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Extratos vegetais sobre Hypothenemus hampei (Coleoptera:
Curculionidae) e Beauveria bassiana

Plant extracts on Hypothenemus hampei (Coleoptera:
Curculionidae) and Beauveria bassiana
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Resumo

Visando alternativas ao uso de agrotoxicos no controle de Hypothenemus hampei, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial de extratos vegetais aquosos e etandlicos de Moringa oleifera (moringa)
e Tephrosia purpurea (tephrosia) (sementes, folhas e raizes) e Melia azedarach,(cinamomo) Nerium
oleander, (espirradeira) Azadirachta indica (nim) (apenas folhas), na mortalidade e repeléncia de
H. hampei, ¢ sua compatibilidade com Beauveria bassiana, importante inimigo natural desta praga.
Para avaliar a mortalidade, ofereceram-se aos adultos, folhas de cafeeiro (Coffea arabica L) tratadas
por imersdo em solu¢do de endosulfan e em extratos vegetais na concentracdo de 10%. A repeléncia
foi avaliada em testes com e sem chance de escolha, entre frutos de cafeeiro tratados e ndo tratados.
A compatibilidade entre os extratos ¢ Beauveria bassiana (CG 452) foi analisada quantificando a
germinacdo, unidades formadoras de colonias, crescimento vegetativo e produgao/produtividade
de conidios. As maiores mortalidades foram observadas quando folhas foram tratadas com o extrato
etanolico das de 7. purpurea (folhas) que ndo diferiu do endosulfan, e de extrato aquoso e etandlico da
semente de M. oleifera. Em testes com chance de escolha, todos os extratos etanolicos possuiram agao
repelente, sendo que a maior repeléncia foi causada por M. oleifera (raiz) e T. purpurea (semente). Os
extratos aquosos de folhas e semente de M. oleifera e de folhas de N. oleander apresentaram a maior
repeléncia. Nos ensaios sem chance de escolha o maior nivel de repeléncia foi para frutos de cafeeiro
tratados com A. indica (folhas). O extrato etanolico de folhas de M. oleifera afetou negativamente a
germinacao. Estes estudos mostraram o potencial desses extratos para uso a campo como uma alternativa
ao controle quimico, sendo também seletivos para B. bassiana.

Palavras-chave: Broca do cafeeiro, plantas inseticidas, endosulfan, extrato etandlico, extrato aquoso

Abstract

Looking for alternatives to pesticides for Hypothenemus hampei control, the objective of this study
was to evaluate the potential of aqueous and ethanolic plant extracts of Moringa oleifera (Moringa)
and Tephrosia purpurea (tephrosia) (seeds, leaves and roots) and Melia azedarach (cinnamon), Nerium
oleander (oleander) and Azadirachta indica (neem) (leaves only), on mortality and repellency of H.
hampei and its compatibility with Beauveria bassiana, an important natural enemy of this pest. To assess
the mortality, coffee leaves (Coffea arabica L) were treated by immersion in a solution of endosulfan
and plant extracts at a concentration of 10% and then offered to adults of H. hampei. The repellency
was evaluated in multiple-choice tests and in no-choice tests among coffee fruit treated and untreated
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The compatibility between extracts and Beauveria bassiana (CG 452) was analyzed by quantifying
germination, colony forming units, growth and yield / productivity of conidia. The highest mortalities
were observed when leaves were treated with ethanolic extract of 7. purpurea (leaves) which did not
differ from endosulfan, and aqueous and ethanolic extracts from M. oleifera seeds . In free-choice tests,
all the ethanolic extracts showed repellent action, being higher for M. oleifera (root) and T. purpurea
(seed). The aqueous extracts of M. oleifera (leaves and seeds) and N. oleander (leaves) showed the
highest repellency. In no-choice tests the highest repellency level was for coffee fruits treated with 4.
indica (leaves). The ethanolic extract of M. oleifera leaves negatively affected B. bassiana germination.
These studies showed the potential of these plant extracts for use in the field as an alternative to chemical

control, once they are also selective for B. bassiana.

Key words: Coffee berry borer, insecticidal plants, endosulfan, ethanolic extract, aqueous extract

Introducio

A cultura do cafeeiro (Coffea arabica L.)
apresenta grande importancia econdmica e social
para o Brasil, que ¢ considerado o maior exportador
e segundo maior consumidor de café, liderando a
produgdo mundial com 50,61 milhdes de sacas
(CONAB, 2012). Entretanto, a cafeicultura apresenta
diversos problemas fitossanitarios que provocam
queda na produtividade e interferem na qualidade
da bebida. Entre eles estd um variado numero de
pragas que atacam a planta, sendo responsaveis
por danos diretos ao fruto, ou mesmo por danos
indiretos as plantas. (GALLO et al., 2002).

Um dos limitantes da

produgdo ¢ a broca-do-cafeeiro, Hypothenemus

principais agentes
hampei (Ferrari, 1876) (Coleoptera: Curculionidae),
que causa danos aos frutos nos diferentes estadios
de maturagdo, como queda de frutos, perda de
peso e abertura para entrada de micro-organismos,
interferindo na produtividade e na qualidade do
produto (REIS, 2002). Atualmente seu controle ¢
realizado com produtos a base de endosulfan, que
além de provocar o aparecimento de populagdes
de insetos resistentes (BRUN et. al.,, 1989;
GINGERICH et al., 1996), ¢ classificado como
extremamente toxico e altamente perigoso ao meio
ambiente. Sendo assim, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou, em
um processo de reavaliacdo do ingrediente ativo,
sua retirada do mercado brasileiro no prazo de
quatro anos, contados a partir 31 de julho de 2010
(ANVISA, 2010).

