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Selectivity of Neem Extracts (Azadirachta indica A. Juss.) to the Predatory Mite
Iphiseiodes zuluagai (Denmark & Muma) (Acari: Phytoseiidae)

ABSTRACT - Therelativetoxicity of theleaf, seed and oil neem cake extracts of AzadirachtaindicaA.
Juss (neem) to the predatory mite I phiseiodes zuluagai (Denmark & Muma) (Acari: Phytoseiidae) was
evaluated. To verify the relative toxicity of these extracts on the predatory mite, discriminating
concentrations of the extracts were determined for adult females of the Oligonychusilicis (McGregor)
(Acari: Tetranychidae), through the method of concentration-mortality. Coffeeleaf diskswith 3.5 cm of
the diameter were put floating on water and impregnated with dry residue of the extracts. Concentrations
of neem extracts which caused mortality (99%) of O. ilicis, after 72h of exposition, were 277.4; 520.9 e
10.9 mg/ml for leaf, seed and oil neem cake, respectively. The discriminating concentration of extract of
oil neem cakefor O. ilicisfemaleswas highly toxic to |. zuluagai; while extract of leaf and seed were
selective to the predatory mite.

KEY WORDS: Insecta, toxicity, natural enemy, Oligonychusilicis, biological control

RESUMO - A toxicidade relativa dos extratos de folha, semente e 6leo de torta de Azadirachta indica
A. Juss (nim) ao &caro predador Iphiseiodes zuluagai (Denmark & Muma) (Acari: Phytoseiidag) foi
estudadaem laboratério. Foram determinadas concentrac@es discriminatorias (CLs99) dos extratos de
folha, semente e 6leo de torta de nim para fémeas adultas de Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari:
Tetranychidae), através de bioensaios de concentragdo-mortalidade. Arenas com 3,5 cm de didmetro,
confeccionadas com folhas de cafeeiro flutuando em &gua, foram impregnadas com residuo seco dos
extratos e usadas para se estimar a seletividade ao &caro |. zuluagai. As concentragdes dos extratos de
nim que mataram 99% de O. ilicis, ap6s 72h de exposi¢éo foram: 277,4; 520,9 e 10,9 mg/ml, parafolha,
semente e 6leo detorta, respectivamente. A concentracdo discriminatdriado extrato de éleo detortade
nim parafémeasadultasde O. ilicisfoi altamentetoxicaao &caro |. zuluagai, as dos extratos de folhae
de semente foram seletivos.

PALAVRAS-CHAVE: I nsecta, toxicidade, inimigo natural, Oligonychusilicis, controle biol 6gico

Os cafezai s apresentam muitas espécies deinsetos, acaros
e fungos, mas poucas s@o pragas devido a atuacéo de
inimigosnaturais (Bustillo 1990). No entanto, pesticidas néo-
seletivos podem causar aressurgénciade pragas, como &caros
e reduzir ou suprimir espécies benéficas, como &caros
predadores (Vidal & Kreiter 1995, Hill & Foster 1998).

A importéncia de acaros fitéfagos em agroecossistemas
cafeeirostem aumentado principal mente pela propagacéo de
doencas como amancha-anular do cafeeiro (Papa1999, Reis
& Souza2000, Reis& Chagas2001). Essesorganismospodem
causar danos expressivos a cultura do café, especialmente
em condic¢des climaticas favoraveis e em situacbes de

desequilibrio populacional, pela reducéo da populagdo de
acaros predadores (Papa 1999, Reis & Souza 2000). As
espécies mais comuns e freglientes nessa culturasio o &caro-
vermelho, Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari:
Tetranychidae) e o acaro-plano, Brevipalpus phoenicis
(Geljskes) (Acari: Tenuipal pidae), vetor damancha-anular do
cafeeiro (Chagas 1988), os quais tém causado prejuizos nas
regides do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba (Papa 1999,
Reis& Souza 2000, Reis& Chagas2001).

