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RESUMO GERAL

A lagarta-da-coroa Duponchelia fovealis (Lepidoptera: Crambidae) € uma das
principais pragas do morangueiro, causa perdas significativas no cultivo onde a praga
ocorre. Seu dano é causado por larvas que ao se alimentarem das plantas, constroem
galerias na regido da coroa, facilitando a entrada de patégenos, podendo ocasionar a
morte da planta, além da coroa, se alimentam de folhas flores e frutos. A procura por
alternativas inovadoras que causem menor impacto ao meio ambiente, leva a novos
estudos para encontrar solugcdes, com isso os inseticidas botanicos sdo candidatos
promissores para o manejo de praga e sao capazes de afetar a alimentagéo,
desenvolvimento e os parametros biolégicos. A obtencdo de derivados com
propriedades inseticidas a partir de biomassa vegetal abundante (residuos) é uma
interessante oportunidade de transformar problemas ambientais em solucdes
inovadoras para os programas de manejo de pragas, reduzindo 0s prejuizos nas
lavouras e maior seguranga alimentar. No presente estudo, avaliou-se a toxicidade
das emulsdes aquosas do extrato etandlico das sementes de Annona mucosa e
Annona sylvatica (Annonaceae) sobre a lagarta-da-coroa. Além disso, avaliou-se os
efeitos anti-alimentares e inibidor do desenvolvimento, bem como danos macro e
microscopicos aos sistemas excretor e nervoso de larvas da lagarta-da-coroa. No
bioensaio de contato, a emulsdo aquosa do extrato de A. mucosa proporcionou uma
acao mais rapida sobre a mortalidade das larvas com TLsode 6,10 h, seguidos por
clorfenapir (Pirate®) (TLso=8,2 h)e emulsdo aquosa do extrato de A.
sylvatica (TLso = 10,3 h). Em contrapartida, o bioinseticida comercial a base de
acetogeninas (Anosom® 1 EC) apresentou maior TLso (32,8 h). Além dos efeitos letais,
as emulsdes aquosas testadas causaram significativa fagodeterréncia (>90%) e
inibiram o desenvolvimento de D. fovealis. A observagdo macroscopica revelou a
presenca de edemas, bem como o escurecimento da superficie da cuticula das larvas.
As analises histoldgicas detectaram alteragbes, bem como o escurecimento o
escurecimento da superfice da cuticula das larvas. Os resultados sugerem que
emulsdes aquosas produzidas a partir do extrato etandlico de sementes de A. mucosa
e A. sylvatica, residuo em complexos industriais de processamento de frutas
(polparias), sdo alternativas para o manejo de D. fovealis, principalmente em sistemas
de producdo de morango organico e/ou ecolégica. Este foi o primeiro trabalho
avaliando as alteragbes macroscopicas sobre a cuticula e histolégicas nos sistemas
excretor e nervoso de larvas da lagarta-da-coroa, causadas por extratos etandlicos de
Annona spp.

Palavras-chave: Annona. Annonaceae. Acetogenina. Duponchelia fovealis. Histologia.



