdo as taxas de sobrevivéncia, mortalidade e
esperanca de vida de uma espécie (SILVEIRA NETO et al. 1976).

Na tabela de vida de fertilidade, o principal dado que se obtém ¢ a taxa
intrinseca de aumento (r,) (PEDIGO & ZEISS, 1996) e quanto maior o valor de (ry,)
mais bem sucedida serd a espécie, em um determinado ambiente (PRICE, 1984). Outros
quatro parametros da tabela de vida de fertilidade sdo, a taxa liquida de reproducdo (Ry),
que indica o numero de vezes que uma espécie consegue aumentar de uma geragao para
outra, a razao finita de aumento populacional (A), que ¢ um fator de multiplicacdo da
populagdo a cada dia, tempo de geracdo (T) e TD, que representa o tempo que leva uma
populacao para duplicar em numero (RABINOVICH, 1978).

Conforme Bellows Junior et al. (1992) as informacgdes das tabelas de vida podem
servir também, no controle bioldgico aplicado como elemento de avaliagdo do impacto
de inimigos naturais. Dentre os parametros biologicos a serem considerados na sele¢ao
de um inimigo natural, destaca-se a taxa intrinseca de crescimento populacional (1) ja
que um agente de controle bioldgico so sera realmente considerado efetivo quando sua
taxa intrinseca de crescimento populacional for semelhante ou maior que a da praga

alvo (LENTEREN, 2000).
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1.6. Balanco energético de Afideos

A constru¢do de balancos energéticos teve inicio nos estudos de Lindeman
(1942). Suas idéias foram aperfeigoadas por Odum (1957) e Teal (1962), entre outros
autores, que construiram balangos energéticos globais para os ecossistemas. Anos
depois, Wiegert (1964) e McNeill (1971) construiram balangos energéticos para as
populagdes de insetos, e apartir dai muitas espécies de animais tém sido investigadas
(LLEWELLYN, 1987).

Viérios trabalhos apresentam balangos energéticos de afideos em laboratério.
Llewellyn (1987) calculou o balango energético para nove espécies de afideos,
incluindo espécies monofagas de Drepanosiphinae: FEucallipterus tiliae (L.) e
Tuberolachnus salignus (Gmelin, 1790) e espécies polifagas de Aphidinae. Van Der
Goot (1980) para as populagdes de Macrosiphum liriodendri, Llewellyn e Qureshi
(1979) para Megoura viciae e Randolph et al. (1975) para o pulgdo da ervilha,
Acyrthosiphon pisum.

Para calculo do balanco energético dos afideos, Llewellyn (1987) sugere o uso
da férmula proposta por Petrusewicz e Macfadyen (1970): C = P+R+U+F, em que C ¢ a
energia ingerida; P ¢ a soma da energia contida no crescimento ninfal (Py), na
reproducgao (P;) e nos produtos exuviais (P.); R ¢ a energia perdida como calor durante a
respiracdo celular; U ¢ a energia contida nas excretas nitrogenadas resultantes do
catabolismo; F ¢ a energia do alimento que passa pelo afideo sem atravessar a parede do
canal alimentar (fezes).

O consumo ¢ representado pela ingestdo de alimentos pelos pulgdes. O método
de Kennedy & Mittler (1953) ¢ um dos mais refinados e consiste em cortar os estiletes
do inseto enquanto este se alimenta, e determinar a taxa de seiva exudada do apice do
estilete que permanece no tecido da planta, sendo que a seiva exudada pela pressao de
turgor representa a taxa normal de alimentacdo do afideo. Outros métodos para avaliar a
ingestdo dos sugadores de seiva sdo o uso de elementos radioativos na dieta e na
determinag@o da ingestdo de seiva por experimentos de pesagem (PANIZZI & PARRA,
2009).

A producdo em pulgdes tem trés aspectos: o crescimento, a troca do
exoesqueleto em ecdises e a reproducdo de adultos. Algumas espécies podem produzir
outros materiais como, por exemplo, a cera, e todos os pulgdes liberam saliva durante a

alimentagdo (MILES, 1968), mas nem a produgdo de saliva ou secre¢des de cera sdo
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contabilizadas no balango energético, pois as quantidades de energia envolvidas sdo
despreziveis (LLEWELLYN, 1987).

Na respiracdo o consumo de oxigénio ¢ multiplicado pelo "coeficiente de oxi-
calorifico", Q.x, mas isto varia de acordo com o substrato respiratorio. Para
carboidratos, cada mg de oxigénio consumido ¢ multiplicado por 14,76 Joules, para
gorduras o valor ¢ multiplicado por 13,72 Joules e se for proteina o valor depende do
produto de excregdo. Se for excretada amodnia (a possibilidade mais provavel para os
pulgoes) o Qox € de 13,36 Joules, mas se o produto final for ureia ou acido trico o valor
sera de 13,60 Joules por mg (LLEWELLYN, 1987).

O coeficiente respiratorio assume que toda a energia liberada no processo
respiratério € perdida na forma de calor, mas em animais em crescimento isto ndo
ocorre. Uma quantidade de energia na forma de ATP ¢ retida nas macromoléculas
sintetizadas. Portanto, o coeficiente respiratorio (RQ), ou a propor¢do de didxido de
carbono produzido para o oxigénio consumido é estimado a partir da natureza do
substrato. A maioria dos animais ndo respira um unico substrato € um Q,x composto €
calculado. A dieta de pulgdes ¢ formada predominantemente por carboidratos com
pouca proteina, o que implica que a sacarose serd o maior substrato respiratorio
(LLEWELLYN, 1987).

A energia perdida na forma de calor como consequéncia da respiracdo pode ser
obtida em trés etapas: medindo-se o consumo de oxigénio em relacdo ao peso do
pulgdo, estimando-se o R.Q. e multiplicando-se o consumo de oxigénio durante um
periodo de tempo conhecido pela Qox para se obter a energia perdida na forma de calor
(LLEWELLYN, 1987).

Em nenhum balango energético de pulgdes conseguiu-se separar fezes de urina.
A excrecao de nitrogénio tem duas fontes principais: acido nucléico e o catabolismo
protéico. A determinagdo da energia do F.U. ¢ realizada em trés etapas: medida do peso
seco de melada produzida por unidade de tempo, estimativa da energia por calorimetria
e multiplicdo do primeiro valor pelo segundo valor (LLEWELLYN, 1987). O honeydew
deve ser recolhido no periodo de tempo conhecido, podendo variar de 1 dia no caso do
afideo Tuberolachnus salignus, a 5 ou 6 dias para alguns pulgdes dos cereais
(LLEWELLYN, 1987).

Llewellyn considera ainda trés taxas de eficiéncia energética que descrevem os
padroes de utilizagdo de energia (Figura 3): (a) a eficiéncia geral da transferéncia de

energia por meio do inseto chamada de “eficiéncia de crescimento”, que ¢ dada pela
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taxa P/C; (b) o valor A/C, conhecido como “eficiéncia de assilmilacdo™; e (c) o P/A ¢

uma medida do “custo de vida”, pois a energia e os materiais liberados do alimento na

digestdo sdo utilizados no crescimento, manutengdo dos tecidos e energia para sintese,

transporte ativo e movimento.

Consumo
(C)
Fezes
(F)
Assimilagao
(A)
Respiracao
(R)
Producao
(P)

Figura 3. Esquema do padrao de utiliza¢ao de energia dos afideos. Fonte: Llewellyn,

1987.

A/C

P/A

.

P/C

J
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a importancia da ocorréncia de Toxoptera citricidus nas culturas
de citros no Brasil faz-se necessario um estudo mais detalhado sobre a biologia e sobre
o metabolismo energético por meio da compreensdo dos processos e fases da vida em
que estes insetos sofrem maiores alteragdes fisiologicas, gerando assim, informagoes
que podem ser uteis no controle desta praga.

Medidas de controle que causem menor impacto ambiental sdo de primordial
importancia, o que vem estimulando o ressurgimento do uso de plantas inseticidas como
ferramenta promissora para controle desses afideos.

Visando contribuir para os métodos de controle de 7. citricidus, auxiliando na
minimizag¢do dos impactos dos inseticidas sintéticos no ambiente e na saide humana,
este trabalho teve por objetivo estudar o ciclo de vida e calcular o balango energético

desse afideo e investigar a acao inseticida de extratos vegetais para o seu controle.
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CAPITULO 1

Atividade inseticida de espécies vegetais sobre Toxoptera citricidus (Kirkaldy,

1907) (Hemiptera: Aphididae)

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo bioinseticida de onze espécies
vegetais sobre adultos e ninfas de Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera:
Aphididae). As solugdes foram pulverizadas sobre os insetos, e seu hospedeiro, Citrus
limonia. A avaliacdo da mortalidade foi realizada apds 24 e 48 horas da aplicacdo das
solugdes. Os extratos vegetais foram testados numa concentragdo de 5 mg/mL, com
excecdo da Drimys brasilensis (2mg/mL), Guarea humaitensis (0,00lmg/mL) e das
substancias puras, gossipol (Img/mL) e composto poligodial (0,5mg/mL). Para o
calculo da CLsy foram utilizados apenas os bioinseticidas que causaram mortalidade
acima de 80% em pelo menos uma das formas de aplicagdo. As espécies Azadirachta
indica, D. brasilensis, Sapindus saponaria, Spilanthes acmella, Hortia oreadica € o
composto poligodial demonstraram potencial inseticida sobre o pulgdo preto dos citros.
A concentragdo letal mediana (CLsg) estimada para ninfas de 7. citricidus variou de
0,17 a4,10 mg/mL e 0,30 a 5,01 mg/mL para adultos. O estagio ninfal apresentou maior
sensibilidade aos extratos testados em relagdo aos adultos, exceto para o extrato aquoso
de Serjania lethalis. As pulverizacdes dos hospedeiros com o 6leo de nim resultaram
em mortalidade de 100% de ninfas ¢ adultos dos afideos, € com o extrato hexanico de

D. brasilensis 84%, na mortalidade de adultos.

PALAVRAS-CHAVE: Pulgdo preto, Extratos vegetais, Plantas Inseticidas.
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1. Introducao

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de citros e principal exportador de suco de
laranja concentrado e congelado ha mais de 15 anos (FNP, 2010). Essa posi¢do coloca a
citricultura como uma das principais atividades agricolas do Pais (SAMPAIO, 2008),
gerando entre empregos diretos e indiretos um contingente de 230 mil posi¢des, € uma
massa salarial anual de R$ 676 milhdes (NEVES et al., 2011).

Entretanto, a citricultura brasileira vem enfrentando problemas, principalmente
devido a ocorréncia de pragas e doengas, necessitando de mudangas no sistema de
producdo citricola para sobrevivéncia deste importante Agronegdcio (GUERREIRO et
al., 2005; NEVES et al., 2011).

Dentro do complexo de insetos praga que atacam essa cultura atualmente no
Brasil, o afideo Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae),
conhecido vulgarmente como pulgio-preto dos citros, prejudica o desenvolvimento das
plantas, ao atacar os brotos terminais, folhas em desenvolvimento e os botdes florais.
Provocam o encarquilhamento das folhas e, indiretamente, favorecem o aparecimento
de “fumagina”, altamente prejudicial a respiragdo e fotossintese da planta, influenciando
diretamente na produgao da palnta (GONZAGA et al., 2008).

Segundo Almeida et al. (1999), a utilizacdo de extratos vegetais, como método
alternativo para o controle de pragas ¢ uma forma de contornar os problemas
provocados pelos inseticidas quimicos, pois estes t€m uma pequena persisténcia no
meio ambiente e uma baixa toxicidade, quando comparados com os inseticidas
sintéticos mais utilizados (HOSSAIN & POEHLING, 2006).

O efeito dos bioinseticidas sobre os insetos ¢ varidvel, podendo ser toxico,
repelente, modificar o comportamento e desenvolvimento, interferir ou bloquear o
metabolismo, esterilizante, causar deterréncia alimentar e inibir a oviposi¢ao (JESUS et
al.,2011).

A utilizacdo de derivados de plantas na agricultura remonta pelo menos hé dois
milénios na China, Egito, Grécia e a India. O controle de pragas com produtos vegetais
surgiu antes mesmo do advento dos inseticidas sintéticos. Os primeiros fitoinseticidas
utilizados foram a nicotina extraida da Nicotiana tabacum (Solanaceae), rianodina
extraida da Ryania speciosa (Flacuortiaceae), a sabadina e outros alcaldides proveniente
de Shoenocaulon officinale (Liliaceae), as piretrinas extraidas do Chrysanthemum

cinerariaefolium (Asteraceae) e a rotenona encontrada em Derris spp. € Lanchocarpus
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spp. (Fabaceae). Posteriormente, esses compostos foram substituidos pelos inseticidas
sintéticos (organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides) que se
mostravam mais eficientes no controle de insetos (GALLO et al., 2002).

Entretanto, a necessidade de novos compostos para uso no manejo de pragas sem
problemas de contaminacdo ambiental, residuos nos alimentos, efeitos prejudiciais nos
organismos benéficos e aumento na frequéncia de insetos resistentes, provocou a
retomada dos estudos envolvendo extratos vegetais (VIEGAS-JUNIOR, 2003). Os
produtos a base de plantas, além de terem efeito inseticida comprovado, apresentam
uma diversidade de compostos ativos que podem ser empregados em sistemas de
manejo integrado de pragas, como alternativas para controle e monitoramento das
populacdes de insetos (NAVARRO-SILVA et al., 2009).

Todas as plantas sintetizam, acumulam ou depositam substincias, as quais
constituem os principios ativos. Todos os organismos possuem caminhos metabolicos
semelhantes de produc¢do de compostos essenciais a sobrevivéncia, como agucares,
aminoacidos, acidos graxos, nucleotideos e seus polimeros derivados, compostos esses
denominados de metabdlitos primarios. Todavia, as plantas produzem ampla
diversidade de compostos que ndo tém funcdo direta no seu crescimento e
desenvolvimento. Tais substidncias sdo conhecidas como produtos secundarios ou
metabolitos secundarios (ALMASSY JUNIOR et al., 2005). As plantas desenvolvem
essa rota secundéria com a finalidade de atrair um polinizador ou para se defender do
ataque de pragas.

O emprego de vegetais contra insetos em geral tém aumentado nos paises
industrializados, inclusive no Brasil, principalmente pelo fato de o Pais possuir uma
flora rica e diversa. Ao observar os dados de literatura envolvendo publicagdes que
utilizaram plantas inseticidas, percebe-se o quanto ¢ vasta esta abordagem e pode-se
observar a eficicia destes produtos como alternativa de controle contra insetos. Esses
compostos por serem biodegraddveis e ndo toxicos sao, potencialmente, adequados para
utilizagdo no controle de pragas (KRINSKI et al., 2014). O presente trabalho teve por
objetivo avaliar o potencial inseticida de extratos de onze espécies botanicas sobre

Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae).
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2. Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva
(DEBE) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Sao Carlos, Sao Paulo,
Brasil, em ambiente de laboratério, com temperatura média de 27,5 °C e UR de 60 +
10%.

Adultos de Toxoptera citricidus foram coletados em plantas de Citrus limonia
localizadas no municipio de Sao Carlos. Posteriormente, foram levados ao Laboratorio
de Entomologia Econdmica para confirmagao especifica. Os insetos foram dispostos em
ramos do mesmo hospedeiro, individualizados em eppendorf contendo agua. O conjunto
foi protegido por um cilindro de vidro de 15 de altura e 10 de diametro (recipirente-
teste), com uma das extremidades vedada com tecido voil. Esses adultos e as suas crias
(ninfas recém nascidas em menos de 24 horas) foram utilizados nos bioensaios.

Os extratos foram obtidos a partir de 11 espécies de plantas distribuidas em 8
familias botanicas provenientes de diferentes laboratorios (Tabela 1.1). Para avaliar os
efeitos da toxicidade aguda sobre ninfas e adultos de 7. citricidus as solu¢des foram
pulverizadas sobre adultos e ninfas de um dia do inseto e ou sobre o ramo caulinar
jovem de C. limonia Osbeck, hospedeiro do inseto. As pulveriza¢des foram realizadas
com o auxilio de um frasco pulverizador, aplicando-se em cada caso 2 mL de solugao
por repetigdo. Os insetos pulverizados eram transferidos para os ramos jovens do
hospedeiro com o auxilio de um pincel entomologico e mantidos nos recipirentes-teste.
No caso dos hospedeiros, os ramos pulverizados eram deixados secar antes de receber
os insetos, e entdo, transferidos para o recipirente-teste.

A avaliagdo da mortalidade dos adultos e ninfas de um dia foi realizada apos 24
e 48 horas da aplicacdao das solugdes, considerando-se mortos aqueles insetos que nao
respondiam ao toque de um pincel entomoldgico. Os bioensaios com 0s extratos
vegetais, separadamente, foram realizados em delineamento experimental inteiramente
casualizado. Para cada tratamento, foram feitas dez repetigdes (recipirente-teste),

contendo cinco insetos (adultos ou ninfas) cada.
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Tabela 1.1. Espécies vegetais, Familia, parte da planta utilizada para a produgdo do

extrato, solventes utilizados para extracdo, e laboratorios produtores dos extratos

vegetais.
‘. Partes da So.lYentes
Espécies e utilizados -
. Familias planta Laboratorios
Vegetais - na
utilizadas ~
extracao
Azadirachta . Laboratério de  Produtos
indica Meliaceae Sementes Metanol Naturais, UFSCar.
Laboratoério de  Estudo
Drzmys ' Winteraceae Raiz Hexano Fitoquimico ¢ Ecofisiologia
brasilensis da reproducdo de sementes,
UFSCar.
Guareg ‘ Meliaceae Folhas i Inst1tuft0 Nac1orAla! de
humaitensis Pesquisas da Amazonia.
Dr. G. Waites (Special
Gossvpium Programme in Human
P Malvaceae Sementes - Reproduction, World Health
L. o
Organization, 1211 Geneva
27, Switzerland.
Hortia , Laboratorio de  Produtos
oreadica Rutaceae Raizes Metanol Naturais, UFSCar.
Lippia
gracilis
(plantas Departamento de Quimica.
cultivadas | Verbenaceae Folhas Agua Universidade  Federal de
com e sem Sergipe (UFS).
estresse
hidrico)
My Fetne Primulaceae Folhas Agua
coriacea
Agua,
acetato de
etila,
Myrsine Primulaceae Folhas dicloro Laboratorio de Estudo
umbellata metano, . ., : .
h Fitoquimico e Ecofisiologia
exano, ~
acetona o da reproducdo de sementes,
UFSCar.
metanol.
Serjania Sapindaceae Folhas Agua e
lethalis P etanol
Sapindus Acetato
P . Sapindaceae Folhas de etila e
saponaria
Hexano
Spilanthes Asteraceae | Inflorescéncia | Metanol Departamento - de - Quimica.
acmella UFS.
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Os extratos foram avaliados numa concentragdo de 5 mg/mL, com excecdo de D.
brasilensis (2 mg/mL) e G. humaitensis (0,001 mg/mL), por insuficiéncia de material, e
das substancias puras, gossipol (1 mg/mL) e composto poligodial (0,5 mg/mL). Foi
realizado um controle com agua e outro com agua e dimetilsulfoxido (5 puL/mL), ndo
tendo sido observadas alteragdes ou mortalidade nos insetos.