Acaros predadores da familia Phytoseiidae, incluindo
Iphiseiodes zuluagai (Denmark & Muma) (Acari:
Phytoseiidae) sdo importantes reguladores de populagdes
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de acaros fit6fagos nos agroecossistemas cafeeiros (Pallini
Filho et al. 1992, Reis et al. 2000). Por isto, a preservagéo
desses artropodes benéficos € uma tatica econdmica e
ambientalmenteimportante, por manter popul acdes de acaros-
praga em baixos niveis e reduzir o nimero de aplicagfes de
acaricidas. I1sso diminui a relacdo custo/beneficio e,
principa mente, a quantidade de residuos poluentes no meio
ambiente, 0 que mostraaimportancia de se conhecer aacdo
seletiva ou toxica de agrotéxicos usados no controle de
pragas do cafeeiro sobre |. zuluagai. A seletividade de
agrotdxicos @ um processo em gue organismos, Como 0S
acaros, desenvolvem toleréncia a esses compostos (Croft
1989).

Extratos e 6leos de plantas com potencial inseticida
representam uma alternativa para o controle de pragas,
especial mente quando agrotoxicos ndo sdo permitidos, como
em cultivos organicos. O nim (Azadirachtaindica A. Juss.),
arvore oriundadalndiae conhecidah&5.000 anos, apresenta
atividade contra mais de 430 espécies de pragas (Martinez
2002). Extratos dessa planta, amplamente usados na india,
tém sido utilizados em cultivos organicosnosEUA, Austrdlia
eem paisesdaAfricaedaAmeéricaCentra (Singh & Saxena
1999, Akhtar 2000, Mojumder et al. 2000) e estdo sendo
estudados por pesquisadores brasileiros, para uso como
produtos alternativos aos agrotdxi cos, paracontrolar o &caro-
vermelho O. ilicis e o bicho-mineiro Leucoptera coffella
(Guérin-Meéneville) (Lepidoptera: Lyonetiidae) em lavouras
decafé(Martinez 2002).

O objetivo deste trabalho foi estudar aacéo seletiva, sobre
0 écaro predador |. zuluagai, de extratos de folha, sementee
Oleo de torta de nim, com potencial para serem usados no
controle do acaro-vermelho O. ilicis e o bicho-mineiro L.
coffellaem cafeeiro.

Material e Métodos

Este trabalho foi realizado nos L aboratorios de Pesquisa
de Produtos Naturais (Departamento de Quimica) e de
Toxicologiade Inseticidas (Departamento de BiologiaAnimal)
daUniversidade Federal de Vigosa(UFV) em Vigosa, Minas
Gerais. Foram realizados bioensaios de concentragéo-
mortalidade, com fémeas adultas de O. ilicis e |. zuluagai
coletadasem um cafezal (Coffeaarabical. cv. Catuai) isento
de pesticidas, no Campus daUFV. O &caro fitéfago O. ilicis
foi criado, em gaiolas (10 x 50 x 90 cm) contendo mudas de
cafeairo cultivar Catual (80-100 cm dedltura). Asgaiolasforam
confeccionadas com armag&o de madeira e tela de organza
para isolar as coldnias e evitar a contaminagdo por outros
artropodes. Foram utilizadas fémeas de tamanho uniforme do
acaro predador |. zuluagai coletadas em campo.

Foram preparados, em laboratdrio, extratos a partir de
folhas trituradas, sementes e torta (residuo seco e moido de
sementes, obtido apds extracdo do 6leo) de nim em solugdo
alcodlica. Parao extrato bruto defolhas, 20 g defolhasdenim
foram trituradas e deixadas em contato com 500 ml de solucéo
alcodlica44%, sob agitacdo magnéticadurante 16h. Repetiu-
se 0 mesmo procedimento para o extrato bruto de sementes,
utilizando-se 30 g de sementes de nim sem cascaem 200 ml de
solucdo alcodlica44%. Para o extrato bruto detorta, 50 g de
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torta de nim foram adicionados a 300 ml de dcool etilico
absoluto, mantido sob agitacéio magnéticadurante 16h. Esses
extratos foram filtrados a vacuo apds o tempo estipulado
paraaextracdo, sendo o extrato detortade nim rotavaporizado.
Foram obtidos 15,5 g de 6leo bruto de coloragdo marrom-
escurae 205 ml e410 ml de extrato concentrado de sementes
e defolhas, respectivamente.