ABSTRACT

The European pepper moth Duponchelia fovealis (Lepidoptera: Crambidae) is one of
the main pests of strawberry, causing significant losses in the crop where the pest
occurs. Its damage is caused by larvae that, when feeding on plants, build galleries in
the crown region, facilitating the entry of pathogens, which can cause the death of the
plant, in addition to the crown, they feed on leaves, flowers and fruits. The search for
innovative alternatives that cause less impact on the environment, leads to new studies
to find solutions, so botanical insecticides are promising candidates for the
management of insect pests and are able to affect feeding, development and biological
parameters. Obtaining derivatives with insecticidal properties from abundant plant
biomass (waste) represents a good opportunity to transform environmental problems
into innovative solutions for pest management programs, reducing damage to crops
and greater food security. In the present study, evaluated the toxicity of the aqueous
emulsions of the ethanolic extract of Annona  mucosa and Annona
sylvatica (Annonaceae) seeds on the European pepper moth. In addition, evaluated
anti-feeding and developmental inhibitory effects, as well as macro and microscopic
damage to the excretory and nervous systems of European pepper moth larvae. In the
contact bioassay, the aqueous emulsion of A. mucosa extract provided the fastest
action on larvae mortality with LTso of 6.10 h, followed by chlorfenapyr (Pirate®) (LTso =
8.2 h) and the aqueous emulsion of the A. sylvatica extract (LTso = 10.3 h). In contrast,
the commercial bioinsecticide based on acetogenins (Anosom® 1 EC) had a higher
LTs0 (32.8 h). In addition to the lethal effects, the aqueous emulsions tested caused
significant phagodeterrence (>90%) and inhibited the development of D. fovealis.
Macroscopic observation revealed the presence of edemas as well as the darkening
on the surface of the larvae's cuticle. Histological analyses detected alterations. Our
results suggest that aqueous emulsions produced from ethanolic extract of A.
mucosa and A. sylvatica seeds, a residue in fruit processing industrial complexes (pulp
factories), are alternatives for the management of D. fovealis, especially in organic
and/or ecological strawberry production systems. This is the first study to evaluate the
macroscopic changes on the cuticle and histological changes in the excretory and
nervous systems of larvae of European pepper moth larvae caused by ethanolic
extracts of Annona spp.

Keywords: Annona. Annonacea. Acetogenins. Duponchelia fovealis. Histology.



LISTA DE FIGURAS - GERAL

FIGURA GERAL 1. Adultos de Duponchelia fovelais: (A) macho; (B) fémea,
medem em torno de 19 mm de envergadura por 10 mm de
comprimento, asas de coloragdo marrom, com o0 centro mais
escuro, e com duas linhas transversais amarelas e paralelas
entre si, a linha mais perto do apice da asa apresenta um
desenho em forma de “U” na regido central........................... 16

FIGURA GERAL 2. Danos causados por larvas de Duponchelia fovealis: (a)
secamento da planta; (b) reducado da area foliar; (c) lesdées na
COroa € frutO. ..ccoeeeeeiei 16

FIGURA GERAL 3. Estrutura geral de acetogeninas. .............cccccuuuuniniiiinnnnnns 19



LISTA DE FIGURAS — CAPITULO |

FIGURA 1. Danos macroscopicos em larvas de quarto instar de Duponchelia
fovealis tratadas com emulsdes aquosas dos extratos etandlicos
de sementes de Annona mucosa e Annona sylvatica (40x). a,b,c)
Nenhuma mudanca de cor ou deformidade foi observada em D.
fovealis apés 2 h de exposigdo (controle negativo). d-e)
Dermatite (setas) nas cuticulas tratadas com as emulsdes do
extrato de A. mucosa e de A. sylvatica, respectivamente. f)
Deformagdes e enrugamento do abdome (circulo) evidenciado
no tratamento com a emulsdo aquosa de A. mucosa. g) Edema
(ponta da seta) apds a exposi¢cao a emulsao aquosa do extrato
de A. mucosa. h-i) escurecimento na superficie da cuticula apés
a exposig¢ao a emulsdo aquosa do extrato de A. sylvatica e de A.
mucosa, respectivamente. .............ooiiiiiiiiiiie e 37

FIGURA 2. Danos microscopicos em larvas de quarto instar de Duponchelia
fovealis tratadas com emulsdes aquosas dos extratos etandlicos
de sementes de Annona mucosa e de Annona Sylvatica. a)
Controle — Nao foram observadas alteragdes morfolégicas na
cuticula (ct), observe as camadas cuticulares intactas e bem
definidas (Ep-epicuticula, Ex-exocuticula, e End-endocuticula).
b-c) Intensa descamacdo e projecdo cuticular em insetos
expostos a emulsdes aquosas do extrato de A. sylvatica e A.
mucosa, respectivamente; d) Controle - Cérebro (BR) com
neuropilos normais (ne) e camadas corticais intactas (cl). e-f)
granulacao citoplasmatica das células gliais (gc) no cérebro de
D. fovealis, bem como vacuolizagdo na camada cortical (v) para
ambas emulsdes aquosas testadas. g) Controle - Corpo gordo
(FB) com trofécitos homogéneos e delimitados (tr). h-i) nucleos
picnoticos (pn) e vacuolizagao dos trofdcitos (v) do corpo gordo
em larvas de D. fovealis também foram visualizados em ambos