Por estas razoes, o controle alternativo da broca
¢ uma necessidade imediata. O uso de espécies
vegetais como inseticidas botanicos apresenta-
se como uma alternativa promissora, visto que as
plantas produzem varios metabolitos que podem
ser prejudiciais aos insetos podendo provocar:
mortalidade, repeléncia, inibi¢do de oviposicdo
e alimentagdo, alteracdes no sistema hormonal
que promovem distirbios no desenvolvimento,
deformacdes e infertilidade (SAITO, 2004). Vale
ainda ressaltar que os extratos vegetais possuem
a vantagem de ter uma rapida degradagdo no
meio ambiente, baixo impacto sobre organismos
benéficos e geralmente baixa toxicidade a mamiferos
(WIESBROOK, 2004).

Algumas espécies vegetais podem ser testadas
no controle da broca-do-cafeeiro, entre elas estio
as da familia Meliaceae que tem se destacado pelo
numero de espécies com agao inseticida, sendo que
um dos compostos mais promissores ¢ a azadiractina
(VALLADARES; DEFAGO; PALACIOS, 1997).
Dentre as espécies, a Azadirachta indica (A. Juss,
1830), conhecida como nim, ja foi relatada como
causadora de diversos efeitos danosos aos insetos,
como alteracdes na oviposicdo, alimentacdo e
metamorfose (SCHMUTTERER, 1990). Seu efeito
foi observado no controle de H. hampei, onde houve
redu¢do do numero de frutos de café brocados
e aumento da mortalidade de adultos dentro dos
frutos (SPONAGEL, 1994). Outra espécie também
pertencente familia Meliaceae ¢ Melia azedarach
L., popularmente chamada de cinamomo, e muito
eficiente no controle de insetos-praga. Seus efeitos
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jé& foram observados sobre Diabrotica speciosa
(Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae)
variando de acordo com a parte vegetal utilizada
(VENTURA; ITO, 2000).

Estudos realizados com Moringa oleifera Lam.,
conhecida como moringa, ¢ pertencente a familia
Moringaceae mostraram o potencial dessa planta no
controle de insetos. O extrato aquoso de sementes
apresentou a¢do larvicida contra Aedes aegypti (L.)
(Diptera: Culicidae) sendo capaz de causar 100 %
de mortalidade ap6s 24 h de exposicao (FERREIRA
et al., 2009). Dentre os compostos responsaveis
por essa agdo, esta a lectina, um tipo de proteina
encontrada nas sementes dessa planta, que impede
o processo de digestao e absor¢ao de nutrientes nos
insetos, causando morte por desnutri¢do (FRANCO-
FRAGUAS et al., 2003; SANTOS et al., 2006).

Outra espécie que tem se destacado é a Tephrosia
purpurea (Linn.) Pers. (Fabaceae), que contém
principios ativos como os rotenodides, que podem
agir como inibidores da respiracdo celular, causar
rapida parada de alimentacdo, perda das fungdes
locomotoras, paralisia ¢ morte (MENEZES, 2005).
Além desses efeitos, um estudo observou que
sementes de trigo tratadas com p6 de folhas de T
purpurea causou repeléncia a Tribolium castaneum
(Herbst  1797)  (Coleoptera:  Tenebrionidae)
(PUGAZHVENDAN et al., 2009).

Algumas plantas ornamentais também podem ser
consideradas toxicas a humanos e a insetos, como
ocorre com Nerium oleander L., conhecida como
espirradeira, pertencente a familia Apocynaceae, ¢
que contém em suas folhas glicosideos cardiotoxicos
denominados oleandrina e neriantina (BARG,
2004). Extratos etantlicos preparados com folhas
dessa espécie foram capazes de reduzir o tempo
de sobrevivéncia de larvas de Muscina stabulans
(Fallén) (Diptera: Muscidae), suprimir a oviposi¢ao
e reduzir a longevidade de adultos (EL-SHAZLY;
NASSAR; EL-SHERIEEF, 1996).

Em meio as alternativas para o controle da
broca-do-cafeeiro, umas das mais estudas ¢ o fungo

entomopatogénico Beauveria bassiana (Balsamo)
(Vuillemin 1912) (Hypocreales: Cordycipitaceae),
que ocorre naturalmente controlando populagdes
desse inseto (NEVES; HIROSE, 2005). Essa
espécie ja foi observada em muitos paises atacando
H. hampei (MURPHY; MOORE, 1990), e também
pode ser associada a outros métodos de controle,
como os extratos vegetais, a fim de potencializar
o controle, mas para tanto, é necessario que esses
sejam seletivos ao fungo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em
laboratério, o efeito de A. indica, M. azedarach, M.
oleifera, T. purpurea e N. oleander no controle e
repeléncia da broca-do-cafeeiro, e os efeitos desses
extratos sobre o desenvolvimento in vitro de B.
bassiana.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em condi¢des de
laboratorio, empregando-se adultos de H. hampei
obtidos da criagdo do Instituto Agrondémico do
Parana (IAPAR), onde os insetos foram mantidos
em dieta artificial, por aproximadamente quatro
meses em camara climatizada (25°C = 1 e fotofase
de 12 h).