A determinacdo da concentracdo letal para 50% da populacdo foi realizada
através de testes de concentragdes multiplas que variaram em relagdo a espécie vegetal
(Tabela 1.2). Para o célculo da CLsy foram utilizados apenas os bioinseticidas que
causaram mortalidade acima de 80% (CORREA, 2006) em pelo menos uma das formas
de aplicacdo, com excecao da G. humaitensis, por se tratar de um oleo essencial, classe

de bioinseticidas bastante promissora no controle de insetos.

Tabela 1.2. Extratos vegetais e as concentragdes utilizadas para determinagao da CLs.

Extratos vegetais Concentracoes
S. saponaria (Acetato de etila) 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5 mg/mL.
S. saponaria (Hexano) 0,15625; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5 mg/mL.
S. acmella 5; 10; 20 mg/mL.
D. brasilensis 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2 mg/mL.
D. brasilensis (Composto poligodial) | 0,0625; 0,125; 0,250; 0,5 mg/mL.
H. oreadica 1;2;3;5; 6 mg/mL.
A. indica 0,1; 0,3; 0,5; 1; 3; 5 mg/mL.
G. humaitensis 0,0001; 0,0002; 0,0003; 0,0005; 0,001 mg/mL.

Os dados de mortalidade média acumulada superior a 80%, apos 48 horas de
exposi¢ao aos extratos vegetais, foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-
Wilk) e homogeneidade (Levene). Como essas duas pressuposi¢des foram atendidas foi
aplicada analise de varidncia (ANOVA) e, posteriormente, procedeu-se a regressao
linear ou quadratica para comparar o efeito das diferentes concentracdes. O ajuste do
modelo foi testado a 0,05% de significancia e avaliado pelo seu coeficiente de
determinagdo (R?). A CLs, foi estimada pela andlise de Probit (FINNEY, 1971) com o
auxilio do programa POLO-PC (LEORA SOFTWARE, 1987). As andlises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o programa Sisvar® (FERREIRA, 2003).
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3. Resultados e Discussiao

Dos vinte extratos testados sobre Toxoptera citricidus, apenas sete causaram
mortalidade igual ou superior a 80%. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 1.3
e sdo expressos em percentagem de mortalidade.

O dleo de nim apresentou potencial inseticida sobre esse afideo, com efeito
dependente da concentracdo; ou seja, a medida que se aumentava a concentragdo das
solugdes, aumentava a mortalidade dos pulgdes. Apos 48 horas de exposi¢do, as ninfas
e adultos tiveram mortalidade maxima (100%) nas concentragdes estimadas de 2,87 e
2,98 mL/mL, respectivamente.

Na concentracdo de ImL/mL, o 6leo de nim promoveu mortalidade de 58% em
ninfas e 54% em adultos. J& nas concentra¢des de 3 e SmL/mL n3o houve producdo de
ninfas, possivelmente devido ao rapido efeito letal do produto sobre os adultos.

Diversos estudos comprovam o potencial do nim para o controle de afideos.
Nisbet et al. (1993) concluiu que o nim causou inibi¢cdo alimentar em M. persicae,
Abdallah et al. (2005) verificaram alta mortalidade de Aphis craccivora quando estes
foram pulverizados com o nim, Lowery e Isman (1994) observou o efeito regulador do
crescimento em 9 espécies de afideos, Santos et al. (2004) e Oliveira (2009)
comprovaram o efeito do nim sobre o desenvolvimento, sobrevivéncia e fecundidade de
A. gossypii, constituindo-se assim numa boa alternativa ao uso de agroquimicos

Oleos e extratos de sementes de nim, contendo azadiractina e outras moléculas
estruturalmente relacionadas, tem constituido a base do uso do nim no controle de
insetos (ISMAN, 1997). Atualmente sao conhecidos mais de 50 compostos terpenoides
da planta, a maioria com a¢do sobre os insetos (MARTINEZ, 2008). Dentre eles estdo
nimbina, salanina e meliantrol, além da azadiractina, que ¢ a principal responsavel por

seu efeito inseticida (MARTINEZ, 2002).
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Tabela 1.3. Efeito dos extratos de diferentes espécies vegetais sobre a mortalidade e

fecundidade de Toxoptera citricidus.

Forma de

Espécie vegetal | Solvente | Concentracio aplicacio Mortalidade | Ninfas/Fémeas/dia
No adulto 100% 0
teadivachs Na ninfa 100% -
zadirachta
indica Metanol Smg/mL No hospedeiro 100% 0
(Adulto)
No hospedeiro o
(Ninfa) 100% ]
No adulto 100% 0,7
Dy Na ninfa 100% -
rimys -
brasilensis Hexano 2mg/mL No hospedeiro 84% 1,12
(Adulto) ’
No hospedeiro o
(Ninfa) 76% ]
, Dr{;nys . No adulto 76% 2,16
rastiensts Hexano 500 pg/mL
(Composto Na ninfa 96% -
poligodial)
Sapindus Acetato de No adulto 8% 0.2
: Etila Smg/mL -
saponaria Na ninfa 98% -
. No adulto 98% 0
Sapin du; Hexano Smg/mL
saponaria Na ninfa 100% -
No adulto 84% 0,07
oilanth Na ninfa 88% -
pilanthes .
emella Metanol Smg/mL No hospedeiro 60% 02
(Adulto) ’
No hospedeiro o
(Ninfa) 40% .
No adulto 76% 1,45
Na ninfa 80% -
Hortia oreadica | Metanol Smg/mL i
g No hospedeiro 12% 2,94
(Adulto)
No hospedeiro o
(Ninfa) 24% ]
No adulto 44% 2,56
Na ninfa 48% -
No hospedeiro
18% 1,57
, Guqrea . ) 0,001 mg/mL (Adulto) °
umaitensis No hospedeiro
(Ninfa)
22% -
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Forma de

Espécie vegetal | Solvente | Concentracio aplicacio Mortalidade | Ninfas/Fémeas/dia
No adulto 16% 2,42
Linpi i Na ninfa 14% -
ippia gracilis ‘ :
(com irrigagao) Agua et NO(}X?Eﬁg;m 2% 14
No hospedeiro 0
(Ninfa) 6% -
No adulto 18% 2,7
Livpi i Na ninfa 18% -
ippia gracilis . '
(sem irrigagdo) Agua Smg/mL No(lx)jsﬁggnro 8% 268
No hospedeiro 0
(Ninfa) 28% -
No adulto 14% 2,95
Mursi Na ninfa 20% -
lyrsine ‘
. Agua Smg/ml ;
coriacea g g NO(IX)SEESSMO 18% 517
No hospedeiro o
(Ninfa) 20% -
No adulto 22% 4,32
Na ninfa 22% -
Agua Smg/ml No hospedeiro
o
(Adulto) 14% 4,94
No hospedeiro 0
(Ninfa) 12% -
Acetato de No adulto 18% 4,2
Etila Smg/ml .
Na ninfa 28% -
Morsi Dicloro- Sme/ml No adulto 16% 4,34
lyrsine
umbellata metano Na ninfa 22% ]
No adulto 26% 1,62
Hexano Smg/ml
Na ninfa 54% -
No adulto 46% 0,99
Acetona Smg/ml
Na ninfa 52% -
No adulto 40% 1,84
Metanol Smg/ml
Na ninfa 44%, -
No adulto 16% 2,84
Seriani Na ninfa 1% -
erjania . :
lethalis Agua e No(lfsgﬁg?ro 0 1,2
No hospedeiro 0
(Ninfa) 14% -
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Espécie vegetal | Solvente | Concentracio Eg;?;gg Mortalidade | Ninfas/Fémeas/dia
No adulto 18% 2,57
Seriani Na ninfa 26% -
erjania i
lethalis Etanol Smg/ml No hospedeiro R 363
(Adulto) ’
No hospedeiro o
(Ninfa) 12% -
No adulto 0 2,45
. Na ninfa 4% -
Gossypium L. Img/ml NoT =
(Gossipol) o hospedeiro o
(Adulto) 16% 1,93
No hospedeiro 0
(Ninfa) 18% )
No adulto 0% 3,31
Na ninfa 0% -
Controle No hospedeiro
0
(Adulto) 0% 3,60
No hospedeiro o
(Ninfa) 0% -

Na literatura também sdo encontrados relatos do uso de 6leos de vérias espécies
vegetais no combate de afideos. Butler et al. (1988) estudando o efeito de emulsdes de
6leos de soja e algodao no controle do pulgdo Aphis gossypii, em condi¢cdes de casa de
vegetagdo, verificaram que os 0leos de algoddo na concentracdo de 10% e de soja a 5%
e 2,5% (v/v) causaram uma mortalidade de 93%, 93% e 63% respectivamente em ninfas
e adultos do pulgdo. Oliveira et al. (2009) estudando o efeito de diferentes
concentragdes de o6leo de agafrio no controle do pulgdo-branco em algodoeiro,
observaram que a concentra¢do de 5 e 10% (v/v) apresentou um efeito inseticida com
100% de eficiéncia no controle para Aphis gossypii.

O mecanismo de acdo dos oleos se da de forma direta pela obstrugcdo dos
espiraculos, levando assim o inseto a morrer por asfixia. Ha, ainda, um efeito adicional
causado pela obstrucdo dos receptores olfativos, interferindo na localizacao de
hospedeiros, resultando em repeléncia para afideos (BUTLER et al., 1989).

Os 6leos podem ser uma alternativa ao uso de agroquimicos, pois 0s mesmos sao
bastante eficazes, promovem menor pressdo de selecdo para resisténcia entre insetos,
sd0 seguros para os seres humanos e o ambiente, além de quando utilizados junto a
agroquimicos reduzirem a evaporagdo e lavagem dos mesmos durante estacdes

chuvosas (BUTLER et al., 1991; BUTLER et al.,1993; LIU & STANSLY, 2000). Os
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6leos tornam a cuticula dos insetos mais permeaveis ¢ melhoram a deposi¢do dos
agroquimicos sobre as folhas, permitindo o inseticida agir de forma mais efetiva
(BUTLER et al., 1991; BUTLER & HENNEBERRY, 1990; BUTLER et al., 1993; LIU
& STANSLY, 2000; FENIGSTEIN et al., 2001).

As ninfas de T. citricidus apresentaram maior sensibilidade ao 6leo do nim,
sendo que mais de 50% dos pulgdes nesse estagio estavam mortos ja na concentracao de
Img/mL apos 24 horas, enquanto que para os adultos esse registro foi possivel apenas
com 48 horas. A morte dos insetos em curto periodo de tempo demonstra a agdo
imediata do o6leo testado, principalmente sobre ninfas desse afideo. Esse aspecto ¢
importante, uma vez que ha risco de perda do produto pela a¢ao da chuva logo apos sua
aplicagdo (GONZAGA et al.,2008), além de diminuir o tempo desse afideo na cultura.

A fragdo hexanica das raizes de D. brasilensis também provocou alta
mortalidade em 7. citricidus, 100%, além de afetar significativamente a reproducao,
diminuindo a quantidade de ninfas/fémea/dia, 0,7 (Tabela 1.4). Apds 48 horas de
exposicao, as ninfas e adultos tiveram mortalidade maxima (100%) nas concentracdes

estimadas de 1,58 e 1,97 mg/mL, respectivamente.

Tabela 1.4. Efeito de diferentes bioinseticidas obtidos de extrato de espécies vegetais na

mortalidade de ninfas e adultos de 7. citricidus.

Bioinseticida-espécies vegetais Mortalidade
Ninfa Adulto
Azadirachta indica 100 a 100 a
Drimys brasilensis 100 a 100 a
Sapindus saponaria (Hexano) 100 a 98 a
Sapindus saponaria (Acetato de etila) 98 ab 98 a
Spilanthes acmella 88 b 84 b
Hortia oreadica 60 c 40 ¢

*Média harmonica do numero de repetigdes;

**Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Nao foram encontrados na literatura dados referentes as ac¢des de Drimys
brasilensis no controle de insetos. No entanto, espécies pertencentes ao género Drimys

sdo conhecidas por apresentarem compostos sesquiterpenos do grupo drimanos os quais
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possuem ampla variedade de atividades biologicas, incluindo elevado potencial
inseticida (JANSEN & GROOT, 2004).

Segundo Tandon et al. (2009) o hexano, por ser apolar, tem afinidade com
substancias graxas, as quais sdo pouco ativas contra insetos, fato esse que aumentou o
interesse no estudo desse extrato pois os compostos ai presentes devem estar em baixa
concentracdo podendo, consequentemente, ter alta atividade sobre pulgdes, tomando
interessante a sua sintese.

O poligodial, isolado como composto majoritario na planta D. brasiliensis, foi
testado apenas sobre adultos e ninfas do pulgdo preto, causando mortalidade de 76% e
96%, respectivamente. Esse sesquiterpeno ¢ relatado por ser um potente inibidor
alimentar em diferentes espécies de insetos, incluindo Spodoptera littoralis
(Lepdoptera: Noctuidae) (ZAPATA et al., 2009), Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera: Chrysomelidae) (GOLS et al., 1996), Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) (PROTA et al., 2013) e Nasonovia ribisnigri (Hemiptera: Aphididae)
(ZAPATA etal., 2010).

A atividade de inibicdo da alimentagdo ocasionada por compostos do grupo
drimanos, incluindo o poligodial, estd relacionada aos seus efeitos sobre
quimiorreceptores. Embora o poligodial atue principalmente por inibicdo da
alimentacdo, quando ingerido o composto pode afetar a locomogdo e prejudicar a
utilizagdo dos alimentos ingeridos, resultando na reducdo do crescimento ou
mortalidade do inseto (ZAPATA et al., 2009).

Os extratos hexanico e acetato de etila (AcOEt) da S. saponaria apresentaram
também potencial inseticida sobre o pulgao preto do citros (Tabela 3.4). Apos 48 horas
de exposicdo, as ninfas tiveram mortalidade de 100% nas concentracdes estimadas de
3,22 mg/mL, para a fracdo hexanica, e 3,28mg/mL, para a fragdo AcOEt. Nos adultos, o
percentual maximo de mortalidade pode ser registrado nas comcentragdes estimadas de
3,43 e 3,86 mg/mL das fragdes de hexano e AcOEt, respectivamente. Na concentragdo
de SmL/mL ndo houve produgdo de ninfas para a fragdo de hexano, ja na fracdo AcOEt
a fecundidade foi de 0,2 ninfas/fémea/dia.

Verificou-se também nas primeiras 24 horas de exposi¢do, que a fragao hexanica
foi a que causou maior mortalidade em relacao a fracdo AcOEt, 61,2% e 48,8% em
adultos e 83% e 73,6% em ninfas, respectivamente. Ao contrario dos resultados
apresentados nesse experimento, outros autores observaram a ineficiéncia do extrato

hexanico sobre a mortalidade dos insetos, relatando que extratos altamente apolares sdo
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menos eficientes do que aqueles com polaridade intermediaria (CUBILLO et al., 1997).
Coelho et al. (2006) constataram que a polaridade das substancias contidas nos extratos
etandlicos e hexanicos apresentou diferentes taxas de atividade; por exemplo, com
extratos da raiz de Simarouba versicolor, a taxa de mortalidade nas ninfas de Rhodnius
milesi (Hemiptera: Reduviidae) foi de 35% para hexano e 95% para o etanol, e com a
raiz de Guarea guidonia a mortalidade foi de 75% para o hexano e 20% para o etanol.

Sapindus saponaria pode apresentar uma boa fonte de saponinas bioativas e seu
potencial inseticida j& foi testado em Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)
(BOICA JUNIOR et al., 2005), Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (BARRETO et al.,
2006), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (SANTOS et al., 2008) e
Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) (PORRAS & LOPEZ-AVILA,
2009) no entanto, ndo foram encontrados dados na literatura sobre o seu potencial no
controle do 7. citricidus.

Os afideos submetidos ao extrato matandlico de S. acmella apresentaram uma
mortalidade de 92% em adultos e 64% em ninfas na concentracdo de Smg/mL, e uma
fecundidade de 0,07 ninfas/fémea/dia. A mortalidade maxima (100%) apods 48 horas de
exposi¢do ocorreu na concentragdo estimada de 15,58 mg/mL para adultos, ja para
ninfas ndo houve diferenca estatistica entre as concentragdes testadas

Spilanthes acmella ¢ conhecida no Brasil como jambu (FAVORETO &
GILBERT, 2010). Tem sido bem documentada pelos seus usos populares como
tempero, antibacteriano, antifingico, antimalarico, e como remédio para dor de dentes,
gripe, inseticida, tosses, além de raiva e tuberculose (DI STASI et al., 1994; AKAH;
EKEKWE, 1995; SINGH, 1995; HIND; BIGGS, 2003). Ramsewak et al. (1999) ao
utilizar extrato hexanico de S. acmella sobre larvas de Aedes aegyptii e Helicoverpa zea
observaram mortalidade de 100%, numa concentracdo de 12,5 e 250 mg/mL,
rspectivamente.