No primeiro bioensaio, foram feitos testes preliminares
com fémeas adultas de O. ilicis para obtencéo de faixas de
respostas a acdo dos extratos de nim. As faixas respostas
dos extratos hidroalcodlicos foram obtidas a partir de
aplicacdo dos extratos brutos de folha e semente até a faixa
de 0,1%, enquanto parao extrato alcéolico de tortaamesma
foi obtida a partir de solugdo-estoque de 1 mg/ml do dleo,
que foi diluida na proporgéo de 1:10 até obter a menor
concentragdo quefoi de 10 mg/ml, com rel acdo entreamaior
(1 g/ml) e amenor (10 mg/ml) de 10°vezes. Desta forma,
dentro da ampla faixa de concentracdes testadas nos
bioensaios iniciais, foram obtidas faixas mais estreitas de
respostas. Dentro da faixa foram estabel ecidas as seguintes
concentragdes do extrato, em mg/ml, defolhas (96; 125; 130;
192 e 240); extrato de sementes (3; 23; 30; 60; 90 e 120) e
extrato de 6leo detorta(0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,10€0,25),
além do controle, apenas, com solvente e agua. Os dois
primeirosextratosforam diluidosem &guadestiladae o terceiro
em & cool etilico absoluto, parabioensai os de concentracéo-
mortalidade. Os dados de mortalidade, usados na
determinacdo datoxicidade agudados extratos, foram obtidos
72h apds a montagem do ensaio e submetidos & andlise de
Probit para se determinar aconcentracéo com probabilidade
de causar 99% de mortalidade (CL ) defémeasadultasde O.
ilicis paracadaextrato. Os &caros eram considerados mortos
guando ndo conseguiam se mover até adistanciaequivaente
ao comprimento de seu corpo (Stark et al. 1997, Sato et al
2002).

Os bioensaios de concentracéo-mortalidade foram
obtidos, pulverizando-se osextratos de nim em arenasde 3,5
cm de didmetro confeccionadas com folhas de cafeeiro. As
pulverizactes foram feitas em torre de Potter (Potter 1952),
com 2,5 ml de cadaextrato aplicadosapressdo de5 |b/pol?, o
que corresponde ao depdsito de 0,26 ml/cm?ou 1,70 + 0,067
mg/cm?. Apo6s a pulverizagdo, as arenas foram expostas ao
ambiente por 1h para secagem da calda e colocadas para
flutuar em agua em placa de Petri (20 cm de diametro). Em
seguida foram confinadas 10 fémeas de O. ilicis por arena
(repeticéo), totalizando cinco repeticdes por concentracdo.
No centro de cada arena foi feito um pequeno orificio para
passagem de um afinete colado no fundo da placa de Petri
por umacoladesilicone. Destaforma, asarenas permaneciam
no seu lugar, sem tocar na parede da placa, deslocando-se
paracimae parabaixo conforme o nivel daédgua, semelhante
a0 método descrito por Reis et al. (1998). As placas foram
mantidasem cAmaraclimatizadaa25 + 2°C, 60 + 10 deumidade
relativae 12h de fotofase.

Posteriormente, as concentragdes discriminatorias (CL )
determinadas parafémeasadultasdeO. ilicis, foram utilizadas
paraavaliar aagdo seletivaou toxica de cadaextrato denim
ao acaro predador |. zuluagai, com amesmametodol ogiade
pulverizacdo de extratos em arenas de 3,5 cm de didmetro
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confeccionadas com folhas de cafeeiro. Para isso, foram
utilizadas dez repeticdes, com 10 fémeas adultas/arena, além
do controle pulverizado com solvente e &gua. O tempo de
exposicéo foi também de 72h. Os dados de mortalidade de
acaros predadores foram corrigidos pela mortalidade da
testemunha (Abbott 1925) e submetidosaandise devariancia,
com comparacdo das médias pelo teste de Duncan a 5% de
significancia.