Coleta e preparo dos extratos vegetais

As espécies vegetais foram coletadas no [APAR
— Estacdo Experimental de Londrina em julho de
2010, identificadas pela Dra. Ana Odete S. Vieira e
incorporadas ao acervo do Herbario da Universidade
Estadual de Londrina (F.U.E.L) (Tabela 1).

O material vegetal foi seco em estufa de
circulagao forgada de ar a 35°C até peso constante.
Em seguida, as partes secas foram trituradas em
liquidificador (Mallory 60Hz 400W) até a trituragdo
total. Esse p6 vegetal foi misturado ao etanol e
a agua, ambos na concentragdo de 10% (p/v),
permanecendo em repouso por 24 horas (25+1°C,
no escuro) para a obtencao dos extratos. Apos esse
periodo, procedeu-se a filtragem utilizando papel
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filtro, e os sobrenadantes foram utilizados como
extratos aquosos ¢ etandlicos. O extrato etanolico

obtido foi diluido em agua destilada na concentragao
de 10 % (v/v).

Tabela 1. Espécies vegetais, parte vegetal, estadio fenoldgico e numero de exsicata das plantas utilizadas para

producdo dos extratos etandlicos e aquosos.

Espécie vegetal Pazzfezzﬁztal Estadio fenologico NE:;::;t:a
Azadirachta indica  folha terco médio de plantas adultas 48848
Melia azedarach folha terco médio de plantas adultas 48845
Moringa oleifera folha, semente, raiz  terco médio de plantas adultas e mudas com 90 dias 48847
Tephrosia purpurea  folha, semente, raiz ~ ter¢o médio de plantas adultas e mudas com 90 dias 48846
Nerium oleander folha terco médio de plantas adultas 48844

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Mortalidade de H. hampei em folhas de cafeeiro
tratadas com extratos vegetais antes da secagem da
calda na superficie foliar

Folhas de cafeeiro (Coffea ardabica) coletadas
no terco médio de plantas adultas, na parte central
dos ramos, foram transportadas até o laboratodrio,
previamente desinfetadas em solug@o de hipoclorito
a 1 %, e imergidas por 20 segundos em recipientes
contendo 100 ml de extratos vegetais etandlicos e
aquosos (10 %) separadamente. Em seguida as folhas
foram colocadas ainda umidas, em tubos de vidro
(2,5 cm de diametro x 8,5 cm altura) contendo uma
tira (= 0,5cm x 6,0 cm) de papel filtro para absorver
o excesso de extrato. Foram liberados dez insetos
adultos no interior dos tubos, que em seguida foram
vedados com filme de PVC, onde permaneceram
em contato com as folhas tratadas. Apos oito dias
em camara climatizada (25 = 1°C ¢ fotofase de 12
h), foi avaliada a mortalidade. Os ensaios constaram
de nove extratos etandlicos (sementes, folhas e
raizes de M. oleifera e T. purpurea, ¢ apenas folhas
de M. azedarach, N. oleander ¢ A. indica) oito
aquosos (sementes, folhas e raizes de M. oleifera,
sementes e folhas de 7. purpurea, e apenas folhas
de M. azedarach, N. oleander e A. indica) e um
tratamento com inseticida sintético (endosulfan-300
ml do produto comercial/100 L — dose recomendada
a campo) (AGROFIT, 2012). O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial (2x9) + 1 (solvente x espécies
vegetais) + testemunha. Para as testemunhas as
folhas foram imersas em agua destilada esterilizada
ou etanol. A parcela experimental foi constituida por
dez insetos, com cinco repetigdes por tratamento.

Mortalidade de H. hampei em folhas de cafeeiro
tratadas com extratos vegetais apos a secagem da
calda na superficie foliar

Apos as avaliagdes realizadas no item anterior, os
extratos que proporcionaram mortalidade superior a
40% foram testados seguindo a mesma metodologia.
No entanto, para avaliar se a mortalidade ocorria
apenas pelo contato direto entre o inseto e os
extratos, ou também com o contato entre os insetos
e as folhas apds a evaporacao dos extratos, as folhas
de café, apos tratadas, foram mantidas sobre papel
toalha em condi¢ao ambiente, até que a superficie
dessas estivesse totalmente seca para entdo serem
acomodadas nos tubos juntamente com os insetos.
Apds oito dias em camara climatizada (25 + 1°C
e fotofase de 12 h), foi avaliada a mortalidade.
O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial (2x5) + 1
(solvente x espécies vegetais) + testemunha aquosa
ou etanolica, sendo cinco repeti¢des de dez insetos.
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Foram empregadas cinco repeti¢des por tratamento
e a parcela experimental foi constituida por dez
insetos.