Os principais efeitos biologicos observados sdo atribuidos ao espilantol, uma
alquilamida alifatica, descrita como um 6leo viscoso ardente, de coloragdo variando de
amarelo palido ao amarelo claro, que produz um efeito anestésico e de formigamento
sobre a lingua. E o maior constituinte encontrado nas espécies Spilanthes e apresenta
atividade inseticida contra ovos e larvas de Culex e mosquitos de Aedes (TIWARI et al.,
2011). O espilantol tem sido descrito como indcuo para a maioria dos vertebrados, mas

letal para os invertebrados (WATT & BRAYER-BRANDWIIK, 1962).
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Os insetos submetidos ao extrato metandlico de H. oreadica causaram
mortalidade de 80% em ninfas e 76% em adultos, com fecundidade de 1,45
ninfas/fémea/dia. A Familia Rutaceae compreende muitas espécies que apresentam
propriedades bioldgicas, sendo considerada uma grande fonte de alcaldides, cumarinas,
flavondides e limonoides (WATERMAN & GRUNDON, 1983). Estudos com Hortia ja
demonstraram atividade bioldgica contra o Leishmania tarentolae (Trypanosomatidae)
Trypanosoma cruzi (Trypanosomatidae), Plasmodium falciparum (Plasmodidae),
Trypanosoma brucei rhodesiense (Trypanosomatidae) (BRAGA, 2005). Nao foram
encontrados na literatura dados referentes as agodes de Hortia oreadica no controle de
insetos-praga.

No presente trabalho, G. humaitensis causou mortalidade inferior a 60%, mas
por se tratar de 6leo essencial, uma das classes de compostos derivados de plantas mais
utilizados como atraentes ou repelentes de insetos (BOWMAN, 2006; ISMAN, 2006)
foram testadas concentragdes multiplas para obten¢do da CLsy.

Os o6leos essenciais possuem um grande espectro de modos de acdo incluindo
deterréncia, inibicdo da motilidade e respiragdo, reducdo do crescimento e fecundidade,
rompimento da cuticula e efeito sobre ciclos bioquimicos dos artropodes (ISMAN,
2006; COPPING & MENN, 2000). Além disso, o uso dessas substancias tem se tornado
de grande interesse para os pesquisadores por causar repeléncia, terem alta volatilizacao
e rapida degradagio (REGNAULT-ROGER & PHILOGENE, 2008).

As interagdes entre volateis de plantas e afideos sdo complexas, podendo
apresentar diferentes respostas a depender da espécie em teste. Sampson et al. (2005)
testaram 23 compostos provenientes de 6leos essenciais de 14 géneros e quatro familias
botanicas sobre o pulgdo Lipaphis pseudobrassicae e demonstraram que o 6leo puro de
Pimpinella isaurica ¢ bioativo para esse afideo, matando 90% na concentragcdo de 10
mg/mL, para o 6leo de Foeniculum vulgare a atividade inseticida foi mais lenta,
detectada apenas apds os pulgdes serem expostos durante 60 minutos a uma
concentragcdo de Smg/mL.

Os Oleos essenciais de Cuminum ansium, Origanum syriacum var. bevanii e
Eucalyptus camaldulensis demonstraram agdo inseticida para o Aphis gossypii na
concentragdo de 2ul/LL durante um tempo de exposicdo de 96 horas (TUNC &
SAHINKAYA, 1998), bem superior ao testado no presente trabalho.

Bruce et al. (2005) utilizaram sachés com o oOleo essencial de Hemizygia

petiolata em campo de feijdo e trigo, visando a reducdo de alados de Acyrthosiphon

47



pisum sobre a cultura. Os autores constataram uma reduc¢ao significativa do afideo nas
parcelas de feijao que foram tratadas. Para Sitobion avenae, em cultura de trigo, essa
reducdo ndo foi significativa, demostrando a variabilidade de resposta em fungdo da
espécie testada.

As ninfas de T. citricidus também apresentaram maior sensibilidade aos
bioinseticidas testados, com excecao do extrato aquoso de Serjania lethalis (Tabela
1.3). A maior mortalidade de ninfas deve-se, provavelmente, a sua maior
suscetibilidade. De acordo com PARTRIDGE & BORDEN (1997) e STARK &
RANGUS (1994) insetos jovens sdo mais afetados pelos efeitos dos inseticidas
boténicos.

Em termos de concentragdes efetivas de extratos botanicos para o contole de
espécies de insetos-praga, estudos prévios apontam CLsy, em mg/mL, variando de 0,45
a 20 (GONZAGA et al., 2008). No presente trabalho, a concentracdo letal mediana
(CLsp) estimada para ninfas de 7. citricidus variou de 0,17 a 4,10 mg/mL e 0,30 a 5,01
mg/mL para adultos (Tabela 1.5). Esses resultados demonstram que mesmo as menores
concentragoes utilizadas (< que 5Smg/mL) foram capazes de controlar 50% da populagado
praga em estudo.

Ao analisar a toxicidade letal de inseticidas botanicos sobre adultos apteros de
Aphis gossypii, Breda et al. (2010) obtiveram valores de toxicidade letal baseados em
CLso, que variaram de 10,15 a 13,37 mL/L, para produtos a base de nim. Esses autores
também constataram valores de CLsy de 22,58 e CLgy de 142,36 mL/L para o o6leo de

pinhdolPmanso, Jatropha curcas L. (Malpighiales: Euphorbiaceae).
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Tabela 1.5. Valores da Concentragdo Letal (CL50-48h, mg/mL) de extratos obtidos de

diferentes espécies vegetais e dos intervalos de confianca (IC — 95%) do teste de

toxicidade aguda com ninfas e adultos de Toxoptera citricidus.

T.
Espécies S CLs CLyg 2
vegetais | Cricidus | qc9sey | aceswy | PEEP) | xT | GL

Estagio
Ninfa 0.48(0.38- | 249 (L71- 1) 79,091 | 3181 | 48
A indica 0960) 4’42)
' 0,49 (0,39- | 2,39 (1,66-
Adulto 0.62) 4.10) 1,87£0,22 | 24,96 | 48
. 0,31 (026- | 0,98 (0,77-

D. brasilensis Ninfa 0,37) 1,38) 2,5920,28 | 17,59 48
(Hexano) 0,58 (0,48- 1,46 (1,12-

Adulto 0.72) 2.16) 3.24+032 | 74.67 | 48

D. brasilensis | Ninfa | O17(015- 1 0330281 4 55 48 | 3215 | 38
(Composto 0,19) 0,43)

mpo 0,30 (0,25- | 0,72 (0,56-
poligodial) | Adulto 0.35) Loh 3,36+0,43 | 15,84 | 38
. 0,37 (0,31- 1,02 (0,83-
+

S. saponaria Ninfa 0.43) 1.39) 2,89+031 | 21,78 | 58
(Hexano) 0,49 (0,41- 1,64 (1,29-

Adulto 0.59 2259 2,47+024 | 47,38 | 58

S. saponaria | Ninfa | %0 gg,)lo- 0 é%)“' 236:0,40 | 155,88 | 48
(Acetato de > :

. 0,82 (0,69- | 2,51 (1,98-

etila) Adulto 0.97) 3.51) 2,64+028 | 18,90 | 48
. 4,07 (2,60- 8,82 (7,34-
Ninfa S 04 L 3,82+0.88 | 926 | 28

S. acmella 5,02) 12,43)

Adulto 1,42 4,54 2,55+1,32 | 18,18 | 28
. 4,10 (3,58- 8,84 (7,05-
1 oreadica Ninfa 4.77) 12.85) 3,84+0,46 | 64,04 48
501 (4,53- | 9,21 (7,67-
Adulto 5.66) 12,44 4,84+0,66 | 39,11 | 48
Guarea Ninfa 0’811 gg,)57_ 7’5565 (63:;;)9_ 1,32+0,26 | 27,63 48
humaitensis 44 to 3,79 228,50 0,72+0,27 | 20,55 | 48

Legenda: a. CL50: dosagem mortal a 50% da amostra, IC: intervalo de confianga; b.

CL90: dosagem mortal a 90% da amostra, IC: intervalo de confianca; c. b (£EP): erro
padréo; d. X* = qui-quadrado; e. G. L.: grau de liberdade.
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Kimbaris et al. (2010) testaram os Oleos essenciais de Ocimum basilicum,
Mentha piperita, Citrus sinensis ¢ duas variedades de Mentha pulegium sobre os
pulgdes Aphis fabae, Macrosiphoniella sanborni, A. pisum e M. persicae e apOs 24
horas obtiveram as CLsy maxima de 1,12 pl/L de M. pulegium para M. persicae e
minima de 0,46 ul/L de M. piperita para A. fabae.

Sampson et al. (2005) avaliando a toxicidade aguda de Laurus nobilis sobre
Lipaphis pseudobrassicae, encontraram valores para CLsy de 11,7; 9,3 ¢ 7,5 mg/ml,
para 10, 30 e 60 minutos respectivamente.

Os extratos de Lippia gracilis, Myrsine umbellata, Myrsine coriacea, Serjania
lethalis e a substancia pura Gossipol ndo apresentaram atividade inseticida sobre o T.
citricidus. Para Shaalan et al. (2005) a bioatividade do fitoquimico contra insetos pode
variar significativamente dependendo da parte utilizada e idade da planta.

As pulverizacdes dos ramos caulinares resultaram em alta mortalidade das ninfas
e adultos apenas nos tratamentos com o 6leo de nim, 100%, e mortalidade de ninfas e
adultos, 76 e 84% respectivamente, para o extrato hexanico de D. brasilensis.
Provavelmente a menor area de contato do inseto com a solucdo ou a perda do principio
ativo por volatilizacdo do produto antes da transferéncia dos afideos tenha resultado em
perda de atividade inseticida do produto. Partridge & Borden (1997) e Stark & Rangus
(1994) observam que a maneira de aplicagdo do produto e como o inseto ¢ exposto ao
contaminante sdo fatores que também influenciam a acdo dos inseticidas botanicos. Por
meio de contato direto os derivados botanicos podem interagir com o tegumento do
inseto, além de atuar em enzimas digestivas e neuroldgicas (ISMAN, 2006), levando a
morte do mesmo.

A grande variedade de substancias presentes na flora continua sendo um enorme
atrativo na area de controle de insetos, principalmente levando-se em consideragdo que
apenas pequena parcela destas plantas foi investigada com tal finalidade (SIMOES &
SPITZER, 2004) e os fitoinseticidas constituem apenas 1% do mercado mundial
(ISMAN, 2006).

Entretanto, algumas barreiras para a comercializagao destes fitoquimicos foram
relatadas por Isman (1997) dentre elas: a escassez de recursos botanicos, sendo
necessaria a producdo de inseticidas botanicos em larga escala para a comercializacao, a
menos que a planta em questdo seja extremamente abundante na natureza ou ja tenha

sido produzida para outras finalidades; a padronizacdo dos extratos e controle de
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qualidade, baseado nos ingredientes ativos; e as dificuldades de registro destes
fitoquimicos.

Esta situacdo pode impedir muitos pesticidas botanicos de alcangar a esfera
comercial em paises onde existe grande demanda por estes produtos. No entanto, a
busca de novos inseticidas constitui-se um campo de investigacdo aberto, amplo e
continuo, que deveriam nao apenas ser pesquisados em profundidade como também
introduzidos nas propriedades agricolas como fonte alternativa no controle de pragas,

especialmente em sistemas organicos de produgao.

4. Conclusao

Dentre as solugdes avaliadas sobre 7. citricidus o 6leo de A. indica, extrato
hexanico e composto poligodial de D. brasilensis, extratos hexanico e acetato de etila de
S. saponaria, extratos metanolicos de S. acmella e H. oreadica causaram mortalidade
igual ou superior a 80%, com concentragdo letal mediana (CLsg) estimada para ninfas
variando de 0,17 a 4,10 mg/mL e 0,30 a 5,01 mg/mL para adultos, demonstrando assim
propriedades inseticidas e apresentando potencial para serem utilizados como uma
ferramenta no manejo dessa praga.

Os extratos de L. gracilis, M. umbellata, M. coriacea, S. lethalis e a substincia
pura Gossipol ndo apresentaram atividade inseticida sobre o 7. citricidus e as
pulverizacdes dos ramos caulinares resultaram em mortalidade superior a 80% nos
tratamentos com o Oleo de nim e com o extrato hexanico de D. brasilensis.
Considerando que a toxicidade dos produtos vegetais estd obviamente associada as
variagdes entre as espécies, as partes vegetais utilizadas, as formas de extracdo e a

forma de aplicacdo do produto.
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CAPITULO 2

A Toxicidade do Extrato de Sementes de Azadirachta indica A. Juss no
Desenvolvimento, Sobrevivéncia e Crescimento de Toxoptera citricidus (Kirkaldy,
1907) (Hemiptera: Aphididae) e seu potencial uso no controle desta praga dos

citros

Resumo

A toxicidade da nanoformulagdo de nim L5-3 para o afideo Toxoptera citricidus,
atualmente uma das principais pragas das culturas de citros em todo mundo, foi avaliada
em laboratdrio por meio de testes de toxicidade aguda e cronica. Os testes de toxicidade
aguda mostraram que a CLsg ap6s 48h foi de 1,92 pg/mL. A exposi¢do em longo prazo
ao nim na concentragdo de 0,01 pg /mL reduziu a sobrevivéncia do estagio ninfal para
35% daquela do controle, diminuiu a duragdo da fase adulta e consequentemente do
periodo reprodutivo. Foi observada uma diminui¢cdo média de oito dias na durag¢do do
ciclo de vida para os insetos tratados com o extrato, o que resultou numa longevidade de
20,0 = 1,34 dias, muito menor que a do controle que foi de 28,60+1,55 dias. Este
bioinseticida afetou a taxa liquida de reproducao (Rg) de 52,75+2,71 para 7,38+0,24
dias e a taxa finita de crescimento populacional (A) de 1,28+0,06 fémeas/dia para
1,14+0,0028 fémeas/dia. A capacidade inata de aumentar em numero (r,) para a
populacdo exposta ao extrato foi inferior a do controle, 0,13+0,002 e 0,25+0,01,
respectivamente. O tempo necessario para a populacdo duplicar (TD) foi superior no
tratamento com o bioinseticida, 2,76+0,14 dias, comparado ao controle, que foi de
5,21+0,09 dias. O presente estudo indica que em concentragdes baixas o 6leo de nim
Nano L5-3 pode reduzir as taxas de sobrevivéncia e longevidade de ninfas e adultos de
T. citricidus, assim como a fecundidade dos adultos, podendo, portanto ser utilizado

com sucesso para controle desta praga.

Palavras-chave: Toxoptera citricidus, nim, nanoformulagao.
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1. Introducao

Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae) ¢ um dos
principais afideos encontrados colonizando plantas citricas no Brasil (ILHARCO &
SOUSA-SILVA, 2009), ocasionando danos diretos pela succdo continua da seiva da
planta, acarretando o encarquilhando e atrofia de folhas e ramos novos, e/ou danos
indiretos através da transmissdo de virus fitopatogénicos, como o virus da tristeza dos
Citrus (GRANT & COSTA, 1951; GALLO et al., 2002). T. citricidus ocasiona severo
comprometimento das taxas fotossintéticas e respiratdrias da planta devido a agdo da
fumagina (PARRA et al., 2003), tornando-se um fator altamente limitante &
produtividade dessa cultura.

Tradicionalmente, os inseticidas sintéticos sdo os mais utilizados no controle de
pragas, no entanto, podem contaminar os alimentos, o0 meio ambiente e causar danos a
sauide humana. A contaminagdo quimica por pesticidas associada aos processos
produtivos agricolas ¢ considerado um dos mais complexos problemas de satde publica
e ambiental no pais (PERES, 2009; CASTRO NETO et al., 2010), devido ao uso
excessivo e inadequado dos defensivos agricolas.

Como controle alternativo existe a possibilidade de utilizagdo de produtos
vegetais com atividade inseticida, que podem interferir no metabolismo dos
organismos-praga exercendo controle populacional ou causando-lhes inclusive a morte
(MACHADO et al., 2007). A utilizagdo desses compostos, no Brasil, apresenta um
grande potencial devido a megadiversidade de sua flora. Nesse sentido, desenvolver
ensaios, isolar, caracterizar e¢ finalmente sintetizar ou biossintetizar compostos de
origem vegetal ¢ de extrema importancia para o controle de insetos tornando-se uma
alternativa com grande viabilidade (SHAPIRO, 1991).

Uma das plantas atualmente mais estudadas em todo o mundo é o nim,
Azadirachta indica (MARTINEZ, 2002). Essa planta apresenta boa adaptacdo as
condicdes climaticas do Brasil e exibe elevada eficicia contra importantes pragas na
agricultura (VIANA & PRATES, 2003). E perene, nio necessita ser destruida para
obtencdo dos extratos, tem alto teor de compostos ativos soliveis em agua e de facil
extracdo com baixo custo, e tem aprovacdo mundial para uso em cultivos organicos
(MARTINEZ, 2002).

A azadirachtina ¢ o principal composto do nim com a¢@o sobre os insetos. Este

composto ¢ um tetranotriterpendide (limondide), soluvel em agua e em alcool, e
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sensivel aos raios ultravioleta. Por apresentar rapida biodegradacdo, cerca de 20 dias,
este composto apresenta baixo risco de contaminagdo ambiental (MARTINEZ, 2002).
Produtos a base de nim apresentam agdo fagodeterrente e hormonal (GALLO et al.,
2002)

A persisténcia relativamente curta dos principios ativos presentes nos extratos de
nim, a baixa estabilidade e a concentracdo insuficiente dos ingredientes ativos nos
extratos vegetais podem ser considerados como desvantagens no uso do nim pelos
agricultores. Atualmente, essas desvantagens ja podem ser solucionadas com o uso da
nanotecnologia, que possibilitou o desenvolvimento de particulas agrotdxicas mais
estaveis e que atuam com maior eficacia sobre organismos alvo. Esse processo permite
a producdo de um insumo ambientalmente correto e reduz o niimero de pulverizagdes
com inseticidas quimicos (FERREIRA et al., 2012).