0S trat@mENTOS. ..o, 38



LISTA DE TABELAS - CAPITULO |

TABELA 1. Estimativa da CLso (mg L"), bem como o intervalo de confianga (IC
95%), das emulsdes aquosas dos extratos etandlicos das
sementes (EES) de Annona mucosa e Annona sylvatica
(Annonaceae) e dos inseticidas comerciais a base de
acetogeninas (Anosom®) e clorfenapir (Pirate®) para larvas de

quarto instar de Duponchelia fovealis, apés 72 h de exposigao.

TABELA 2. Tempo letal médio (TLso, em horas) e intervalo de confianga das
emulsdes aquosas dos extratos etandlicos das sementes (EES)
de Annona mucosa e Annona sylvatica (Annonaceae) e do
inseticida comercial a base de acetogeninas (Anosom®) e
clorfenapir (Pirate®) sobre larvas de quarto instar de Duponchelia
fovealis usando a concentragdo de CLso. ....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeen.n. 33

TABELA 3. Média (tEP) de consume foliar (mg), growth rate (GR), relative
consumption rate (RCR) e food utilization rate (UR) ap6s 72 h de
exposicao de larvas de quarto instar de Duponchelia fovealis em
emulsdes aquosas dos extratos etandlicos das sementes (EES)
de Annona mucosa e Annona sylvatica (Annonaceae) e
inseticida comercial a base de acetogeninas (Anosom® 1 EC) e
clorfenapir (Pirate®), na CLso, previamente estimada. ............. 35

TABELA 4. Efeitos inibitérios do crescimento (média + EP) nos periodos larval
e pupal de Duponchelia fovealis expostos a emulsées aquosas
dos extratos etandlicos de sementes (EES) de Annona mucosa
e Annona sylvatica (Annonaceae) e inseticida comercial a base
de acetogeninas (Anosom® 1 EC) e clorfenapir (Pirate®), na

CLso, previamente estimada. .............ooovviiiiiiiiiiiiecee e 36



SUMARIO

1 INTRODUGAQO GERAL......cucoueiuieeeeriseeessesessessessssssssessessessssssssssssssssssssssssssssssessens 12
1.1 JUSTIFICATIVA e 13
1.2 0BUETIVOS ...t 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ooeeeeireeneesteesessesnsesssssssssssssssesssssssssssssssssssasans 14
2.1 MORANGUEIRO ......citiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
2.2 Duponchelia fovealis, PRAGA INTRODUZIDA NO BRASIL ........covveeeiiiiiiieeee, 15
2.3 INSETICIDAS BOTANICOS ...ttt 17

3 CAPITULO | - ANNONA (ANNONACEAE) DERIVADOS DE SUBPRODUTOS:
TOXICIDADE PARA A LAGARTA-DA-COROA E AVALIAGAO HISTOLOGICA...20

RESUMO ...ttt sttt sttt st st st st s sssssssnsssnnssnnnnsnnnnnnnnn 21
B.AINTRODUGAO ...ttt ettt eae s 23
3.2 MATERIAL E METODOS.... ..ottt 25
3.2.1 Criagao e manutengao da lagarta-da-coroa ...........cccceeeevveeeiiiiiiieeeeeeeeeeeinn 25
3.2.2 Obtencéo e preparacao de extratos e procedimento de formulagéo................ 26
R B = o 1= g 7= o - 26
3.2.3.1 Curvas de concentragao-resposta e tempo letal médio...............cccooevvvnnnnnn... 27

3.2.3.2 Efeitos anti-alimentar de sementes de extratos de Annona sobre a lagarta-
[0 F= Rl oo (o T= [PPSR 28

3.2.3.3 Parametros bioldgicos apos a exposigao de extratos de sementes de Annona

.................................................................................................................................. 29
3.2.3.4 Histopatologia larval ... 29
3.2.4 ANAlise dOS dAdOS .......couuiiiiiieie e 30
3. 3RESULTADOS ... s 31
3.3.1 Curvas de concentracao-resposta e tempo letal médio ...............cooooviviiinnnnnnn.. 31