Teste de preferéncia com chance de escolha

A arena experimental foi formada por uma caixa
de poliestireno cristal tipo Gerbox® (11 x 11 x
3,5 cm), contendo trés placas de Petri (4,5 cm de
diametro) arranjadas de forma equidistante. Em
uma das placas foram colocados dez frutos de café
cereja (IAPAR 59), os quais foram imersos por 30
segundos nos extratos vegetais. Na placa ao lado,
dez frutos previamente mergulhados apenas em
agua destilada ou em etanol, ¢ na terceira placa,
foram liberados dez brocas adultas. A avaliagdo foi
realizada apds quatro dias em camara climatizada
(25* 1°Ce fotofase de 12 h), quantificando o nimero
de brocas que penetraram nos graos tratados e nao
tratados, bem como aquelas que ndo penetraram nos
frutos. O delineamento foi inteiramente casualizado
com quatro repeticoes ¢ a parcela experimental
constituida por dez insetos.

Teste de preferéncia sem chance de escolha

A arena foi constituida de duas placas de Petri,
arranjadas em caixas Gerbox® (11 x 11 x 3,5 cm).
Em uma das placas foram liberadas 10 brocas
adultas, e na outra, 10 graos de café cereja (IAPAR
59) previamente mergulhados nos extratos aquosos
e etandlicos por 30 segundos. Os insetos foram
mantidos em camara climatizada (25+ 1°C e fotofase
de 12 h) e apo6s quatro dias, foram realizadas as
avaliagoOes, onde o parametro avaliado foi o nimero
de insetos que penetraram nos frutos tratados ou
que permaneceram fora deles. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial (2x9)+1 (solvente x espécies
vegetais) + testemunha aquosa ou etanolica,
com quatro repetigdes, € a parcela experimental
constituida por dez insetos.

Efeito in vitro dos extratos a B. bassiana

Avaliou-se in vitro a compatibilidade entre
0os extratos que causaram mortalidade para
adultos de H. hampei superior a 40% e o isolado
CG 425 de B. bassiana que foi pré-selecionado
para o controle da broca-do-cafeeiro (NEVES;
HIROSE, 2005). As variaveis analisadas foram:
germinagdo dos conidios, unidades formadoras
de colonias (UFC), crescimento vegetativo (CV)
e producgdo/produtividade de conidios. Em placas
de Petri (9 cm de diametro) contendo meio para
producdo de esporos (ME) (ALVES et al., 1998),
foram aplicados 0,1 mL de cada extrato vegetal,
separadamente. Em seguida, para a realiza¢do dos
testes de germinagdo, em cada placa de Petri foi
inoculada 0,1 ml da suspensdo de conidios de B.
bassiana (1x107 conidios mL"). Apds 20 horas de
incubagdo a 25°C foram quantificados os conidios
germinados e ndo germinados através da observagao
em microscopio optico (40X). Foram considerados
como germinados os que apresentavam o tubo
germinativo com comprimento igual ou superior ao
conidio. Para determinar as UFC, foram aplicados
0,1 mL da suspens@o de conidios (1x10° conidios
mL-1) sobre o meio tratado com os extratos ¢
quatro dias apds a inoculagdo foram quantificadas a
colonias formadas. Foram realizadas seis repeticdes
por tratamento.

Para crescimento vegetativo, producdo e
produtividade de B. bassiana, os conidios foram
inoculados na superficie do meio tratado em um
unico ponto central. Apos 15 dias, o crescimento
vegetativo foi obtido pelo diametro médio das
colonias, a partir de medigdes perpendiculares.
Para a producdo de conidios, as coldnias foram
recortadas juntamente com o meio, suspensas em
20 mL de solug@o aquosa de Tween 20 a 0,005%
(v/v), e submetidas a agitacdo em Vortex durante
um minuto. Em seguida, o numero de conidios foi
quantificado em camara de Neubauer, obtendo-se a
producao total e a produtividade, que foi estimada
levando em consideracdo a divisdo da producao de

conidios pela area da coldnia. Para essas variaveis
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foram realizadas quatro repeti¢des. Na testemunha,
as placas foram tratadas apenas com solucdo
etanodlica ou aquosa de Tween 20 a 0,005% (v/v)
substituindo os extratos.

Analise estatistica

Os dados dos tratamentos em esquema fatorial
foram submetidos a analise de variancia, ¢ as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05). Para
verificar a diferenca entre a mortalidade causada
pelo tratamento quimico com a mortalidade causada
pelos extratos vegetais, a comparagao entre as médias
do fatorial com o tratamento quimico endosulfan foi
realizada pelo teste de Dunnett (p< 0,05).

Para a analise no teste de preferéncia com
chance de escolha se utilizou o Teste de Goodman
para contrastes entre e dentro de proporgdes
multinomiais (p<0,05) (GOODMAN, 1964; 1965).

O indice de repeléncia (RI) foi calculado com
a formula RI=(C-T) / (C+T) x 100, onde (C) é o
numero de insetos que penetraram nos graos nao
tratados e (T) o niimero de insetos que penetraram
nos frutos tratados (VILLALOBOS; ROBLEDO,
1998).

Resultados e Discussao

Mortalidade de H. hampei em folhas de cafeeiro
tratadas com extratos vegetais antes da secagem da

calda na superficie foliar

Os maiores indices de mortalidade foram
constatados nos tratamentos com extrato etanolico
das sementes de M. oleifera (62,00 % +2,00) e folhas
de T. purpurea (96,00 % = 4,00), sendo esse ultimo
0 unico que nao diferiu do tratamento quimico com

endosulfan (100,00 % + 0,00) (Tabela 2).