A magnitude dos efeitos toxicoldgicos dos bioinseticidas depende da dose do
produto a ser utilizada, do tipo de contato do produto com o organismo e do proprio
organismo a ser tratado. De maneira geral esses efeitos sdo estudados mediante
avaliacdo da concentracdo letal para 50% dos individuos, a CLsy, € para 99% da
populacao tratada, CLo9 (STARK & BANKS, 2003), mas no caso dos insetos a tabela de
vida ou a taxa instantanea de crescimento sdo respostas mais adequadas para a avaliagao
do efeito total (letais e subletais) uma vez que alguns efeitos podem aparecer semanas e
até meses apoOs o periodo de contato com os compostos toxicos, sendo, portanto, mais
dificeis de serem identificados (PERES & MOREIRA, 2003).

Os efeitos subletais sobre as espécies alvo podem favorecer a ocorréncia de
pragas quando o inseticida induz a hormese, que pode ser caracterizada como um
comportamento bifasico de dose-resposta (CALABRESE & BALDWIN, 2002), onde
determinado composto quimico tem uma resposta estimulante em baixas doses e outra
resposta toxica em doses elevadas (MAGALHAES et al., 2002). A primeira resposta
pode ser o resultado da alteracdo da homeostase animal levando as mudangas em seus
processos ecofisiologicos basicos. O interesse crescente no uso de inseticidas naturais
como o extrato da semente do nim no controle de pragas tem incentivado o estudo dos
possiveis efeitos subletais deste composto.

Atualmente sdo inexistentes trabalhos utilizando nanoformulagdes de o6leo de
nim no controle de afideos. Dessa maneira o presente ensaio teve por objetivo avaliar a
influéncia da nanoformulagdo de nim L5-3 sobre o desenvolvimento, sobrevivéncia e

crescimento de 7. citricidus, em condi¢des de laboratério, formulando-se a hipotese de
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que em concentragdes bastantes baixas este nanocomposto exerce efeito deletério sobre
a populacao deste inseto, permitindo o seu controle em niveis populacionais baixos,

com o minimo de efeitos adversos a produtividade das plantacdes citricas.

2. Material e Métodos

Os experimentos relativos ao ciclo de vida e a avaliacdo de toxicidade do extrato
das sementes de nim foram realizados em camara incubadora, com temperatura
controlada de 20,0+0,5°C e fotoperiodo de 12 horas.

Adultos de Toxoptera citricidus foram coletados em plantas de Citrus limonia no
municipio de Sdo Carlos. Foram mantidos em ramos do mesmo hospedeiro,
individualizados em eppendorfs contendo agua. O conjunto foi protegido por um
cilindro de vidro de 15 cm de altura ¢ 10 cm de diametro (recipiente-teste), com uma
das extremidades vedada com tecido voil. Ninfas recém nascidas (com menos de 24
horas) foram utilizadas como organismos-teste nos bioensaios.

A solugao estoque de nanoparticulas do 6leo de Azadirachta indica foi preparada
por meio do processo de emulsdo-difusdo, em que o polimero foi dissolvido em 200,0
mL de acetona em agitacdo constante na temperatura de 45 °C. Ao 6leo de nim
enriquecido com azadirachtina foram adicionados 200,0 mL de 4gua, sendo em seguida
emulsificado com Ultra-Turrax T10 IKA. O polimero (EHL Tween 80) solubilizado em
acetona foi vertido em um Becker contendo a 4gua com a fase orgénica, com o auxilio
de uma bomba peristaltica na vazao de 10 mL/min., sob agitacdo constante. Apds 10
minutos, o agente emulsificante de alto Equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) Tween
80 dissolvido em agua foi adicionado ao sistema contendo a fase orgdnica com o
polimero, formando as nanoparticulas. Em seguida, o solvente orgénico (Acetona) e
parte da agua foram removidos por evaporacao sob pressao reduzida para se obter uma
suspensdo concentrada, com volume final de 150,0 mL.

Para avaliacdo da toxicidade aguda da formula¢do de 6leo de nim Nano L5-3
sobre os afideos, foram testadas cinco concentragoes: 100,0 ug/mL; 10,0ng/mL, 1,0
pg/mL, 0,1 pg /mL e 0,01 pg/mL. Estas concentragdes foram definidas por meio da
realizacdo de testes preliminares de toxicidade, onde foram determinadas a menor
concentragdo em que 100% dos organismos-teste morreram (CEO) e a maior

concentragdo na qual 100% dos organismos-teste sobreviveram (CENO). O
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delineamento experimental foi inteiramente casualizado, totalizando cinco tratamentos e
dez repeticdes com cinco ninfas em cada uma. Para cada repeti¢do 1 mL do extrato foi
pulverizado apenas sobre os insetos, que em seguida foram transferidos para os
recipientes-teste. Os dados de mortalidade foram obtidos ap6s 24 e 48h da aplicagdo do
extrato.

Para a avaliacdo da toxicidade cronica deste mesmo extrato foi testada apenas
uma concentragdo, aquela que no teste de toxicidade aguda ndo causou mortalidade.
Foram estabelecidas 20 repeti¢des para o tratamento com a aplicacdo de 1 mL do
extrato na concentracdo de 0,01 pg /mL de nim dissolvido em agua realizando-se uma
pulverizacdo a cada 5 dias. O desenvolvimento desses afideos foi acompanhado
diariamente, para o registro dos seguintes parametros: duracdo do periodo ninfal;
viabilidade ninfal, duracdo dos periodos pré-reprodutivo, reprodutivo e pds-reprodutivo;
duracdo da fase adulta; producdo média de ninfas/fémea/dia; producdo total de
ninfas/fémea e longevidade. O numero e a duragdo dos instares ninfais foram
determinados pela observacdo e coleta das exuvias. Para o registro da producao diéria

de ninfas, estas eram contadas e retiradas do hospedeiro.

Analise estatistica

Os dados de mortalidade nos testes de toxicidade aguda, apos 24 e 48 horas de
exposi¢do ao oleo, foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade (Levene). Como essas duas pressuposicoes foram atendidas foi
realizada uma andlise de variancia (ANOVA) e, posteriormente, procedeu-se a
regressdo linear ou quadratica para comparar o efeito das diferentes concentragdes. O
ajuste do modelo foi testado a 0,05% de significancia e avaliado pelo seu coeficiente de
determinacdo (R?). A CLs, foi estimada pela analise de Probit (FINNEY, 1971), com o
auxilio do programa POLO-PC (LEORA SOFTWARE, 1987).

As tabelas de vida foram construidas de acordo com Price (1984) e Krebs
(1994), com os seguintes parametros: taxa liquida de reproducdo (Ro), intervalo de
tempo entre cada geragao (T), capacidade inata de aumentar em nimero (rm), razao
finita de aumento (A) e tempo necessario para a populacdo duplicar em niimero de

individuos (TD), sendo:
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R, =Y Ixmx

T = [Dx Ixmx]/[Y Ixmx]
rm= LnRy/T

A= Nt+1/Nt

TD =Ln (2)/rm

onde: Ix ¢ a probabilidade do inseto estar vivo em determinada faixa etaria; mx
corresponde aos descendentes fémeas produzidos em determinada faixa etaria; Nt+1 é o
numero final de individuos e Nt ¢ o niumero inicial de individuos (MAIA et al., 2000).

Os dados da duracdao dos instares foram submetidos ao teste de normalidade
seguido pela andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade através do programa Sisvar® (FERREIRA, 2003).

As curvas de crescimento foram ajustadas utilizando-se a equagdo de Von
Bertallanffy (1938) (os parametros foram determinados pela utilizagdo da transformacgao
Ford-Walford): Lt= Loo [1 —e ~* ("7, onde: Lt = comprimento em um determinado
tempo t, expresso em mm; Loo = comprimento maximo que, em média, os individuos
podem atingir e para o qual a curva tende assintoticamente, expresso em mm; K =
constante relacionada com a taxa de crescimento; e = base de logaritmo neperiano; ty =
parametro relacionado com o Lt médio dos individuos no instante do nascimento (L),

expresso em dias.

3. Resultados e Discussio

Os testes de toxicidade aguda realizados no presente estudo resultaram em uma
CLso 48h de 1,92 pg/mL (IC 95%: 1,19 - 3,22) para o extrato de nim Nano L5-3.

Lowery & Isman (1994) aplicando 6leo de semente de nim em ninfas de
segundo estagio de nove espécies de afideos verificaram uma CLsy de azadirachtina
variando de 2,4 pg/L para Myzus persicae (Sulzer) se alimentando da seiva da
pimenteira, a 635,0 ug/L para Chaetosiphon fragaefolii (Cockerell), em morango.

Nos testes para a avaliagdo da toxicidade cronica, utilizando-se o extrato de nim
Nano L5-3, na concentragdo de 0,01 pg/mL, aplicado sobre as ninfas de 7. citricidus, a

duracdo média do periodo ninfal do grupo controle foi de 7,85+0,2 dias, com minimo de
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seis ¢ maximo de nove dias, enquanto nas ninfas tratadas com o extrato foi de 10,57 +
0,50 dias, com no minimo dez e méaximo de doze dias, diferindo significativamente (P =

0,00001) (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Valores médios de duragdo das fases de desenvolvimento (em dias) e
viabilidade (sobrevivéncia em %) das ninfas de Toxoptera citricidus em ramos de
Citrus limonia quando pulverizadas com extrato das sementes de nim, Azadirachta

indica, mantidas sob temperatura de 20 + 0,5 °C e fotoperiodo de 12 h.

Controle Extrato nim
Estadio ninfal Duraciao Viabilidade Duracio Viabilidade
média(dias) (%) média (dias) (%)
1° 2,75+0,17 Ba 100 3,14+0,38 Ba 80
20 1,5040,18 Aa 100 2,2920,49 62.5
Abc
3° 1,50+0,11 Aa 100 2,14+0,38 Ab 70
4° 2,10+0,12 Ba 100 3,00+0,58 Bb 100
Periodo Ninfal | 7.85+0.2 Ca 100 10’5(7;;050 35

Média + Desvio Padrao, Médias seguidas de mesma letra mintscula na linha e

maiuscula na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A sobrevivéncia da fase ninfal no controle foi de 100% enquanto no tratamento
com nim foi de 35%. A duracdo média das ninfas tratadas com nim foi superior ao do
grupo controle em todos os estagios. Nas ninfas do quarto instar, tratadas, a duracao
média foi de 3,0 + 0,58 dias e, no grupo controle, de 2,10 + 0,12 dias. (Tabela 2.1).

O periodo pré-reprodutivo apods atingir a fase adulta foi de 1,40+0,40 dias nos
afideos tratados, e de 1,41+0,15 dias no controle, ndo havendo, portanto diferenca
estatistica significativa entre eles. O periodo reprodutivo foi iniciado, em média, entre o
1° e 2° dia da fase adulta nos dois tratamentos (Tabela 2.2). Embora o tempo para o
afideo atingir o periodo reprodutivo seja semelhante, o tratamento dos afideos com o

extrato de nim reduziu a fecundidade total € aumentou a mortalidade dos afideos.
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Tabela 2.2. Parametros biologicos (Média + DP) de Toxoptera citricidus sobre Citrus
limonia em condi¢des controle e quando pulverizadas com extrato de sementes de

Azadirachta indica. Temperatura constante de 20 + 0,5 °C e fotoperiodo de 12 h.

Parametros Bioldégicos Controle Extrato Nim
Periodo Pré-reprodutivo (dias) 1,41+£0,15a 1,40 + 0,40a
Periodo reprodutivo (dias) 17,30+1,39a 7,14 £1,14b
Periodo Pés-reprodutivo (dias) 2,50+0,53a 2,25+0,25a
Duracao da fase adulta (dias) 20,75+1,51a 9,43 £ 1,34b
Total de ninfas/fémea 57,20+4,02a 23,14 £4,52b
Ninfas/fémea/dia 3,31+0,23a 3,24 +£0,63a
Longevidade (dias) 28,60+1,55a 20,0 £1,34b

M¢dia + Desvio Padrio. Médias seguidas de mesma letra mindscula

na linha nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com Hayakawa et al. (1990) como os afideos apresentam alta taxa de
mortalidade causada por fatores ambientais, ¢ vantajoso que iniciem a reproduc¢do logo
ao entrar na fase adulta. Para Minks & Harrewijn (1987) o inicio da reprodugdo em
afideos indica a aceitacdo da planta como hospedeira, uma vez que podem até se
alimentar em plantas com baixa qualidade nutricional, mas ndo se reproduzem. No
entanto, embora o tempo para o afideo atingir o periodo reprodutivo seja semelhante, o
extrato reduziu o periodo reprodutivo em dez dias, resultando assim na reducdo da
fecundidade total. Nao houve diferenga estatistica na duragdo do periodo poOs-
reprodutivo.

A duragdo média de individuos de 7. citricidus na fase adulta pulverizados com
o extrato foi de 9,43+1,34 dias, com minimo de quatro ¢ méaximo de doze dias. A
esperanca de vida (ex) foi mais alta nos trés primeiros dias, e entdo os valores flutuaram
com tendéncia descendente, até a morte do inseto (Figura 2.1).

Para os exemplares do tratamento controle, verificou-se que a duragdo média da
fase adulta foi 20,75+1,51 dias, com minimo de onze ¢ maximo de trinta dias. O maior
valor para ex foi observado nos 20 primeiros dias e a queda dos valores ocorreu

gradualmente até a morte do inseto (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Relagdo entre a sobrevivéncia (Lx) e esperanca de vida (ex) de Toxoptera
citricidus em ramos de Citrus limonia e quando pulverizados com 6leo de nim Nano

L5-3. Temperatura de 20+0,5 °C, e fotoperiodo de 12h. n: nimeros de individuos.

Os resultados mostram ainda que os adultos de 7. citricidus mantiveram uma
fecundidade didria semelhante a do controle como resposta a aplicagao do bioinseticida.
Embora em sete repeti¢des tratadas com o extrato tenham desenvolvido as fases jovens,
a duragao do periodo reprodutivo foi dez dias mais curta, originando um nimero menor
de descendentes, possivelmente devido ao rapido efeito letal do produto sobre os
adultos, o que indica que o nim ¢ eficaz no controle da praga em estudo, 23,14 + 4,52
ninfas/fémea e o nimero de ninfas/fémea/dia 3,24 + 0,63 (Figura 2.2).

Ensaios laboratoriais ¢ de campo com inseticidas a base de nim, efetivamente
controlaram vérias espécies de afideos, (LOWERY et al., 1993;. LOWERY & ISMAN,
1994, SCHMUTTERER & SINGH, 1995; KOUL et al., 1997;. KOUL, 1998, 1999),
tendo sido tdo eficazes quanto os inseticidas quimicos (LOWERY & ISMAN, 1994).

No grupo controle a fecundidade total foi de 57,20+4,02 ninfas/fémea e o
nimero de ninfas/fémea/dia 3,31+£0,23. Komazaki (1982) observou para a mesma
espécie de afideo uma fecundidade de 58,46 ninfas/fémea. Galatoire (1983) também
avaliou as caracteristicas reprodutivas do 7. citricidus e verificou maior fecundidade
média por fémea por dia (5 a 6 ninfas), a fecundidade total variou entre 73 e 81

ninfas/fémeas.
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Efeitos adversos significativos do extrato do nim comercialmente disponivel
(Neemix. 4.5, 4.5% azadirachtin, AZ) j& foram anteriormente registrados sobre T.
citricidus. Segundo Tang et al., (2002) quando pequenas mudas citricas foram
mergulhados em extrato de nim nas concentragdes de 0,4 a 0,025% de vol: vol (180, 90,
45,22, ¢ 11 pg/L de azadirachtina), 0-8% de ninfas e 0-17.5% dos adultos sobreviveram
até 7 dias apos o tratamento. O extrato reduziu o desenvolvimento de ninfas, a
longevidade de ninfas e adultos e a fecundidade de adultos em todas as concentragdes
testadas.

Através do grafico de fertilidade da populacdo ¢ possivel observar que a maior
fertilidade especifica (mx) nos insetos tratados com o nim ocorreu no décimo sétimo
dia, 3,21 ninfas/fémeas, e que a producdo de ninfas flutuou ao longo do periodo
reprodutivo. No controle observou-se que os valores de (mx) foram superiores aos
observados no tratamento com o bioinseticida, com a maior fertilidade especifica no
intervalo de idade do décimo segundo dia, 5,03 ninfas/fémeas. Posteriormente,
observou-se uma queda gradual na fertilidade do 7. citricidus até quase o final da sua

vida (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Probabilidade de sobrevivéncia (Lx) e fertilidade especifica (mx) de
Toxoptera citricidus, mantidas em ramos de Citrus limonia ¢ quando pulverizadas
com 6leo de nim Nano L5-3. Temperatura de 20+0,5 °C, com um fotoperiodo de 12

h. n: nimeros de individuos.

Neste trabalho observou-se uma diminuicdo da longevidade para os afideos
tratados com nim em relagdo aqueles do grupo controle em oito dias, 20,0 £ 1,34 dias,
minimo de um e maximo de vinte e quatro dias e 28,60+1,55 dias, minimo de dezoito e
maximo de trinta e oito dias, respectivamente. Komazaki (1982) e Oirsa (2003)
observaram, para a mesma espécie de afideo, uma longevidade de 28,4 dias, semelhante
a observada neste trabalho. Galatoire (1983) relatou a expectativa de vida média para
fémeas apteras variando de 28 a 48 dias.