Resultados e Discussao

Os parémetros das curvas de concentragdo-mortalidade
dos trés extratos de nim para fémeas adultas do &caro-
vermelho do cafeeiro sdo apresentados na Tabela 1. As
concentracdes dos extratos de nim que mataram 99% dos
acaros O. ilicis, apbs 72h de exposicéo foram 10,9; 520,9 e
277,4 mg/ml para 6leo de torta, semente e folha,
respectivamente.

Dentre os extratos, 0 que apresentou maior toxicidade
agudaao acarofitofago O. ilicis, foi 0 de dleo detortadenim,
poisrequer menor quantidade de extrato paracausar 99% de
mortalidade dos acaros expostos. Entretanto, a maior
inclinacdo da curva ocorreu com o extrato de folha de nim
(Tabela 1), o que significa que pequenas variages na
concentracdo do extrato provocaram grande alteragtes na
mortalidade.

Com relagdo aos valores das concentracdes
discriminatorias, os extratos de 6leo de torta e semente de
nim, apresentaram o menor e o maior valor de CL,
respectivamente. O maior valor da CL, implica em maior
guantidade de produto para causar mortalidade de 99% dos
individuos expostos. A razdo detoxicidade dasCL ., entre o
extrato de maior concentracdo (semente) e os extratos 6leo
detortaefolhaforam 47,8 e 1,9, respectivamente.

As concentracdes discriminatorias dos extratos
apresentaram diferengas significativas sobre a mortalidade
de |. zuluagai (Fig. 1). O extrato de dleo de torta de nim
causou 88% de mortalidade dos &caros expostos, ja os
extratos de semente e folha causaram 25% e 22%,
respectivamente.

A maior poténciado extrato de 6leo de tortade nim pode
ser atribuida a0 maior teor de azadiractina, pois segundo
Brechelt & Ferndndez (1995), no processo de obtengéo de
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Figura 1. Mortalidade de |. zuluagai por concentragéo
discriminatoria (CL ) de extratos de 6leo de torta, folhase
sementes de A. indica estabelecidas para o écaro O. ilicis.
Letras diferentes nas barras representam diferenca
significativa entre as médias pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Oleo detorta

torta de nim pela prensagem das sementes, 90% da
azadiractinapresenteficaconcentradanatorta. A azadiracting,
gue é considerada 0 mais potente dos limondides ou
tetranortriterpendides presentes no nim, atua nainibicéo da
alimentag@o dosinsetos, afeta o desenvolvimento daslarvas
e atrasa seu crescimento, reduz a fecundidade e fertilidade
dos adultos, altera o comportamento, causa diversas
anomalias nas células, na fisiologia dos insetos e causa
mortalidade de ovos, larvas e adultos (Martinez 2002), pode
também provocar toxicidade ao &caro praga O. ilicis e ao
predador 1. zuluagai.

Outros limondides (grupo de tetranortriterpendides),
além daazadiractina, foramisoladosdaarvorenim, incluindo
a salanina, 14-epoxiazadiradiona, melantriol, nimbidina,
nimbina, melianona, gedunina, nimbolina, ninbinem,
deacetilsalanina, azadiractol, azadirona, vilosinina,
meliacarpina(Krauset al. 1987, Joneset al. 1989, Leeet al.
1991). Essas substancias apresentam, também, efeitos
multiplos sobre artrépodes como inibi¢do da alimentagéo,
repeléncia, diminuicdo da oviposicado, interrupcéo do
desenvolvimento da ecdise e reducéo da fertilidade,

Tabelal. Inclinagéo, concentragdo letal para50% (CL ) e concentragéo letal para99% (CL ;) dosindividuos das curvas
de concentrac&o-mortalidade de extratos de nim ao &caro-vermelho do cafeeiro O. ilicis, com os respectivosvalores de x? e

probabilidades.