Tabela 2. (%) Mortalidade (+ erro padrao) de Hypothenemus hampei (n=50) no oitavo dia apds contato com folhas de
cafeeiro tratadas com extratos vegetais etanolicos e aquosos (antes da secagem da calda na superficie foliar).

Espécie Vegetal Parte Utilizada Extrato Etandlico (V Extrato Aquoso "
Moringa oleifera Folha 48,00 + 8,60 BCa 24,00 £ 5,10 ABb
Moringa oleifera Semente 62,00 = 2,00 ABa 56,00 = 15,03 Aa
Moringa oleifera Raiz 8,00 +£3,74 DEa 6,00 £+ 6,00 Ba
Tephrosia purpurea Folha 96,00 + 4,00 Aa¥* 4,00 £+ 4,00 Bb
Tephrosia purpurea Semente 12,00 + 3,74 CDEa 12,00 £ 4,90 Ba
Tephrosia purpurea Raiz 36,00 £4,00 BCDE -

Azadirachta indica Folha 44,00 + 14,70 BCDa 12,00 + 5,83 Bb
Melia azedarach Folha 0,00 = 0,00 Eb 28,00 £9,17 ABa
Nerium oleander Folha 34,00 £ 16,91 BCDEa 12,00 £ 8,00 Ba
Testemunha 0,00 + 0,00 Ea 6,00 + 4,00 Ba
Endosulfan 100,00+0,00

(MMédias seguidas de mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
(CV=68,14%) e seguidas de * ndo diferem do tratamento quimico endossulfan pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade

(CV=56,91%).
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Espécies do género Tephrosia produzem
substancias com grande diversidade estrutural,
incluindo os rotendides, importantes isoflavondides
que manifestam propriedades inseticidas através

da imediata interrupcdo da alimentagdo, perda das

fun¢des locomotoras, paralisia ¢ morte (VEITCH,
2007). Dentre os rotendides, destaca-se a rotenona,
que ¢ encontrada em maiores concentragdes
nas raizes, mas pode também estar presente nas
folhas, ramos e sementes (MARICONI, 1981).
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Esse composto ¢ muito utilizado no controle do
besouro do Colorado, Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera: uma
praga da batata no hemisfério norte (COSTA;

BELO; BARBOSA, 1997).

Chrysomelidae), importante

Os diferentes tipos de solventes também podem
causar alteragdes na atividade inseticida, como
também foi verificado por Costa (1996), onde se
constatou que extratos da raiz de timbo (Derris
elliptica Benth) formulados com alcool etilico
absoluto foram mais eficientes contra larvas de 4°
instar de Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae).
Jaglan et al. (1997) também verificaram em seu
estudo diferengas entre os solventes utilizados, onde
extratos de sementes e folhas de 4. indica, extraidos
em cloroférmio/metanol, testados em Helicoverpa
(Hiibner),
resultados quando comparados aos extratos obtidos

armigera apresentaram  melhores
apenas com metanol. A menor atividade inseticida
relacionada ao metanol pode estar relacionada a
sua alta polaridade, onde uma maior quantidade
de substancias inativas, como agucares € taninos,
poderiam ter sido extraidas, e, portanto, causado
uma dilui¢do das substancias ativas do extrato. Ja o
extrato de cloroférmio/ metanol, apresentando uma
menor polaridade devido a maior concentracao de
cloroférmio, teria extraido uma menor quantidade
de substancias inativas.

As partes vegetais utilizadas nas formulagdes
dos extratos também podem ser consideradas
importantes, pois os compostos inseticidas das
plantas ndo estdo distribuidos uniformemente, o
que pode ser a causa da variagdo na mortalidade
dos insetos (SOUZA; VENDRAMIM, 2001). Esse
fato foi verificado no presente estudo, onde os
extratos de M. oleifera e T. purpurea apresentaram
diferentes niveis de mortalidade conforme a parte
vegetal utilizada (Tabela 2).

Os unicos extratos que se mostraram eficientes
em ambos os solventes foram os de folhas e
sementes de M. oleifera. A agdo inseticida dessa

espécie pode estar relacionada a presenca de
lectinas, classe de proteinas hemaglutinantes ou
glicoproteinas de origem ndo imunoldgica que
podem aglutinar células animais e/ou vegetais
(CORREIA; COELHO; PAIVA, 2008). Estas
proteinas sdo consideradas metabolitos importantes
e podem atuar no mecanismo de defesa contra
insetos e patogenos, causando efeitos degenerativos
nas membranas celulares, e inibindo varias enzimas
intestinais (RAMESHWARAM; NADIMPALLI,
2008).

Em um estudo realizado com lectinas purificadas
de sementes de Canavalia brasiliensis Mart. Ex
Benth (Fabaceae) e Crawylia floribunda Benth
(Fabaceae)
(Coleoptera: Bruchidae) foram constatados efeitos

sobre  Callosobruchus maculatus
deletérios sobre o desenvolvimento desse inseto

(FREITAS et al., 2011).