A taxa liquida de reproduc¢ao (Ry) no grupo controle foi de 57,75+2,71 fémeas, o
que diferiu significativamente em relacdo aos insetos tratados com o nim, resultando em
7,38+0,24 fémeas (Tabela 2.3), o menor valor de Ro encontrado deve-se,
principalmente, ao maior decréscimo de sobrevivéncia de 7. citricidus causados no

tratamento com o bioinseticida.
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Tabela 2.3. Parametros da tabela de vida do afideo Toxoptera citricidus sobre Citrus
limonia quando pulverizados com extrato das sementes de Azadirahcta indica, mantidos

a20+ 0,5 °C, fotoperiodo de 12 h.

Parametros Controle Extrato Nim
Ry 57,75+ 2,711 7,38 £0,244

T 15,79 £ 0,810 15,04 £ 0,064

I'm 0,25+ 0,012 0,13 + 0,002

A 1,28 + 0,065 1,14 £ 0,002

TD 2,76 £ 0,141 5,21 +£0,094

Ry: Taxa Liquida de Reprodu¢do (nimero total de ninfas produzidas); T:
Intervalo de Tempo entre cada geragdo (dias); r,: Taxa intrinseca de
aumento natural; A: Razao finita de aumento; TD: Tempo para a populagdo

duplicar em niimeros de individuos (dias).

A duragdo média da geracdo (T) encontrada para a populacdo submetida a
exposicao ao nim foi de 15,04+0,06 dias, semelhante ao controle, que foi de 15,79+0,81
dias. Os resultados observados permitem estimar que a populagdo de 7. citricidus
tratada com o bioinseticida, em aproximadamente 15 dias, tem capacidade para
aumentar cerca de sete vezes a sua populagdo (valor de Ro). No grupo controle, para o
mesmo periodo, ela poderia aumentar 57 vezes a sua populagao.

A capacidade intrinseca de aumento natural em ntimero (r,) foi positiva para os
dois tratamentos, indicando crescimento populacional. No entanto, para a populagdo
tratada com o extrato o rp, foi significativamente inferior ao controle, 0,13+0,002, ou
seja, foi adicionado apenas 0,13 fémea/fémea/dia a populagdo (Tabela 2.3). Segundo
Birch (1948) quanto maior o valor de (r,) mais bem sucedida serd a espécie em um
determinado ambiente. Pedigo e Zeiss (1996) consideram ainda a taxa intrinseca de
aumento populacional (r,) o principal dado que se obtém em uma tabela de vida de
fertilidade. Para Guldemond et al. (1998) a razdo de crescimento da populagdao de uma
espécie praga ¢ um fator importante em um programa de manejo integrado de pragas,
pois permite fazer previsdes sobre futuros aumentos populacionais.

A taxa finita de crescimento populacional (A) ou o fator de multiplicagdo da
populacdo de T. citricidus original, a cada intervalo unitario de tempo, foi de 1,28+0,06

fémeas/dia no controle e de 1,14+0,002 fémeas/dia para a populacao tratada com o nim.
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O tempo necessario para a populacdo duplicar em numero (TD), foi de 2,76+0,14 dias
naquela tratada com o bioinseticida, superior ao do controle, que foi de 5,21+0,09 dias
(Tabela 2.3).

As curvas de crescimento para a populagdo de 7. citricidus submetida a
toxicidade crénica pelo nim estdo representadas na Figura 2.3. Essas curvas podem ser
descritas por uma funcao logistica, com um répido crescimento exponencial, seguido
por uma reducdo na taxa de crescimento, aumentando lentamente até aproximar-se do
maximo assintético.

Foram observadas diferencas entre o comprimento maximo corpéreo nos afideos
do controle (215 um) quando comparados aos comprimentos maximos corporeos dos
individuos expostos ao bioinseticida (200 um). Houve uma diminui¢do do tamanho
maximo corpéreo do 7. citricidus quando este foi exposto a concentracdo de 0,01
ug/mL do extrato de nim Nano L5-3.

O nim ¢é por exceléncia um regulador de crescimento sendo amplamente
estudado para o controle de varias espécies-praga. Quando aplicada em individuos
jovens, provoca inibi¢do de crescimento e ma-formagdo corporal (SCHMUTTERER,
1990, 1997; SABILLON & BUSTAMANTE, 1995; MORDUE & BLACKWELL,
1993). A azadarachtina provoca uma desordem hormonal em diferentes etapas de
desenvolvimento nos insetos, bloqueando a sintese e liberacdo de ecdisterdides pela
glandula protorécica, levando a ecdise incompleta em insetos imaturos (KOLLIEN &
SCHAUB, 1999; ISMAN, 2006), sendo o isomero AZ-E o mais efetivo regulador de
crescimento de insetos (SCHMUTTERER, 1990).

72



230 -
210 1
190 -
170 -
150 -
130 -
110 -
90 -
70 A

50

230

210
~ 190
=

S
= 150
=P

Compri
[S=="
[
—

(a) sesccescsssee

0
.
| ! ' L, = 198,56 [1 - e0.1472(t+3,1946]
t (dias)

(b)

gi |_t = 192’82 [1 - e-O,UT?B(t+6,1494]
10 20 30 40
t (dias)

Figura 2.3. Curva de crescimento individual do afideo Toxoptera citricidus. a) grupo

controle; b) exemplares submetidos a exposicao cronica de nim Nano L5-3 0,01 pg/mL.
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Produtos derivados do nim, praticamente ndo apresentam toxicidade ao homem e
sao rapidamente degradados no solo e nas plantas (ISMAN, 2006). Com relacao aos
inimigos naturais os efeitos sdo varidveis, mas de maneira geral sio menos suscetiveis
ao nim do que os insetos fitofagos devido, principalmente, ao seu modo de agdo
(SCHMUTTERER, 1997; AKOL et al., 2002).

No presente trabalho observou-se que, em concentragdes baixas, o 6leo de nim
Nano L5-3 reduziu as taxas de sobrevivéncia e longevidade de ninfas e adultos de T.
citricidus, assim como a fecundidade dos adultos.

Estudos populacionais em campo sdo agora requeridos para determinar o
potencial uso em larga escala, com delineamentos experimentais que permitam
quantificar a redu¢do populacional de 7. citricidus tratada com este nanocomposto, a
diminui¢do dos danos as plantas e o restabelecimento da produtividade dos pomares de

plantas citricas.

4. Conclusao

Concentra¢des muito baixas de nanoparticulas de 6leo de nim Nano L5-3 na
concentracdo de 0,01pg/mL (10 nanogramas) causa toxicidade ao afideo Toxoptera
citridus, reduzindo significativamente as taxas de sobrevivéncia e longevidade de ninfas
e adultos de T. citricidus, assim como a fecundidade dos adultos. A nanotecnologia
aplicada a preparacao do extrato da planta Azadirahcta indica tem elevado potencial de

uso para o controle do 7. citricidus em plantagdes de citros.
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CAPITULO 3

O uso da Ressonancia Magnética Nuclear na caracterizacio e quantificacdo do

honeydew de Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae)

Resumo

Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae) alimenta-se no
floema das plantas e o excesso de carboidratos ¢ excretado. Essa excreta recebe o nome
de melada ou honeydew. Além de servir como substrato para o desenvolvimento de
fumagina, o honeydew pode mediar interagdes entre insetos de diferentes niveis
troficos, incluindo as formigas. O presente trabalho teve como objetivo analisar
qualitativa e quantitativamente o honeydew do afideo T. citricidus por RMN 'H. A
elucidacao estrutural do honeydew foi feita com base na andlise espectral de RMN 1D e
2D e o estudo da quantificacdo foi realizada com a utilizacdo de padrdo externo de
acordo com o método Eletronic Reference To access In vivo Concentration (ERETIC).
Muitos aminoacidos fazem parte da composicdo do honeydew do pulgdo preto dos
citros, dentre eles o 4cido glutdmico e a glutamina (47,04 mol/L), fenilalanina (6,96
mol/L), valina (3,06 mol/L), leucina (2,69 mol/L), treonina (2,27 mol/L), alanina (2,46
mol/L) e aminoacidos fenolicos como a fenilalanina (6,96 mol/L) e a tirosina (0,57
mol/L). Dentre os carboidratos foram encontrados a sacarose (0,29 mol/L), a a-glicose

(1,76 mol/L) e a beta glicose (2,99 mol/L).

PALAVRAS-CHAVE: Toxoptera citricidus, honeydew, RMN.
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1. Introducao

Os afideos alimentam-se de seiva floematica de seus hospedeiros, inserindo
parte do seu aparelho bucal, especificamente os estiletes mandibulares e maxilares
através dos tecidos da folha, perfurando a parede dos elementos crivados do floema. A
alta pressdo de turgor existente na planta forca a seiva através do canal alimentar do
inseto (DUNFOR, 2006). O floema ¢ rico em carboidratos, porém ¢é pobre em
aminodcidos, essenciais para o desenvolvimento desses insetos. Os afideos filtram da
seiva uma parte das substancias nitrogenadas ingerindo-a em grande quantidade a fim
de obter o teor adequado de aminoacidos (LAZZARI & ZONTA-DE-CARVALHO,
2009). O excesso de carboidratos ¢ eliminado na forma de uma excrecdo denominada
honeydew (PANIZZI & PARRA, 2009).

Enquanto o honeydew ¢ um “lixo” para os afideos, pode ser fonte de alimento
para as formigas (PENTEADO, 2012). As formigas sdo atraidas pelo honeydew e,
consequentemente, protegem os hemipteros dos seus inimigos naturais, podendo
também atacar outros insetos fitofagos que competem pela mesma fonte de alimento
dos afideos (VALERIO & CECILIO, 2005; PENTEADO, 2012). Um dos exemplos
mais conhecidos de mutualismo ¢ a relagdo existente entre formigas e hemipteros como
os afideos e as cochonilhas que produzem honeydew (WAY, 1963). Em
agroecossistemas, a consequéncia dessa relacdo torna-se particularmente importante
para o controle bioldgico de pragas (PENTEADO, 2012).

Buckley (1987a, 1987b) observou que os afideos criados na presenca de
formigas foram beneficiados, uma vez que tiveram melhor desempenho reprodutivo e
maior crescimento da colonia. Com a remocao do honeydew na planta hd uma redugdo
do risco de mortalidade pelo ataque de fungos (STADLER & DIXON, 2005).

O pulgdo dos citros, Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907), é considerado a
principal praga de citros no mundo (HALBERT & BROWN, 1996). Embora possa
causar sérios danos a cultura diretamente pela succdo continua da seiva dos seus
hospedeiros, causando o encarquilhamento das folhas, sua maior importancia se deve ao
fato de ser o vetor mais eficiente do virus da tristeza dos citros, Citrus Tristeza
Closteovirus (CTV) (HALBERT & BROWN, 1996).

A determinacdo de um constituinte em uma matriz, como por exemplo, o
honeydew, bem como seus niveis de concentra¢des pode ser feita pela espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) que ¢, sem davida, uma ferramenta importante
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para desvendar estruturas moleculares em todos os estados fisicos da matéria
(WINNING et al., 2008). Constitui-se em um dos principais métodos para se obter
informagdes estruturais detalhadas de compostos organicos em solu¢do. Além disso, a
RMN proporciona informagdes adicionais para a identificacdo completa de possiveis
novas substancias (ALBERT, 1995).

A utilizacdo da RMN como ferramenta de quantificagdo (RMNq) e até mesmo
na identificacdo de componentes minoritarios pode ser problematica devido a sua
inerente baixa sensibilidade. Ademais, artificios para ampliacdo da intensidade do sinal,
como a utilizagdo de fatores que afetam diretamente a sensibilidade, predita a partir da
equagao de distribuicao de Boltzmann, a escolha de nticleos com alta receptividade ¢ a
otimizagdo de pardmetros temporais (nimero de varreduras, tempo de relaxagdo
longitudinal e tempo de relaxacdo transversal), auxiliam na melhora da relagdo
sinal/ruido. Ainda assim, estudos de quantificacdo por RMN tém sido realizados desde a
década de 50 (MULLER & GOLDENSON, 1956; HOLLIS, 1963; JUNGNICKEL &
FORBES, 1963; RACKHAM, 1976).

Adicionalmente, o encontro entre ciéncia e engenharia que culmina no alcance
de novas tecnologias também ¢ importante para transpor as dificuldades experimentais
inerentes & RMN. Assim a ampliacdo de campos magnéticos bem como sua
homogeneidade, softwares modernos, sondas imersas em liquidos criogénicos
(criossondas) (KEUN et al., 2002) proporcionaram um salto na sensibilidade da técnica.

Akoka et al. (1999) desenvolveram o método Eletronic REference To access In
vivo Concentration (ERETIC) diante do desafio em encontrar um padrdo interno que
atendesse a todos os requisitos da espectroscopia de RMNq que ¢ uma ferramenta
eficiente para a quantificagdo relativa ou absoluta de um composto quimico.

A érea sob um sinal de RMNq ¢ proporcional ao nimero de mols de ntcleos do
honeydew do Toxoptera citricidus, desde que o sinal seja bem quantificado ou seja, que
ndo haja contaminacdo da amostra ao adicionar um padrdo interno, que seja soluvel,
quimicamente inerte, estdvel ao longo da aquisicdo do espectro de RMN e obtenha os
sinais do padrdo interno com a minima sobreposicao entre os sinais dos compostos.

Este trabalho teve como objetivo analisar qualitativa e quantitativamente o
honeydew de Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae) por RMN
de 'H.
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2. Material e métodos

Inicialmente adultos dpteros de Toxoptera citricidus foram coletados em plantas
de Citrus limonia Osbeck no municipio de Sdo Carlos, Estado de Sao Paulo. O material
coletado foi levado ao Laboratorio de Entomologia Econdmica no Departamento de
Ecologia e Biologia Evolutiva (DEBE) da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar) para confirmagdo da espécie utilizando-se um microscopio estereoscopico e
literatura especializada (ILHARCO & SOUSA-SILVA, 2009).

Para a obtengdo do honeydew, vinte adultos de Toxoptera citricidus foram
dispostos em ramos de C. limonia, individualizados em eppendorfs contendo agua. O
conjunto foi protegido por um cilindro de vidro de 15 de altura e 10 de didmetro,
contido por uma placa de Petri devidamente limpa (recipiente-teste). A extremidade
superior do cilindro era vedada com tecido voil. Os afideos foram deixados no
recipiente teste por 48 horas para que houvesse a excre¢ao do honeydew. As excretas
foram coletadas lavando-se a placa com 5 mL de metanol grau HPLC. O metanol foi
evaporado com passagem de fluxo de nitrogénio (N») e o extrato resultante foi
ressolubilizado em 150 pL de metanol deuterado para a realizagdo dos experimentos de
RMN. A placa de petri foi pesada antes e depois da excrecdo para obtengdo da
quantidade de honeydew de 7. citricidus em mg.

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram obtidos em um espectrometro
Bruker Avance III 600 (14.1 T) equipado com uma sonda criogénica tripla de Smm TCI
'H {C, "N} e com gradiente na diregdo z, instalado no laboratorio de Ressonancia
Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, Sao
Carlos/SP.

Para garantir a completa relaxac¢do de todos os nucleos amostrais, a sequéncia de
inversdo recuperagdo foi utilizada apods a calibragdo do pulso de 90°. Esta sequéncia
consiste em um pulso de 180° que inverte o vetor resultante da magnetizagao

[0

longitudinal (T;) do eixo “z” para “-z

2

, seguido de um intervalo de tempo (T) onde a
magnetizacdo evolui segundo o processo de relaxacdo longitudinal, com um
subsequente pulso de 90° para leitura do FID (Free Induction Decay). A amplitude dos
sinais avaliados ¢ diretamente proporcional a resultante da magnetizacao no eixo “z” no
intervalo T. Com isso, o valor do tempo de relaxacdo longitudinal dos nucleos foi

determinado e distribuido foi entre os tempos de AQ e d1.
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O espectro de RMN de 'H foi obtido utilizando uma sequéncia (Iclpnf2)
baseada na versdo 1D da NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY)
em que a agua e o metanol sdo suprimidos durante o de tempo de espera entre cada
aquisi¢ao d1 (2,4 s). Além disto, foram acumulados 64 espectros (NS) com 2,73 s de
tempo de aquisi¢ao (AQ) e 64 k de nimeros de pontos na aquisi¢ao (TD).

Para auxiliar na identificagdo dos compostos presentes no honeydew,
experimentos bidimensionais foram empregados. Para se estabelecer correlacdes entre
os hidrogénios que estdo acoplados o 'H-'H g-COSY (COrrelation SpectroscopY) foi
empregado utilizando uma janela espectral de 12019.230 Hz, um tempo de aquisi¢ao de
0.17 s, tempo de espera entre cada aquisi¢do de 1s e acimulo de 16 espectros. Para
obter informagdes dos acoplamentos heteronucleares dos carbonos e hidrogénios, foram
empregados os experimentos de HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) e
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Para o 'H-BC g-HSQC foi
utilizado uma janela espectral de 20,02 Hz para F2 ('H) e 238,88 Hz para F1 (*°C) com
0,34 s de tempo de aquisigdo, 1s de tempo de espera entre cada aquisicdo e acumulo de
64 espectros. Para o 'H-">C g-HMBC foi utilizado uma janela espectral de 20,02 Hz
para F2 ("H) e 238,88 Hz para F1 (**C) com 0,34 s de tempo de aquisi¢io, 1s de tempo
de espera entre cada aquisi¢do e acimulo de 96 espectros.

Todas as substancias foram quantificadas pelo ERECTIC (Electronic REference
To access In vivo Concentrations). Neste método, uma solucao de sacarose 2,00
mmol/L em 4gua deuterada (D,0O) foi preparada para que o seu sinal caracteristico
(anomérico) fosse utilizado como uma referencia externa para a quantificagdo. A Figura
3.3.1 mostra o espectro da sacarose o qual foi referenciado com o TMS em 0,00 ppm.