Inclinacéo Cl s (1C95%) CL o (1C95%)
Extrato n + EPM mg /ml RTso mg /ml RTe X° Prob
Oleo detorta 300 0,47 + 0,03 0,02 (0,02 - 0,04) 6070,0 10,9 (0,46 - 2,78) 478 7,70 0,10
Semente 300 0,46 = 0,05 15,89 (10,5 - 24,0) 76 520,86 (282,8-14300 - 7,60 0,11
Folha 250 1,84+0,09 121,40 (107,8-133,9) -  277,38(234,4-3627) 1,9 250 0,11

n = ndmero de insetos usados no teste, EPM = erro padrao damédia, |C = intervalo de confianga. RT = razdo de toxicidade



616 Seletividade de Extratos de Nim (Azadirachtaindica A. Juss.) ao Acaro Predador...

fecundidade e mortalidade (National Research Council 1992,
Martinez 2002). Os limondides, presentes nos extratos
testados, sdo altamente solUveis em solucdes alcodlicas
(National Research Council 1992), mas os compostos de
nim, embora possuam boa eficiéncia pesticida (Tanzubil et
al. 1990), néo sdo totalmente solUveis em &gua. Por isto,
extratos al codlicos dessa planta, como os utilizados nesse
trabalho, podem apresentar atividade pesticidaaté 50 vezes
maior que agquela de extratos aquosos (National Research
Council 1992).

A seletividade moderada dos extratos de fol ha e semente
de nim ao acaro |. zuluagai pode ser devida a processos
semel hantes aos daresisténciaainseticidas. Em fitoseideos,
a resisténcia a inseticidas pode se dever ao aumento da
atividade metabdlica de enzimas, tal como glutationa-S-
transferase (Founier et al. 1987), monooxigenases
dependentes do citocromo P450 (Vidal & Kreiter 1995,
Jacobson et al. 1999) e esterases (Anber & Oppenoorth 1989).
A diminuic¢o da afini dade daenzimaacetil colinesterase por
inseticidas organof osforados e carbamatos também tem sido
observada conferindo resisténciade acaros apesticidas (Sato
etal. 2000).

Outros mecanismos de toleréncia de artrépodes a
agrotdxicos podem incluir a inibigdo competitiva entre um
metabdlito essencial e um analogo (agrotéxico); o
desenvolvimento de via metabdlica alternativa que evite
alguma reacdo normalmente inibida pelo agrotéxico; a
producéo de umaenzimaateradaparafuncionar em beneficio
da célula, mas ndo sendo afetada pelo agrotoxico; a sintese
de umaenzima, em excesso, ultrapassando a quantidade que
pode ser inativada pelo pesticida; a dificuldade do pesticida
em penetrar na célula, por alguma ateracdo da membrana
citoplasmética; eamodificacdo estrutural dasnucleoproteinas
ribossdmicas (Croft 1989).

O uso deagrotoxicoscom baixa sl etividade, paracontrolar
pragas do cafeeiro, como o extrato de 6leo de torta de nim
gue foi, altamente, toxico a |. zuluagai, pode eliminar
populagdes do acaro predador, e favorecer o aumento de
populagdes de écarosfitéfagos, como O. ilicise B. phoencis,
gue sdo suas presas principais (Reis et al. 1998, 2000).

Por outro lado, os extratos de folha e semente de nim
foram mais seletivos aos acaros predadores expostos e a
utilizag&o deles ou de doses menores dos trés extratos pode
contribuir para preservar e potencializar a agéo desse acaro
no controle biolégico. A seletividade verificada para os
extratos pode ocorrer devido a caracteristicas inerentes aos
extratos e/ou metabolizagdo enzimatica, porém séo
necessarios estudos adicionais com 0s complexos
destoxificativos em |. zuluagai, para se conhecer os
mecani smos envolvidos na tolerancia a esses extratos.
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