Mortalidade de H. hampei em folhas de cafeeiro
tratadas com extratos vegetais apos a secagem da
calda na superficie foliar

Nao foi
mortalidade das brocas, antes e ap6s a evaporacao

possivel observar diferenga na
da calda da superficie foliar, mostrando que a acdo
inseticida dos extratos pode ocorrer no contato com
as folhas imidas e com as folhas secas. Este aspecto
¢ particularmente importante no caso da broca do
cafeeiro, pois o inseto passa a maior parte do tempo
no interior dos frutos saindo dos mesmos para
acasalar e fazer postura, e assim, ao caminhar pelas
folhas e frutos, podera sofrer o efeito inseticida
dos extratos sem que haja o contato direto com o
produto recém-aplicado.

Considerando-se a média de mortalidade
provocada pelos tratamentos, todos os extratos
promoveram percentuais de mortalidade superiores
a testemunha. O extrato etandlico da folha de T
purpurea, tanto antes como apds a secagem das
caldas, manteve seu potencial inseticida (96 e 98 %

de mortalidade respectivamente) (Tabela 3).
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Tabela 3. Mortalidade (%) (£ erro padrao) de Hypothenemus hampei (n=50) no oitavo dia de contato com folhas de
cafeeiro tratadas com extratos vegetais etanolicos e aquosos (antes ¢ apds a secagem da calda na superficie foliar).

Parte

Espécie Vegetal/ Extrato Utilizada Antes-secagem Pos-secagem Media®
Moringa oleifera /etandlico Folha 48,00 + 8,60 62,00 £8,19 55,00 B
Moringa oleifera /etan6lico Semente 62,00 £2,00 32,00 £ 8,19 47,00 B
Moringa oleifera /aquoso Semente 56,00 + 15,03 54,00 + 7,94 55,00 B
Tephrosia purpurea /etandlico Folha 96,00 + 4,00* 98,00 + 1,42* 97,00 A
Azadirachta indica /etanolico Folha 44,00 £+ 14,70 40,00 £ 7,42 42,00 B
Testemunha /etandlico - 0,00 = 0,00 6,00 £2.,83 3,00 C
Testemunha / aquoso - 6,00 £4,00 10,00 += 3,16 8,00 C
Média® - 44,57 a 43,14 a

Endosulfan/aquoso 100,00+0,00

(MMédias seguidas de mesma letra, maitiscula na coluna e mintscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
(CV=45,11%) e seguidas de * ndo diferem do tratamento quimico endossulfan pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade

(CV=40,15%).
Fonte: Elaboragdo dos autores.

A acdo inseticida causada apenas pelo contato
entre os insetos ¢ uma superficie tratada com os
extratos também foi verificada por Fazolin et
al. (2005), que testaram oOleo de Piper aduncum
L. sobre adultos de Cerotoma tingomarianus
(Coleoptera:  Chrysomelidae) em  diferentes
concentragcdes e apontaram que a aplicagdo em
superficie contaminada (papel filtro) apresentou

mortalidade superior em relagdo a aplicagdo topica.

Teste de preferéncia com chance de escolha

Para os extratos etandlicos, a maior porcentagem
de adultos que permaneceu externamente aos frutos
foi observada para os tratamentos 4. indica (folha-
70,00 %) e T. purpurea (raiz- 67,50 %). Entre os
frutos tratados e ndo tratados, a preferéncia das brocas
foi pelos ndo tratados, exceto para os tratamentos
M. oleifera (folha e semente), onde ndo se observou
diferenca (Tabela 4). Ja para os extratos aquosos,
a maior porcentagem de brocas que ndo penetrou
nos frutos ocorreu para o tratamento N. oleander
(folha- 80,00 %), M. azadarach (folha- 70,00%) e
T’ purpurea (semente- 67,50 %). A preferéncia entre
os frutos foi maior para os ndo tratados, exceto para
os tratamentos 7. purpurea (folha e semente) e M.

azadarach (folha), onde ndo se observou diferenca
entre tratados e nao tratados (Tabela 5). O fato dos
insetos ndo penetrarem em nenhum fruto pode estar
relacionado com a presenca de compostos volateis
liberados por esses extratos, o que pode ter causando
confusdo nas brocas e impedido a localizagdo dos
frutos ndo tratados.

O comportamento de repeléncia dos insetos aos
frutos tratados com extratos etanolicos e aquosos
pode ser comprovada pelo Indice de Repeléncia
(VILLALOBOS; ROBLEDO, 1998), onde sao
consideradas repelentes substancias cujo indice
esta acima de 50. Verificou-se que todos os extratos
etandlicos possuem agao repelente, sendo os maiores
indices encontrados para os extratos oriundos de M.
oleifera (raiz) e T. purpurea (semente), os quais
foram encontrados indices de repeléncia de 85
e 80 respectivamente (Tabela 4). Para os extratos
aquosos, M. oleifera (folha e semente) e N. oleander
(folha) apresentaram indice de repeléncia igual a
100. Assim, estes extratos tém um elevado potencial
para serem utilizados pelos produtores no manejo
de populagdes de H. hampei. Apenas os extratos
de T. purpurea (folha) e M. azedarach (folha) nao
apresentaram efeito repelente (Tabela 5).
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Tabela 4. indice de repeléncia e preferéncia de Hypothenemus hampei (n=40) por frutos de cafeeiro tratados e nio
tratados com extratos vegetais etanolicos, ou permaneceram fora dos frutos, em teste com chance de escolha apo6s
quatro dias em contato com os frutos.