O ERETIC ¢ baseado no principio da reciprocidade (Equagdo 3.1):

C —C Ay
UNKE — “REF A T QREF
igerd rRerY0 Mynk

T. (99?3 "

UNK REF

Cunk € a concentracdo desconhecida, k é o fator de corre¢ao, Crgr € a concentragao de
referéncia, Aynx € area do sinal desconhecido, Aggr € a area do sinal de referéncia, Tynk
¢ a temperatura da amostra desconhecida, Tger ¢ a temperatura da amostra de

referéncia, 099"™* ¢ a largura do pulso magnético de 90° da amostra desconhecida,
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090REF ¢ a largura do pulso magnético de 90° da amostra de referéncia, nger € 0 nimero
de transientes (scans) da amostra de referéncia e nyng € o nimero de transientes da
amostra desconhecida.

O espectro de RMN-1D, foi registrado sob condi¢des quantitativas, com a
sintonia otimizada, calibracdo de pulso de 90°, tempo de aquisi¢cdo de um transiente de
5*T1 e maior do que T2 e relacao sinal/ruido maior ou igual a 100:1 no menor e mais
limpo sinal. O software TopSpin 3.0 (Bruker BioSpin) foi utilizado para aquisi¢do e

processamento dos dados.

Agua

Sacarose
Sinal de referéncis

L_——— Sacarose
\__

-

=

LM | " I

T T T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 15 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 3.1. Espectro de RMN de sacarose em D,0O obtido durante o experimento de

ERETIC, com o sinal de referéncia ¢ colocado em 0,00 ppm.
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3. Resultados e discussao

A quantidade de honeydew produzida por um adulto de 7. citricidus diariamente
foi de 0,00084 mg, entretanto a producdo de melada é extremamente varidvel e a
quantidade eliminada ja foi estimada como sendo varias vezes o peso do corpo do inseto
por hora (AUCLAIR, 1963; LARSEN et al,, 1991).

A composicdo basica do honeydew excretado pelo Toxoptera citricidus esta
intimamente relacionada com a sua fonte de nutrientes, Citrus limonia. Tal fato pode ser
corroborado quando se compara a composi¢ao de algumas frutas citricas (BELTON et
al., 1996; LE GALL et al., 2001; SILVA et al., 2012) e a composi¢ao do produto de
excrecdo analisado. Segundo Stadler & Dixon (1999) a constitui¢do do honeydew difere
qualitativa e quantitativamente, conforme a espécie de afideo, da planta hospedeira e da
presenga ou nao de formigas.

Pelo espectro de RMN de 'H do produto de excre¢io do afideo T. citricidus
(Figura 3.2) ¢ perceptivel a presenga de trés distintas regides: a de hidrogénios
aromaticos (6,0 a 9,0 ppm), a regido de hidrogénios carbindlicos (3,0 a 6,0 ppm) e a
regido de hidrogénios carbinolicos, alilicos, de residuos alquilicos, dentre outros (1,0 a

3,0 ppm) (LE GALL et al., 2001).

- L

8 6 4 2 [ppm]

Figura 3.2. Espectro de RMN de 'H do produto de excrecdo do afideo Toxoptera

citricidus.
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Os deslocamentos quimicos relativos ao metanol deuterado em 3,31 ppm bem
como informagdes da literatura, permitiram a realizacdo da atribuicao de diversas
substancias quimicas no honeydew. Na Figura 3.3 s3o apresentadas expansdes das
regides de 0,8 ppm a 3,4 ppm (Fig. 3.3.3A) e 4,6 a 8,5 ppm (Fig 3.3.3B) com as
respectivas atribuigoes.

Muitos aminoacidos fazem parte da composicao do honeydew do pulgao preto
dos citros, dentre eles a leucina (dupleto em 0,10 e 1,86 ppm); valina (dupletos em 1,02
e 1,06 ppm); treonina (dupleto em 1,46 ppm); alanina (dupleto em 1,52 ppm); acido
glutamico e glutamina com seus multipletos em 2,14 ppm, em 2,31 ppm e 2,50 ppm
além dos aminoacidos fenolicos como a fenilalanina (multipleto em 7,32 ppm) e a
tirosina (dois dupletos em 6,76 e 7,12 ppm). Entretanto, todos os aminoécidos
encontrados tém sido observados em varias espécies de pulgdes (AUCLAIR, 1963).

Além dos aminodcidos supracitados, muitas moléculas organicas de cadeias
pequenas como acidos, alcoois e carboidratos também foram identificados. Dentre os
acidos organicos tem-se o acido latico (dupleto em 1,31 ppm); o acido aspartico (duplos
dupletos em 2,67 e 2,94 ppm); o acido succinico em 2,90 ppm; o acido malico
(multipleto em 2,45 ppm; duplo dupleto 2,75 ppm e um multipleto em 4,27 ppm) e o
acido formico em 8,54 ppm que deve ser oriundo da degradagdo do solvente deuterado,
o metanol. Dentre os carboidratos, foram encontrados a sacarose (dupleto em 5,40), a a-
glicose (dupleto em 5,10 ppm) e a beta glicose (dupleto em 4,47 ppm). Pode-se verificar
também que residuos de graxa foram encontrados no espectro.

A composi¢ao bioquimica do honeydew pode, em parte, explicar a relacao
mutualistica entre afideos e formigas (VOLKL et al.,1999). Na melada de muitos
afideos e coccideos ja foram identificados muitos oligossacaridios, como malto-
sacarose, malto-trissacarose, melezitose, entre outros (AUCLAIR, 1963).

A melezitose, que € um trissacarideo excretado em altas concentragdes (mais de
40%) no honeydew de diversas espécies de afideos, ¢ provavelmente sintetizada por
esses insetos e tem como funcdo reduzir a absorcdo de agucares pelo intestino
(AUCLAIR, 1963). Kiss (1981) considera que a sintese e excrecdo desse trissacaridio
no honeydew dos afideos tém a fungdo evolutiva de atrair formigas nas associagdes

mutualisticas entre esses dois organismos.
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Figura 3.3. Expansoes das regides do espectro. A) 0,8 ppm a 3,4 ppm e B) 4,6 a 8,5
ppm.

As formigas alimentam-se de recursos muito diversificados, que podem ser de
origem flngica, vegetal ou animal, incluindo o honeydew (CAROLL & JANZEN,
1973) e, em fungdo do seu habito alimentar, podem ser separadas como herbivoras,
carnivoras, detrivoras ou onivoras (FOWLER, 1991). A utilizagdo de alimento de mais
de um nivel tréfico ¢ comum entre as formigas, de modo que a onivoria pode ser
considerada o hébito mais comum (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Algumas
vezes o honeydew pode ser a Unica fonte de alimento para as formigas. Como as

formigas estimulam os afideos a se alimentarem de duas a trés vezes mais que o normal
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e uma vez que as formigas adultas ndo tém necessidade de proteinas, somente de
acucares, o honeydew ¢ um alimento perfeito para elas (OHIO STATE UNIVERSITY,
2011).

Apesar das diferencas observadas entre o aparelho digestivo das ponerdides
(geralmente predadoras) ¢ a dos formicoides (geralmente associadas com afideos), o
que indica tendéncias em relagcdo ao seu habito alimentar, ambos os grupos (primitivas
e avangadas) apresentam adaptacdes para utilizarem recursos variaveis. Um exemplo ¢ a
existéncia de preda¢do em Formicinae e a presenca de espécies de Myrmicinae na
associa¢do com hemipteros (HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Contudo, as formigas
nao sdo sempre favoraveis aos afideos, pois podem controlar sua populacao utilizando o
excedente para alimentar as suas larvas (OHIO STATE UNIVERSITY, 2011).

Cada componente quimico do honeydew de T. citricidus foi obtido com o
espectro de RMN de 'H com o seu deslocamento quimico em ppm, a multiplicidade ¢ a
constante de acoplamento em Hz (Tabela 3.1). A amostra de referéncia foi a sacarose na
concentracdo de 2 mmol/L com a integral igual a 1, integrando-se os demais sinais em
ppm do honeydew do afideo 7. citricidus. O ERECTIC forneceu a concentragdo em
mmol/L e a conversdao para mol/L foi feita multiplicando-se por 1000. As diferentes
concentragdes dos constituintes do honeydew foram obtidas pela multiplicacdo da

integral do componente quimico pela concentracio de um 'H.
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Tabela 3.1. ERETIC dos compostos quimicos do honeydew do afideo Toxoptera citricidus.

ERETIC
Compostos RMN de 'H Integralde 'H Concentragio de "H | Integral x Conc. de 'H
Quimicos ppm Multiplicidade | J (Hz)*** Ref.*%** Honeydew (mol/L) Honeydew (mol/L)

Leucina 0.90 dubleto 6.74 1 1 2.69 2.69*
Valina 0.96 dubleto 7.00 1 1 3.06 3.06*
Etanol 1.08 tripleto 7.05 1 2 3.21 6.42

Acido lactico 1.21 dubleto 6.80 1 6 4.22 25.33
Treonina 1.36 dubleto 7.22 1 1 2.27 2.27%*
Alanina 1.42 dubleto 6.76 1 1 2.46 2.46*
Acido glutimico/Glutamina 2.21 multipleto -- 1 12 3.92 47.04*
Acido malico 2.65 duplo dubleto  3.56 ¢ 15.82 1 4 3.45 13.79
Acido succinico 2.80 simpleto -- 1 1 1.29 1.29

Acido aspartico 2.84 duplo dubleto  3.26 ¢ 16.56 1 1 3.58 3.58

Res. de carboidratos e aminoacidos 324 a4.03 multipleto -- 1 132 3.73 491.85
Beta-glicose 4.37 dubleto 7.78 1 2 1.49 2.99%*
Alfa-glicose 5.00 dubleto 3.68 1 1 1.76 1.76%*
Sacarose 5.29 dubleto 3.50 1 1 0.29 0.29**
Tirosina 6.66 dubleto 8.48 1 1 0.57 0.57*
Fenilalanina 7.20 multipleto -- 1 2 3.48 6.96*
Acido formico 8.44 simpleto -- 1 2 1.91 3.81

* Proteinas = 65.04 mol/L; ** Carboidratos = 5.04 mol/L; *** J ¢ a distancia em Hz da multiplicidade;

*#%% A referéncia foi a sacarose que ¢ um padrao Bruker BioSpin na concentragdo 2,00 mmol/L em agua.

Obs.: As integrais e concentracdes foram para 20 pulgdes Toxoptera citricidus (TC).
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A glutamina foi o0 aminoéacido encontrado em maior quantidade no honeydew do
pulgdo preto, 47,04 mol/L. Ela pertence ao grupo dos aminoacidos essenciais, uma vez
que o organismo pode sintetiza-la por todos os tecidos a partir do 4cido a-cetoglutarico,
valina e isoleucina (SMITH & WILMORE, 1990; RODWELL, 1996). E 0 aminoacido
livre mais abundante, além de ser precursor da sintese de aminoacidos, nucleotideos,
acidos nucléicos, agucares aminados, proteinas e muitas outras moléculas
biologicamente importantes (SMITH, 1990). Resultado semelhante foi encontrado por
Byrme & Miller (1990) ao analisar a melada da mosca branca Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) pela técnica HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), segundo esses autores a concentragao elevada de glutamina pode ser
justificada por esse aminodcido ser relativamente barato energeticamente para ser
produzido.

Febvay et al. (1988) observou que os principais aminoacidos de A. pisum
cultivadas em favas sdo glutamina ou acido glutamico, asparagina, seguido do acido
aspartico. Sasaki et al. (1990) estudando o honeydew de A. pisum determinou pelo
HPLC que a asparagina e glutamina foram os aminoacidos em maior quantidade na
seiva do floema do seu hospedeiro Vicia faba (L.) e na melada desses insetos estéries de
21-23 dias de idade. Entretanto, nos insetos com alta atividade reprodutora verificou-se
que o teor de asparagina e glutamina, em especial a glutamina, foram consideravelmente
mais baixos do que a dos insetos estéreis, sugerindo que os afideos utilizam essas
amidas de forma eficiente para a sintese de proteinas na embriogénese.

Fenilalanina foi o segundo aminoacido em maior quantidade no honeydew do 7.
citricidus, 6,96 mol/L. Hussanin et al. (1974) também identificou compostos fenolicos
no honeydew de M. persicae alimentados com rabanete.

Dentre os carboidratos, a B-glicose (2,99 mol/L) foi o encontrado em maior
quantidade, seguido da a-glicose (1,76 mol/L) e da sacarose (0,29 mol/L). A presenca
de sacarose ¢ esperada, ja que este € o principal acicar em plantas e estd em grande
quantidade na seiva do floema (HUSSAIN et al., 1974; HAWKER, 1985). Segundo
Panizze & Parra (2009) a sacarose ¢ um requisito especial para afideos, podendo atuar
como fagoestimulante. M. persicae requer entre 10 e 20% desse glicidio na dieta para o
crescimento, reprodugdo e sobrevivéncia otimos (MITTLER, 1956). Para Faye &
Ghorbel (1988) a presenga de glicose e frutose também nao ¢ surpreendente.

Os 4acidos organicos malico e succinico, encontrados no honeydew do pulgao

preto também foram identificados na seiva presente nos estiletes de afideos e em
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exsudatos do floema de algumas plantas, em quantidades minimas (PANIZZI &
PARRA, 2009).

Fischer & Shingleton (2001) verificaram que quando as formigas sdo escassas,
os afideos podem aumentar a atratividade do seu honeydew, aumentando a quantidade
produzida, ou aumentando o nivel de um trissacarideo, a melezitose. Contudo, Stadler
& Dixon (1998) sugerem que a grande quantidade de honeydew excretada pode ter um
alto custo metabolico para os afideos e isto pode explicar porque os afideos reduzem a
produ¢do de honeydew quando as formigas estdo ausentes. Similarmente, se a
melezitose tiver um alto custo metabdlico para ser sintetizada, os afideos podem reduzir
a sua produ¢do em um ambiente onde nao ha formigas.

Diferente dos resultados encontrados nesse trabalho, Lamb (1959) ¢ Hussain et
al. (1974) relataram a presenca de baixos niveis de aminoacidos na melada de
Brevicoryne brassicae e Myzus persicae, respectivamente. No entanto, uma pesquisa
mostrou que plantas podem acumular proteinas na seiva elaborada em altas
concentragdes (KEHR, 2006) e indica a ocorréncia de proteases no intestino médio de
insetos que se alimentam do floema (CRISTOFOLETTI et al., 2003). Muitas proteinas
da seiva do floema tém funcdes de cicatrizacdo e de defesa de plantas contra insetos.
Além disso, verificou-se que o floema ndo ¢ o Unico tecido com que os pulgdes
interagem, as proteinas também podem ocorrer naturalmente nas paredes celulares da
planta, ou como um resultado de infestacdo de pulgdes (RAHBE & FEBVAY, 1993).
WOODRING et al. (2004) observaram ainda que o honeydew de espécies mimercofilas
¢ mais rico em aminoacidos, especialmente asparagina, glutamina, acido glutdmico e
serina, do que o de afideos ndo-mirmecofilos.

A interagdo formiga-afideo pode ser prejudicial as culturas organicas, uma vez
que as formigas mantém as populacdes de afideos em crescimento, podendo
consequentemente gerar perdas na produtividade da planta pela sucg¢do continua ¢ o
desenvolvimento de fumagina. Logo, os conhecimentos sobre as interagdes ecologicas
das comunidades em sistemas agricolas permitirdo uma melhor escolha do tipo de

controle bioldgico a ser usado em cada cultura.
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4. Conclusoes

A andlise por ressonancia magnética nuclear do honeydew, o produto de
excrecao do 7. citricidus, permitiu evidenciar a presenca de importantes aminoacidos,
dentre eles a leucina, valina, treonina, alanina, tirosina, acido glutamico e glutamina,
fenilalanina, sendo os dois ultimos os encontrados em maior quantidade. Também
foram identificados carboidratos como a sacarose, a-glicose e a beta glicose. A
identificacdo dos compostos do honeydew do pulgdo preto dos citros permitiu
aprofundar o conhecimento sobre as interagcdes afideo-formiga e afideo-planta

hospedeira.
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CAPITULO 4

O Balanco Energético de Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera:
Aphididae)

Resumo

Um estudo do fluxo de energia em diferentes fases do ciclo de vida do pulgdo
preto do citros, Toxoptera citricidus, foi realizado experimentalmente, por meio do
balanco energético, utilizando-se a abordagem fisiologica, em laboratorio. Ninfas
recém-nascidas desse afideo foram criadas em brotos jovens de Citrus limonia, em
incubadora, com temperatura controlada de 20,0 = 0,5°C e fotoperiodo de 12 horas. Os
experimentos foram realizados durante trinta e oito dias, durante os quais foram
calculadas as principais variaveis relacionadas a equagdo geral de balango energético: C
=P + R + FU, onde C= consumo de alimento; P = produ¢do; R = respiracao e FU =
rejecta (fezes e urina). Estas foram determinadas por meio do balango de massa em peso
fresco e convertidas em peso seco e posteriormente em energia (calorias) por meio de
fatores de conversdo disponiveis na literatura. As quantidades absolutas de energia
canalizadas para o crescimento, reprodugdo, produgao de exuvias, respiracdo e rejecta
variaram com a idade do pulgdo. O consumo energético didrio por 7. citricidus foi de
0,3717 e 0,4761 cal para ninfas e adultos, respectivamente. A produg¢ao total didria das
ninfas correspondeu a 0,2579 cal e a dos adultos a 0,1983 cal. A energia gasta com a
respiragdo foi de 0,112 e 0,276 cal/afideo/dia para ninfas e adultos, respectivamente. A
energia eliminada através de FU foi igual a 0,0018 cal/afideo/dia. Em relagdo as
eficiéncias de conversdo energética, a eficiéncia bruta de producdo (P/C) variou de
acordo com a fase do ciclo de vida, 69% em ninfas € de 41% em adultos. A eficiéncia
de producdo liquida (P/A) foi igual a 69,72% em ninfas e 41,80% em adultos. A
eficiéncia de assimilagcdo (A/C) ndo variou com a idade (99,5% em ninfas e 99,6% em
adultos) e os valores obtidos para T. citricidus sdo mais elevados do que os reportados

na literatura para a maioria dos outros insetos relatados.