L. . Preferéncia®” 5
Espécie Vegetal Parte Utilizada Extormno® Tratado Nao Tratado R.I®
Moringa oleifera Folha 60,00 Ba 10,00 Ab 30,00 ABab 50,00
Moringa oleifera Semente 60,00 Ba 10,00 Ab 30,00 ABab 50,00
Moringa oleifera Raiz 32,50 Ba 5,00 Ab 62,50 Aa 85,00
Tephrosia purpurea Folha 45,00 Ba 7,50 Ab 47,50 ABa 73,00
Tephrosia purpurea Semente 50,00 Ba 5,00 Ab 45,00 ABa 80,00
Tephrosia purpurea Raiz 67,50 ABa 5,00 Ac 27,50 ABb 69,00
Azadirachta indica Folha 70,00 Aa 5,00 Ac 25,00 Bb 67,00
Melia azedarach Folha 62,50 Ba 5,00 Ab 32,50 ABa 73,00
Nerium oleander Folha 35,00 Bab 15,00 Ab 50,00 ABa 54,00

(M Porcentagens seguidas da mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha, ndo diferem significativamente entre as
proporgdes pelo teste de propor¢ao de Goodman para contrastes dentro e entre multinomiais (p<0,05)

@RI, Indice de Repeléncia

@ porcentagem de insetos que permaneceram no local de origem e ndo penetraram nos frutos

Fonte: Elaboragao dos autores.

Tabela 5. indice de repeléncia e preferéncia de Hypothenemus hampei (n=40) aos frutos de café tratados e ndo tratados
com extratos vegetais aquosos, ou permaneceram fora dos frutos, em teste com chance de escolha apds quatro dias
em contato com os frutos.

, . . Preferéncia " )
Espécie Vegetal Parte Utilizada Fxterno Tratado Nao Tratado R.I®
Moringa oleifera Folha 32,50 Ca 0,00 Bb 67,50 Aa 100,00
Moringa oleifera Semente 55,00 ABCa 0,00 Bb 45,00 ABa 100,00
Moringa oleifera Raiz 40,00 BCa 7,50 ABb 5250 ABa 75,00
Tephrosia purpurea Folha 50,00 ABCa 22,50 Aa 27,50 Ba 10,00
Tephrosia purpurea Semente 67,50 ABCa 2,50 Abc 30,00 Bb 85,00
Azadirachta indica Folha 47,50 ABCa 5,00 ABb 47,50 ABa 81,00
Melia azedarach Folha 70,00 ABa 10,00 ABb 20,00 Bb 33,00
Nerium oleander Folha 80,00 Aa 0,00 Bce 20,00 Bb 100,00

(DPorcentagens seguidas da mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem significativamente entre as
proporgdes pelo teste de propor¢do de Goodman para contrastes dentro e entre multinomiais (p<0,05)

@RI, Indice de Repeléncia

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Teste de preferéncia sem chance de escolha purpurea (raiz) onde 70 % das brocas permaneceram
dentro dos frutos. Ambos os tratamentos diferiram
da testemunha, onde se observou 83,75 % dos
insetos no interior dos frutos. Nao houve diferenca
entre extrato etanolico e aquoso. (Tabela 6).

Os extratos de A. indica (folhas) foram
responsaveis pela menor porcentagem (31,25 %)
de insetos internos aos frutos, contrastando com 7.

2857

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 33, suplemento 1, p. 2849-2862, 2012



2858

Zorzetti, J. et al.

Tabela 6. Porcentagem (+ erro padrdo) de Hypothenemus hampei (n=40) internas aos frutos de café tratados com

extratos vegetais etandlicos e aquosos em teste sem chance de escolha apoés quatro dias em contato com os frutos.

Insetos internos ao grao tratado (%)

Espécie Vegetal Parte Utilizada Extrato Etandlico ExtratoAquoso Média®)
Moringa oleifera Folha 52,50 + 8,54 45,00 £+ 5,00 48,75 ABC
Moringa oleifera Semente 52,50 + 4,79 45,00 £ 6,45 48,75 ABC
Moringa oleifera Raiz 50,00 + 4,08 60,00 + 0,00 55,00 ABC
Tephrosia purpurea Folha 37,50 + 13,15 60,00 + 18,26 48,75 ABC
Tephrosia purpurea Semente 50,00 = 14,72 60,00 = 10,80 55,00 ABC
Tephrosia purpurea Raiz 70,00 = 12,25 - 70,00 AB
Azadirachta indica Folha 37,50 + 13,15 25,00 £9,57 31,25 C
Melia azedarach Folha 50,00 + 8,16 45,00 £ 11,90 47,50 BC
Nerium oleander Folha 60,00 + 16,33 60,00 + 4,08 60,00 ABC
Testemunha - 87,50 + 2,50* 80,00 + 5,77** 83,75 A
Média® - 54,75 a 53,33 a

(ODMédias seguidas da mesma letra maifiscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05)

(CV=37.,91%)

*Testemunha apenas com etanol
** Testemunha apenas com agua
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Esses resultados corroboram com estudos
de Rodrigues-Lagunes et al. (1998), onde foi
observada repeléncia de insetos adultos de H.
hampei ao alimento tratado com 6leo de nim. Além
da repeléncia, Sponagel (1994), também observou
em condi¢des de laboratério e campo, a reducdo
na alimentagdo e morte desses insetos quando
submentidos ao contato com 6leo de nim. Esse
efeito de A. indica pode ser explicado por um de
seus compostos, a azadiractina, que além de ser
toxica a insetos, também tem efeito de repeléncia
(MORDUE; BLACKWELL, 1993).