Palavras-chave: Balanco energético, Toxoptera citricidus, pulgdo preto do citros.
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1. Introducao

Os pulgdes, ou afideos, pertencem a ordem Hemiptera e a superfamilia
Aphidoidea, sendo a familia Aphididae a mais comum, com aproximadamente 4.000
espécies, presentes no mundo inteiro. A distribuicdo deste grupo reflete a grande
habilidade que estes possuem em sobreviver sob condigdes climdticas adversas
(DIXON, 1987). Sao um grupo de insetos de grande importincia agricola em termos
mundiais, em func¢do dos seus danos diretos e principalmente indiretos que ocasionam a
produgio agricola (PENA-MARTINEZ, 1992).

Os danos diretos sdo provocados pela simples alimentagdo nas plantas. Os
afideos, tipicos sugadores, se nutrem da seiva das plantas hospedeiras provocando o
murchamento generalizado, encarquilhamento das folhas e a paralisacio do
desenvolvimento das mesmas (VENDRAMIM & NAKANO, 1981). J4 os indiretos sdo
de origens diferentes, em parte ocasionados pelo excesso de agucares que excretam,
“honeydew”, formando um meio rico para a ocorréncia de fungos saprofitas,
dificultando a respiragdo e a fotossintese das plantas (PENA-MARTINEZ, 1992), e em
parte pela capacidade de transmitir virus fitopatogénicos.

Os seres vivos, em geral, s3o o reflexo daquilo que consomem, ¢ esse fato
evidencia a importancia do alimento para os organismos. No caso dos insetos, a
quantidade, qualidade e proporcao de nutrientes presentes na dieta interferem em muitos
aspectos da sua biologia, incluindo o comportamento, a fisiologia e a ecologia
(PANIZZI & PARRA, 2009).

A fisiologia nutricional dos afideos inclui os mecanismos de obten¢ao de seiva,
sua composicdo quimica, os requisitos nutricionais, os processos quimicos e fisiologicos
necessarios para transformar o alimento ingerido em energia nos tecidos, bem como o
papel da nutricdo nas fungdes metabolicas para o crescimento e a reproducdo
(SRIVASTAVA, 1987).

As espécies possuem padroes particulares de aquisicao e alocacdo de energia, no
entanto, as variagdes no ambiente, sejam elas didrias ou sazonais, podem afetar as
funcdes bioldgicas de diversas maneiras. Nesse sentido, os estudos bioenergéticos
auxiliam a compreender o papel dos organismos nos ecossistemas, pois refletem as
interagdes entre os processos fisiologicos e de alocacdo de energia com as varidveis
ambientais. Eles expressam a propor¢ao de energia consumida que ¢ alocada aos varios

processos vitais € mostram como esta pode flutuar durante o ciclo de vida. Desse modo,
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a bioenergética permite, por exemplo, quantificar as relagdes entre as taxas de gastos,
perdas e produgdo com as de consumo, permitindo a compreensdo das transformagdes
de energia por unidades ecoldgicas (PHILLIPSON, 1975).

A construcdo de balangos energéticos teve inicio nos estudos de Lindeman
(1942). Suas idéias foram aperfeigoadas por Odum (1957) e Teal (1962), entre outros
autores, que construiram balangos energéticos globais para os ecossistemas. Anos
depois, Wiegert (1964) e McNeill (1971) construiram balancos energéticos para as
populacdes de insetos, e apartir dai a bioenergética de muitas espécies de animais tém
sido investigadas (LLEWELLYN, 1987).

Os balancos energéticos de alguns afideos ja foram determinados em laboratorio.
Llewellyn (1987) mediu o balanco energético para nove espécies de afideos, incluindo
espécies monofagas como Eucallipterus tiliae (L.) e Tuberolachnus salignus
(Hemiptera: Drepanosiphidae) e espécies polifagas de Aphidinae; Van Hook et al.
(1980) estudou o balango em populacdes de Macrosiphum liriodendri e Llewellyn e
Qureshi (1979) para Megoura viciae. Randolph et al. (1975) realizaram o estudo
classico do balanco energético do pulgdo da ervilha, Acyrthosiphon pisum, considerado
um dos mais completos estudos deste tipo (PIANKA, 1981).

A quantificacdo de parametros do balango energético, envolvidos na aquisi¢ao e
alocacdo de energia, possibilita ainda a quantificacdo do fluxo de energia através de
cadeias troficas que auxiliam na compreensdo da estrutura das comunidades e no
funcionamento dos ecossistemas (PHILLIPSON, 1975; KITCHELL et al., 1977;
KARAS & THORESSON, 1992; DORIA & ANDRIAN, 1997, MARCHAND &
BOISCLAIR, 1998; DOURADO & BENEDITO-CECILIO, 2005). No caso dos insetos,
a energia ¢ alocada por meio de uma gama de estratégias, canalizando-a para o
crescimento ¢ ou reproducdo, de modo a garantir o seu sucesso € manuten¢do das
espécies no ambiente. Este trabalho teve como objetivo quantificar a entrada, os gastos
com os processos metabolicos, o armazenamento e alocagdo dos recursos energéticos de
T. citricidus, através da quantificacdo das taxas de consumo, producdo, respiracdo e

excrecdo de diferentes fases do ciclo de vida desta espécie.
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4. Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados em camara incubadora, com temperatura
controlada de 20,040,5°C e fotoperiodo de 12 horas. Adultos de Toxoptera citricidus
foram coletados em plantas de Citrus limonia, no municipio de Sao Carlos. Os insetos
foram dispostos em ramos do mesmo hospedeiro, individualizados em eppendorfs
contendo agua. O conjunto foi protegido por um cilindro de vidro de 15 de altura e 10
de didmetro (recipiente-teste), com uma das extremidades vedada com tecido voil de
algoddo. Ninfas recém-nascidas (com menos de 4 horas) foram utilizadas como
organismos-teste nos bioensaios.

Para a determinagdo do balango energético instantaneo neonatos apteros (vinte
repeti¢des) foram utilizados. Estes foram criados em laboratério desde o nascimento até
a morte. Os experimentos tiveram a duracdo de trinta e oito dias, durante os quais foram
realizadas medidas das principais variaveis relacionadas a equagdo geral de balango

energético de acordo com Grodzinski et al. (1975) tendo-de: C =P + R + FU, onde C=

consumo de alimento; P = produgao; R = respirac¢do e FU = fezes e excreta.

Determinacdo do Consumo (C)

Nao foi possivel medir o consumo de seiva, unico alimento de 7. citricidus
experimentalmente. Por esta razao esta variavel foi calculada utilizando-se a equagdo do
balango energético, uma vez que toda a matéria incorporada como produgdo e a
eliminada foram quantificadas. A matéria utilizada na respiracdo e seu equivalente
calorico foram também calculados, com base em taxas respiratorias de afideos, e fatores
de conversio da matéria em energia disponiveis na literatura (LLEWELLYN &

QURESHI, 1979). A somatéria destas varidveis ¢ equivale a matéria/energia

consumida.
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Producgdao Secundaria (P)

A producdo foi determinada por meio da soma dos incrementos (AB) de peso
corporal entre cada dois estadios ninfais sucessivos e entre o ultimo estddio ninfal e o
adulto. Estes incrementos correspondem a matéria/energia canalizada para o
crescimento corporal (Pg). A producdo reprodutiva foi detreminada por meio da
multiplicagdo do numero médio de ninfas produzidas pelo adulto pelo peso corporal
médio das ninfas recém nascidas (Pr). Foi também calculada a producdo eliminada em
produtos exuviais. Para calculo da producdo investida no crescimento (Pg), cinco
adultos e cinco ninfas de cada estadio foram pesados em balanga analitica e a biomassa

foi calculada de acordo com Grodzinski et al. (1975) onde:

Pg = AB em mg/dia de peso fresco
> =Pg = Produgdo em crescimento

AB/ At = (PN2+EX1-PN1) + (PN3+EX2-PN2) + (PN4+EX3-PN3)+ (PA+EX4-PN4)

PN, PN, PNj3 e PNy correspondem aos pesos corporais médios de cada estadio
ninfal, e PA= ao peso corporal médio do adulto. Ex; Ex» Ex»e Ex4 correspondem aos
pesos médios das exuvias de cada estadio ninfal sucessivo, liberada apds cada processo
de ecdise.

Para o calculo da quantidade de calorias contidas nos pulgdes, foram feitas
analises bioquimicas dos individuos adultos e ninfas de primeiro instar. Estes foram
coletados e deixados em estufa a 60 °C por 48 horas até a obtencao de peso constante e
acumulados até que se se atingisse a quantidade minima necessaria para a realizacdo das
analises quimicas. Os individuos foram macerados e previamente pesados em balanga
de precisdo (Scientech SA 210). Para os demais instares considerou-se um valor médio
da composicao quimica encontrada para a ninfa de primeiro instar e para o adulto.

A quantificagdo do teor de lipidios foi feita pelo método de Bligh & Dyer
(1959), que consiste em uma adaptacdo simples do método de Folch et al. (1957)
utilizando como solventes o cloroféormio e o metanol (2:1), e 4gua destilada, onde
ocorre a separagdo da fase organica que contem os lipidios isolados. A quantidade total
de lipidios na amostra foi determinada por gravimetria, em balanca de precisdo, apos

secagem em estufa por 48 horas ou mais, até peso constante.
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A quantidade total de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(1976), uma técnica que utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. O
método baseia-se na interagdo do corante com as macromoléculas de proteinas que
contém aminodcidos com cadeias laterais basicas ou aromaticas. Para determinagdo da
curva padrao foram utilizadas diferentes concentragdes de albumina bovina. A analise
foi feita por fotometria, com leituras a 620 nm em um espectrofotdometro.

Para a determinacdo de carboidratos foi utilizado o método do fenol-sulfurico
(fenol 4,1% e 4cido sulfurico) (DUBOIS, 1956), onde se utiliza como solu¢do padrio a
glicose 1 mM. A andlise foi feita pela leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 480 nm. Apos determinadas as porcentagens do peso corporal
correspondentes a estes trés constituintes basicos, lipideos, proteinas e carboidratos, e
utilizando os fatores de conversdo para cada um destes, o peso foi convertido em
conteudo energético, expresso em calorias.

Na determinag¢do da producdo reprodutiva (Pr), os recém-nascidos produzidos
pelos pulgdes foram contados e removidos a cada 24 horas, durante toda a vida

reprodutiva. A producdo de novos individuos foi calculada da seguinte forma:

Pr =PN; x Numero médio de ninfas produzidas pelos adultos, sendo Pr expresso

em mg/dia.

A fra¢do de energia perdida em exuvias durante os processos de ecdise foi
quantificada a partir da coleta e determinacdo do peso das mesmas em balanga de
precisdo para obtenc¢do inicialmente da quantidade de matéria organica seca eliminada e
em seguida convertida em energia, expressa em calorias.

J& a quantidade total de matéria organica total armazenada pelos pulgdes,
canalizada para o crescimento corporal, a reprodugdo e as exuvias, apds expressas em
miligramas de peso seco foram convertidas em calorias calculando-se seus teores de
carboidratos, lipideos e proteinas e multiplicando-os por seus respectivos coeficientes
caldricos: 5,65 cal para carboidratos; 9,35 cal para lipidios e 3,90 cal para proteinas
(PETRUSEWICZ & MACFADYEN, 1970). O peso seco foi assumido como sendo

10% do peso fresco, como recomendado por Grodizinski et al., (1975).
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Respiracio (R)

Para calcular a respiragdo foi utilizada a regressao linear obtida por Llewellyn &
Qureshi (1979) quando determinaram o balango energético da espécie de afideo
Megoura viciae: y=0,244x + 0,105 (r = 0,80 p <0,001), onde x é o peso médio de cada

estadio.

Producio de fezes (FU)

F ¢ o contetdo energético de fezes (honeydew) e U ¢é o contetido energético das
excretas nitrogenadas. Em pulgdes F ¢ insepardvel de U.

Inicialmente vinte exemplares do afideo Toxoptera citricidus foram coletados e
colocados em uma placa de Petri devidamente limpa e pesada. Tais individuos foram
deixados nas placas por 48 horas para que houvesse a excrecao do honeydew. Apos tal
periodo, a placa foi pesada novamente e o honeydew foi coletado lavando-se a mesma
com 5 mL de metanol grau HPLC. Este metanol foi evaporado com passagem de fluxo
de N» e o extrato resultante foi ressolubilizado em 150 pL de metanol deuterado para a
realiza¢ao dos experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) quantitativa.

Os espectros de RMN uni e bidimensionais foram obtidos em um espectrometro
Bruker Avance III 600 (14.1 T) equipado com uma sonda criogénica tripla de Smm TCI
'H {C, "N} e com gradiente na diregdo z, instalado no laboratorio de Ressonancia
Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, Sao

Carlos/SP.

Eficiéncias metabdlicas
As eficiéncias metabodlicas foram calculadas a partir dos parametros do balango

energético C, P e R de acordo com as fomulas propostas por Grodzinski et al. (1975) e

Duncan & Klekowski (1975).
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I) Coeficiente instantineo de eficiéncia de assimilagio: Ui '=A/C

II) Coeficiente instantdneo de utilizagdo de energia consumida para crescimento, ou

coeficiente de producao bruta: K1;=P/C

IIT) Coeficiente instantaneo de utiliza¢ao de energia assimilada para crescimento,

ou coeficiente de producdo liquida: K2;=P/A

5. Resultados e Discussao

A Biomassa dos Diferentes Estdadios Ninfais e Adultos de Toxoptera citricidus

O peso das ninfas de Toxoptera citricidus teve um aumento superior a 100% a
cada instar (Tabela 4.1), do primeiro para o segundo estadio, as ninfas apresentaram o
maior ganho de peso, de 2,37 vezes o peso inicial. De acordo com Panizzi & Parra
(2009) para que o inseto adulto seja reprodutivamente competitivo, existem duas
caracteristicas que devem ser atingidas ao final da fase imatura: o tamanho minimo, o
qual pode influenciar no sucesso da copula, ndo ¢ o caso do afideo aqui estudado, na
dispersdo e o peso, um indicativo dos nutrientes e energia armazenados e que podem
influenciar na procura do parceiro para a copula, os voos de dispersdo e a fecundidade.
Ainda segundo estes autores, o acumulo de lipidios nos insetos hemimetabolicos ocorre
principalmente no ultimo instar larval, o que pode justificar o segundo maior aumento
de peso no instar 4.

Llewellyn & Qureshi (1978) determinaram o balango energético do pulgio
Aphis fabae, e obtiveram um valor médio de 0,789 mg para o peso do adulto, um valor
similar ao encontrado neste estudo para T. citricidus, de 0,701 mg.

A proteina foi o componente presente em maior quantidade em ninfas de
primeiro instar do afideo, 33,80% e o de menor quantidade em adultos, 15,39% (Tabela
4.1). As proteinas desempenham fung¢des cruciais em praticamente todos os processos
bioldgicos pois executam e controlam as fungdes essenciais nos organismos vivos
(ALBERTS et al., 2002). Os insetos diferem da maioria dos outros organismos em

relacdo ao teor de aminodcidos livres. O sangue da maioria dos vertebrados contém
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cerca de 50 mg de aminodacidos livres por 100 ml enquanto a hemolinfa dos insetos tem
um teor de aminoacidos de cerca de 100 mg por 100 ml (LAWRENCE & HOWARD,

1961), portanto, duas vezes mais elevado.

Tabela 4.1. Concentragdo total de lipidios, proteinas e carboidratos, porcentagens
correspondentes e contetdo calorico relativos ao peso seco das ninfas e adultos de
Toxoptera citricidus criados em ramos de Citrus limonia, na temperatura de 20+0,5 °C,
e fotoperiodo de 12 h. O peso seco foi assumido como sendo 10% do peso fresco, como

recomendado por Grodizinski et al., (1975).

Peso Peso Conteudo

Estagio fz‘::lsgc)o seco(mg) Composicio quimica(mg) % calérico (cal)
0.00082 lipideos 27.70 0.0077
N1 0.030 0.0030 0.00100 proteinas | 33.80 0.0039
0.00081 carboidratos | 27.27 0.0046
0.00153 lipideos 25.48 0.0143
N2 0.069 0.0060 0.00148 proteinas | 24.60 0.0058
0.00133 carboidratos | 22.23 0.0075
0.00384 lipideos 25.48 0.0357
N3 0.155 0.0150 0.00369 proteinas 24.60 0.0144
0.00333 carboidratos | 22.23 0.0188
0.00892 lipideos 25.48 0.0834
N4 0.359 0.0350 0.00861 proteinas | 24.60 0.0336
0.00778 carboidratos | 22.23 0.0440
0.01632 lipideos 23.26 0.1526
Adulto 0.702 0.0702 0.01080 proteinas 15.39 0.0421
0.01203 carboidratos | 17.15 0.0680

Os lipidios constituiram 25,48%, em média, da massa corporal de 7. citricidus, €
no adulto foi o componente presente em maior quantidade, 23,26%. Nos insetos, 0s
lipidios acumulados durante o periodo pré reprodutivo sdo a principal reserva de energia
a ser alocada na reproducdo (LIM & LEE, 1981). Sao fundamentais em algumas
situagoes de grande demanda metabolica, tais como o voo e a produgdo de ovos; sdo

constituintes primarios em estruturas celulares e atuam como horménios (ARRESE et
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al., 2001). Além disso, sugere-se que o principal destino de sacarose extra nos pulgdes
sao os lipideos s (FEBVAY et al., 1999).

O teor de carboidratos de 7. citricidus foi em média de 22,23%, sendo o
componente organico presente em menor quantidade nas ninfas de primeiro instar, mas
no adulto estd em maior quantidade que as proteinas (Tabela 4.1). A variedade e
complexidade de estruturas que os carboidratos podem adotar tornam este grupo de
moléculas essenciais e estas sdo empregadas pelos organismos vivos em uma grande
quantidade e variedade de fungdes bioldgicas, como por exemplo: reserva energética,
funcao estrutural e eventos de sinalizagdo (GEISLER-LEE, 2006).

Ahsaei et al. (2013) estudando duas formas de Acyrthosiphon pisum (Hemiptera:
Aphididae), verificou que a reserva de energia mais importante em ninfas de coloragdo
verde nos ultimos estagios eram proteinas (42,14%), seguidas de lipidios (41,06%) e de
hidratos de carbono (16,04%). No entanto, em pulgdes da mesma espécie e de coloragao
vermelha, os lipidios eram a reserva de energia mais abundante (53,20%), seguidos de
carboidratos (24,28%) e proteinas (22,06%). Tabadkani et al. (2013) também
verificaram que em ninfas de A. pisum os lipidios foram os componentes mais
importantes correspondendo a 53,20% e 57,54% do balango total de energia dos
pulgdes vermelhos e verdes, respectivamente, seguidos dos carboidratos (24,28% e
21,23%) e proteinas (22,06% e 20,69%).

A produgdo total destinada ao crescimento diario do afideo 7. citricidus foi de
0,0406 mg. O conteudo energético destinado ao crescimento desse afideo aumentou
proporcionalmente com a idade ao longo da fase imatura (Tabela 4.2). Randolph et al.
(1975) observaram esse mesmo padrao de investimento energético para as ninfas de
Acyrthosiphon pisum.

A fragdo total da producdo destinada a reprodugdo em adultos de T. citricidus foi
em média 0,0052 mg/dia, correspondendo a um conteudo calérico de 0,1983. Os
pulgdes comecaram a se reproduzir no décimo dia de idade e a fecundidade aumentou
rapidamente de 1 até 13 ninfas, com valor médio de 3,3 ninfas produzidas por fémea a
cada dia e diminuiu de forma constante a partir do vigésimo dia. Apartir deste dia houve
um rapido declinio na fecundidade média em decorréncia da morte de alguns

individuos. Nenhum pulgdo viveu mais de 38 dias, sob essas condigdes.
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Tabela 4.2. Producdo destinada ao crescimento (Pg), composi¢do quimica corporal e
conteudo caldrico total de ninfas de Toxoptera citricidus criados em laboratério, em

Citrus limonia, na temperatura de 20+0,5 °C, e fotoperiodo de 12 h.

Estagio Pg (mg/dia) Conteudo calorico (cal)

0.0041 (lipidios)

Ni_N; 0.0016 0.0021 (proteinas)
0.0025 (carboidratos)
0.0167 (lipidios)
N2, N3 0.0070 0.0067 (proteinas)

0.0088 (carboidratos)

0.0343 (lipidios)

N3 Ny 0.0144 0.0138 (proteinas)
0.0181 (carboidratos)
0.0419 (lipidios)
N4 -, Adulto 0.0176 0.0169 (proteinas)

0.0221 (carboidratos)

Assumindo que o exosqueleto ¢ composto apenas de carboidratos, a producao
destinada a producao do exoesqueleto foi de 0,0065 mg, correspondendo a um contetido
calorico de 0,0366 calorias (Tabela 4.3). Sob condi¢des de laboratorio, T. citricidus
apresentou ecdise, eliminando quatro exuvias durante seu desenvolvimento ninfal,
geralmente nos dias 2-3, 4, 6 e 8. Esta perda de energia nos afideos ¢ muito pequena
(0,0079; 0,0084; 0,0096; 0,0107 cal/pulgdo para a 1° 2° 3% e 4 exqvias,
respectivamente). Randolph et al. (1975) observaram valores maiores para as exuvias de
ninfas de Acyrthosiphon pisum, (0,022, 0,026, 0,044, 0,087 cal/pulgio paraa 1° 27 3°

e 4* exivias respectivamente).
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Tabela 4.3 Contetdo caldrico destinado a producdo de exuvias por Toxoptera citricidus
criados em laboratdrio, sobre brotos novos de Citrus limonia, na temperatura de 20+0,5

°C, e fotoperiodo de 12 h.

Estagio Exuvia
Peso fresco (mg) Peso seco (mg) Equivalente calorico
N; 0,014 0,0014 0,0079
N, 0,015 0,0015 0,0084
N3 0,017 0,0017 0,0096
Ny 0,019 0,0019 0,0107
Estagio ninfal 0,065 0,0065 0,0366

Llewellyn & Qureshi (1978) também reportaram o peso seco médio das exuvias
de Aphis fabae superior ao encontrado neste trabalho com 7. citricidus, 0,0019 mg para
o primeiro instar, 0,0024 mg para o segundo instar, 0,0043 mg para o terceiro instar e
0,0081 mg para as extvias de quarto instar. O conteudo calorifico médio das exuvias de
A. fabae produzidas durante o crescimento ninfal também foi superior ao encontrado no
presente trabalho que foi de 0,083 cal por exemplar de 7. citricidus. No ano seguinte
Llewellyn & Qureshi determinaram o contetido calorico para a producao total de
exuvias do pulgdo Megoura viciae encontrando 0,32 cal.

Os gastos energéticos alocados para a reprodu¢do podem resultar em limitagao
do crescimento da fémea, devido ao direcionamento de recursos energéticos para fins
reprodutivos e ndo de crescimento, e/ou afetar a fecundidade e reducdo no desempenho
reprodutivo (WILLIANS, 1966; CALOW, 1979). Tuomi et al. (1983) relatam duas
maneiras pelas quais os animais podem superar essas limitagdes e estocar energia: uma
delas diz respeito a alimentagcdo continuada enquanto o animal estd em reproducdo; a
outra concerne ao intervalo de tempo entre as desovas, de forma que maiores intervalos
permitem ao animal obter energia suficiente para ovipositar com sucesso.

Tanto o crescimento como a reprodugdo sdo processos que competem por
recursos, logo podem envolver riscos (ROFF, 1983, HARTNOLL, 1985). Para afideos,
0 crescimento requer recursos ou reservas energéticas apenas na fase imatura e para a
reproducao apenas na fase adulta. Para o 7. citricidus toda a producao antes do nono dia

foi destinada ao crescimento, e toda a produgdo apos esse dia foi canalizada para a
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reproducdo. Dessa forma, entre os eventos de muda e reproducdo, ocorreram ajustes nos
niveis de gasto e consequentemente, de alocacao de energia.

A quantidade total de energia usada para a respiragdo (R) aumentou
exponencialmente durante o periodo ninfal até a chegada da fase adulta, variando entre
0,112 cal/pulgio/dia para as ninfas de primeiro instar a 0,276 cal/pulgdo/dia para

adultos (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Gasto energético diario destinado a respiragdo (metabolismo basal) de
Toxoptera citricidus criados em laboratorio, sobre brotos novos de Citrus limonia, na

temperatura de 20+0,5 °C, e fotoperiodo de 12 h.

Estadio Gasto energético (cal)
N, 0,112
N> 0,122
N3 0,143
Ny 0,193
Adulto 0,276

A quantidade total de energia usada para a respiracao (R) por afideo foi de 0,308
cal no primeiro instar, 0,183 cal no segundo instar, 0,214 cal no terceiro instar, 0,405 cal
no quarto instar e 5,727cal na fase adulta. Como os gastos energéticos com a respiracao
variam de acordo com a idade do organismo, o aumento maximo no oitavo e nono dias
¢ explicado pelo fato de corresponder ao inicio da fase adulta e inicio da reproducao,
respectivamente (Figura 4.1).

Randolph et al. (1975) também observaram um aumento nos custos com a
respiragdo na fase pré-reprodutiva e reprodutiva, provavelmente pelos custos para
sintese e armazenamento de lipidios (compostos de maior conteudo caldrico) e ou uma
maior propor¢do de tecidos com alta taxa metabolica. Ainda para esses autores, com o
passar do tempo na fase adulta os custos com a respiracdo diminuem linearmente.

A produg¢do secundaria média por dia, expressa em peso seco, de honeydew por
adulto de Toxoptera citricidus foi de 0,00084 mg com equivalente caldrico igual a
0,0018 calorias. Em relagdo as fezes e urinas, estes sdo sempre contabilizados
conjuntamente ¢ nenhum dos balangos energéticos de afideos construidos até agora

reportaram valores separados (LLEWELLYN, 1987).
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Figura 4.1. Quantidade total de energia usada para a respiragdo (R) por Toxoptera

(cal)

irag

Resp

citricidus criados em laboratorio sobre brotos novos de Citrus limonia, na temperatura

de 20+0,5 °C, com fotoperiodo de 12 h.

Llewellyn & Qureshi (1978), concluiram que a excrecdo didria média de ninfas
de Aphis fabae foi de 0,033 mg e para adultos foi de 0,077 mg de peso seco de
honeydew, valor superior ao encontrado nesse trabalho. Ja o valor caldrico foi de 3,67
cal/mg de peso seco. Segundo esses autores, embora os pulgdes percam peso
gradualmente durante a vida reprodutiva a sua taxa de excrecdo aumenta dia antes de
diminuir lentamente, sendo maior durante o periodo reprodutivo em afideos que se
alimentam em folhas e caules jovens. Estes mesmos autores (LLEWELLYN &
QURESHI, 1979), estudando Megoura viciae observaram que a quantidade de
honeydew excretada por esse afideo durante toda a vida foi equivalente a 11,14 calorias.

O consumo diério de 7. citricidus expresso em energia foi calculado com base
nos parametros obtidos ou calculados para as outras variaveis do balango enérgético.
Outros valores de consumo e dos demais parametros sao apresentados conjuntamente na
Tabela 4.5 a qual sintetiza todo o balango para os diferentes estagios de
desenvolvimento deste afideo, ninfas e adultos. O consumo de alimento (seiva) foi em

média de 0,3717 cal para as ninfas e de 0,4761 cal para os adultos. Houve um aumento
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no consumo total, de cerca de 2,91 cal/pulgdo no periodo ninfal para 9,8790 cal/pulgao

no periodo adulto.

Tabela 4.5. Balanco energético de Toxoptera citricidus expresso em calorias por
individuo por dia para organismos criados em laboratorio em ramos de Citrus limonia,
na temperatura de 20+0,5 °C e fotoperiodo de 12 h. Pg= energia para crescimento; Pr=

energia para reproducdo; Pe= energia para exuvias e Pt= energia total.

Estagio | Consumo Producio Respiraciao | Excrecio
Pg Pr Pe Pt
Ninfa 0,3717 | 0,2213 - 0,0366 | 0,2579 0,112 0,0018
Adulto | 04761 - 0,1983 - 0,1983 0,276 0,0018

O calculo do balango energético ¢ importante para os estudos do fluxo de
energia através das populacdes e comunidades e para se entender o funcionamento dos
ecossistemas. Entretanto, a sua utilizagdo para a compreensdo e comparagdo da
fisiologia de afideos requer o célculo dos indices de eficiéncia de transferéncia de
energia. A eficiéncia da transferéncia de energia total através do animal ¢ determinada
pela relagdo P/C, também chamada de "eficiéncia de crescimento" ou eficiéncia média
bruta de producdo. Para as ninfas de 7. citricidus o valor obtido para P/C foi 0,6938
(69%) e para adultos 0,4165 (41%). A producdo deste pulgdo foi mais eficiente no
periodo ninfal, provavelmente porque apos a maturidade os adultos tiveram maior gasto
energético com a reprodugdo (producdo de ninfas) que com o crescimento corporal.

A relagao P/C depende dos valores das duas outras proporgdes, A/C, ¢ também
chamada de “eficiéncia de assimila¢dao" ¢ ¢ uma medida da assimilagdo de energia a
partir dos alimentos. Em pulgdes, grande parte dela ¢ dependente da composicao da
seiva do floema ingerido. Para T. citricidus essa eficiéncia nao variou com a idade, foi
0,9951 (99,5%) em ninfas e 0,9962 (99,6%) em adultos. A alta relagdo A/C indica que
grande parte do conteudo energético do alimento ¢ assimilado através da parede do
intestino ¢ uma quantidade minima ¢ excretada.

A relacdo entre A/C e a idade ndo pode ser claramente definida neste estudo,
visto que ndo foi possivel medir duas varidveis importantes, 0 consumo € a respiracao,
tendo sido estas calculadas a partir de equacdes. Espera-se que insetos sugadores de
seiva em todas as idades tenham eficiéncias de assimilagdo bem proximas da méxima. E

possivel que T. citricidus estivesse operando com eficiéncia maxima, dadas as
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condi¢des controladas e constantes deste experimento e auséncia de competicdo pelo
alimento.

Llewellyn & Qureshi (1979) estudando Megoura viciae obtiveram um valor de
P/C foi gual a 59%. Randolph et al. (1975) estudando o pulgdo Acyrthosiphon pisum,
também encontrou uma eficiéncia alta, de 83%. Rathcke (1968) em um estudo sobre
balancos energéticos em afideos afirma que os ganhos de eficiéncia do pulgdo da
ervilha sdo mais semelhantes ao A/C de carnivoros do que de insetos herbivoros. Os
valores médios de assimilagdo para carnivoros variam entre 47% e 92%, enquanto que
em herbivoros variam de 36% a 78% do consumo (REICHLE, 1971).

A eficiéncia de assimila¢do varia amplamente entre as espécies estudadas e o
tipo de alimento ingerido. Llewellyn (1972) obteve para Eucallipterus tiliae uma
assimilagdo de 8,6% da ingestdo; Nielson & VanHook (1971) encontraram uma
assimilagdo de 23% para Macrosiphum liriodendroni; Banks & Macaulay (1964, 1965)
relataram 29,4% de A/C em Aphis fabae; Mittler (1958) encontrou uma eficiéncia de
assimilagdo menor que 10% da ingestdo na assimilacdo de Tuberolachnus salignus,
enquanto Ehrhardt (1962, 1963) demonstrou que Megoura viciae assimilou mais de
80% do ingerido.

P/A ¢ uma medida do "custo de vida". A energia liberada a partir dos alimentos
durante a digestdo ¢ utilizada no crescimento, manutengdo dos tecidos corporais,
movimento do corpo e reproducdo. Assim, um baixo teor de P/A indica que R e U sdo
elevadas, sendo necessario menos energia para "viver". No presente estudo, 7. citricidus
apresentou uma producdo liquida de 0,6972 (69,7%) em ninfas ¢ 0,4180 (41,8%) em
adultos. A literatura sugere um padrao geral de 50% a 60% de P/A em herbivoros
(RANDOLPH et al., 1975). Llewellyn (1972) encontraram uma P/A para os pulgdes de
58%. Llewellyn & Qureshi (1979), estudando Megoura viciae observaram que a P/A foi
igual a 86%.

4. Conclusao

A proteina ¢ o componente organico em maior quantidade em ninfas de primeiro
instar de Toxoptera citricidus, seguido de lipidios e hidratos de carbono. Em adultos, no
entanto, lipidios ¢ a reserva de energia mais abundante, seguido de carboidratos e

proteinas.
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O balango energético total do 7. citricidus variou dependendo da idade do
afideo. O consumo diario do pulgdo preto dos citros foi maior em adultos. A fragao
energética a produgdo foi bastante elevada, em média 60%, evidenciando alta eficiéncia
na retencdo de energia. A energia gasta diariamente na respiragdo aumentou com a
idade e a produ¢do média por dia de peso seco de honeydew por adulto foi de 0,00084
mg. A eficiéncia média bruta de producao (P/C) e a produgdo liquida (P/A) foram
superiores nas ninfas e a eficiéncia de assimilacdo (A/C) foi alta e ndo variou com a
idade do afideo. T. citricidus tem importante papel na transferéncia de energia através

dos ecossistemas.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Com este estudo, as seguintes conclusdes gerais puderam ser obtidas:

O extrato de Azadirachta indica, D. brasilensis, Sapindus saponaria, Spilanthes
acmella, Hortia oreadica e o composto poligodial foram os mais toxicos dentre os
estudados nas exposi¢cdes agudas, demonstraram potencial inseticida sobre o

pulgdo preto dos citros.

Nos testes de toxicidade aguda, o estdgio ninfal apresentou maior sensibilidade

aos extratos testados em relagdo aos adultos do afideo Toxoptera citricidus.

Os testes de toxicidade cronica revelam alteragdes no ciclo de vida e na dinamica
populacional da espécie Toxoptera citricidus para o 6leo de nim Nano L5-3 na
concentragdo de 0,0lpg/mL, evidenciando o potencial uso desta formulagdo

nanotecnologica para o controle deste inseto-praga.

Muitos aminodcidos fazem parte da composicdo do honeydew do Toxoptera
citricidus, dentre eles o acido glutdmico e glutamina, fenilalanina, valina, leucina,
treonina, alanina, fenilalanina e a tirosina. Dentre os carboidratos foram

encontrados sacarose, a-glicose e beta glicose.

O balango energético total de Toxoptera citricidus variou dependendo da idade do
afideo; o consumo foi maior no adulto e a producao total foi mais eficiente no
periodo ninfal; A energia gasta com a respiragdo aumentou com a idade de T.

citricidus;

A eficiéncia bruta e a producdo liquida variou de acordo com a fase do ciclo de

vida. A eficiéncia de assimilagdo foi igual para ninfas e adultos do pulgio preto.

123



Toxoptera citricidus tem elevada eficiéncia na retencdo de energia devido sua
elevada producao, como revelado pelo seu balango energético, desta forma

desempenhando provavelmente um importante papel na transferéncia de energia

através do ecossistema.
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Apéndice A

Fotos
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Figura 1. Sequéncia de fotos evidenciando a criagdo de Toxoptera citricidus.
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Apéndice B

Espectros de RMN
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Figura 1. RMN de COSY 'H/'H do honeydew de Toxoptera citricidus.
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Figura 3. RMN de HMBC "*C/'H do honeydew de Toxoptera citricidus.

130