Efeito in vitro dos extratos a B. bassiana

A germina¢do dos conidios foi menor para
os extratos etanolicos provenientes de folhas e
sementes de M. oleifera, que foi respectivamente
48,70 % = 4,95 ¢ 74,53 % =+ 3,26. J4 para o
tratamento com extrato aquoso de semente de M.
oleifera a germinacao foi de 88,32%. Os extratos
etanolicos oriundos da folha de 7. purpurea e A.
indica obtiveram os maiores valores de germinagao,
99,45 % £ 0,29 e 98,14 % + 0,46, respectivamente,

ndo diferindo da testemunha etandlica (99,50 % =+
0,10) e aquosa (98,84 % + 0,10) (Tabela 7).

A redu¢@o na porcentagem de germinacao pode
indicar apenas um atraso, pois as demais variaveis
de desenvolvimento, especialmente as UFC, nao
sofreram alteracdes em relagdo a testemunha.
Esse atraso na germinagdo pode ser devido a acao
fungistatica registrada para M. oleifera (CHUANG
et. al., 2007). Entretanto, ¢ possivel que tenha
ocorrido, com o passar do tempo, degradacao dessas
substancias, que deixariam de inibir a germinagao.

A interferéncia de extratos de plantas no
desenvolvimento de B. bassiana foi verificada
em trabalhos que mostraram o efeito fungitoxico
de 6leo de nim sobre o fungo na reducdo na
germinagdo, didmetro de colonia e conidiogénese
(HIROSE; NEVES; ZEQUI, 2001). Em outro
estudo, um produto a base de 6leo de sementes de
nim inibiu a produ¢do de conidios de B. bassiana
em 96,6%, porém, extratos aquosos de sementes ¢
de folhas de nim mostraram-se compativeis com
0 entomopatéogeno em todas as concentragdes
testadas (MARQUES; MONTEIRO; PEREIRA,
2004). Os extratos de plantas devem ser seletivos
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tanto aos fungos entomopatogénicos que ocorrem
naturalmente, quanto aos que sdo introduzidos, a
fim de conservar sua viabilidade para o controle de
insetos (OLIVEIRA; NEVES; KAWAZOE, 2003).

Os extratos vegetais estudados mostram-se como
uma opg¢ao para o manejo da broca, e associados a

outras praticas, podem contribuir para a redugdo de
aplicacdes de inseticidas quimicos sintéticos, que
apresentam problemas aos organismos benéficos e
ao meio ambiente. Entretanto, devem ser testados
em condi¢des de campo, onde os fatores ambientais
podem ser limitantes para a eficiéncia dos extratos.

Tabela 7. Efeito de extratos vegetais etanolicos e aquosos sobre o fungo Beauveria bassiana, em cinco varidveis do

desenvolvimento in vitro®.

Parte
Utilizada

Espécie Vegetal/

@)
Extrator UFC

Germinagao

OCvV Produgdo Produtividade

Moringa
oleifera /
etandlico

Folha 48,70+4,95 d 68,00+3,31

Moringa
oleifera /
etanolico

Semente 74,53 +£3,26 ¢ 75,00 £5,37

Moringa
oleifera /
aquoso

Semente  88,32+1,03 b 72,00+ 3,90

Tephrosia
purpurea /
etandlico

Folha 99,45+0,29 a 82,00+ 8,81

Azadirachta
indica /
etanolico

Folha 98,14+0,46 ab 83,50+ 3,70

Testemunha /

o - 99,50+ 0,10 a
etanolico

77,00 + 6,05

Testemunha/

- 98,84+ 0,10 a
aquoso

72,00 + 4,11

a 33,94+0,50 ab

a 2836+1,92 ab

a 30,10+£2,57 ab

a 27,12+£295b 2141,25+198,38a 8045+7,11 a

a 32,66+0,29 ab 2205,00+361,05a 67,76+ 11,58 a

a 33,17+0,00 ab 1567,50+ 168,18 a  47,26+507 a

a 3527+1,15a 2197,50+364,11 a 61,91+£9,31 a

1916,25+32432a 56,56+9,58 a

2080,00 £ 244,70 a 75,50+ 13,46 a

1502,50 216,15 a 49,13 +3,41 a

CV (%) 6,44 17,29

10,91 28,63 29,10

(MMédias (+erro-padrdo) seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). PUFC, unidades
formadoras de colonias; @CV, crescimento vegetativo; CV(%), coeficiente de variagdo.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Conclusoes

Os extratos etanolicos 7. purpurea (folha),
etanolicos e aquosos de M. oleifera (semente)
obtiveram maior acao letal para H. hampei.

Para efeito de repeléncia sobre a broca-do-
cafeeiro apenas os extratos aquosos de 7. purpurea
(folha) e M. azedarach (folha) ndo foram eficientes.

O extrato etanolico de 7. purpurea (folha) nao
afetou a germinacao de B. bassiana, o que permite
sua associagdo no controle de H. hampei.
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