3.3.2 Efeitos anti-alimentares e parametros bioldgicos apos exposigao a extratos das

SEMENIES A€ ANNONG ...t e et e e e e e s 34
BADISCUSSAD ...ttt ettt ettt 39
REFERENCIAS ..ottt ettt et eeann e 43
4 CONCLUSAO GERAL........coueteeetceteieesesssssesssssssssessessessssssssssssssssssssssssssssssssseneen 50

REFERENCIAS ..ottt aen e, 51



12

1 INTRODUGAO GERAL

A lagarta-da-coroa Duponchelia fovealis Zeller (Lepidoptera: Crambidae) é
uma das principais pragas do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch), foi relatada
pela primeira vez no cultivo do Parana (ZAWADNEAK et al., 2011; 2016), Espirito
Santo (FORNAZIER et al., 2011) e Minas Gerais (SOUZA et al., 2013), na América do
Norte em 2004 (BRAMBILA; STOCKS, 2010; PINTO-ZEVALLOS et al., 2020) e em
diferentes regides do mundo (ZAWADNEAK et al., 2016). E uma praga polifaga, com
registro em pelo menos 73 espécies de plantas (ZAWADNEAK et al., 2015) presente
em importantes culturas alimentares e espécies ornamentais (BRAMBILA; STOCKS,
2010; ZAWADNEAK et al., 2017). No morangueiro, pode ser encontrada durante em
varios estadios da planta, desde mudas recém-plantadas, frutos maduros ou no
broqueamento do caule, sendo um dos principais danos (ZAWADNEAK et al., 2017),
podendo levar a morte da planta (ZAWADNEAK et al., 2016). No Brasil, ndo ha
inseticidas sintéticos registrado para seu manejo até o momento (AGROFIT, 2022) o
que tem levado os produtores de morango a utilizem controle quimico de outras
pragas para manter baixa as populagdes de D. fovealis, podendo ainda a existéncia
ao risco de pragas a desenvolverem resisténcia, diante disso tem impulsionado a
busca por moléculas eficazes, sustentaveis e compativeis com a produgao organica
ou de baixo residuo (ZANARDI et al., 2015). Novas pesquisas tém se concentrado no
desenvolvimento de formas de controle de pragas, por meio de estudo de potenciais
inseticidas botanicos como alternativas promissoras para seu manejo (KRINSKI et al.,
2014; GONCALVES et al., 2022; ZAWADNEAK et al., 2022).

Os estudos fitoquimicos tém identificado as acetogeninas (ACGs) isoladas
das sementes do género Annona (Annonaceae) com potentes propriedades
inseticidas (RIBEIRO et al., 2016; BERNARDI et al., 2017). Os compostos secundarios
(aleloquimicos) podem ser usados na preparagao de inseticidas botanicos, incluindo
espécies dessa familia (KRINSKI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2016). Estudos mostram
que esses compostos de plantas de Annonaceae vém controlando pragas agricolas
como Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (STUPP et al., 2020a) e Ceratitis capitata
(Wiedemann) (STUPP et al.,, 2020b); (Diptera: Tephritidae); Optatus
palmaris (Pascoe) (Coleoptera: Curculionidae) (PINEDA-RIOS et al., 2021);

Planococcus lilacinus (Cockerell) (Hemiptera: Pseudococcidae) (HUANG et al., 2021)



13

Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (ANSANTE et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2016), Helicoverpa armigera (Hubner) (SOUZA et al., 2019), Zabrotes
subfasciatus (Boehman) (GONCALVES et al., 2021) e Zaprionus indianus (Gupta)
(Diptera: Drosophilidae) (GEISLER et al., 2019).

Os estudos apresentam os danos histolégicos causados pelo modo de agéo
de inseticidas a base de ACGs, a partir da ingestao e absorgao, afetando 6rgao-alvo
das larvas dessas pragas, com reducao da locomogao, respiragao e alteragoes
histolégicas no intestino médio da lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae) (CASTRO et al., 2021). Em doses subletais, as ACGs
causaram danos no epitélio do intestino médio e células digestivas das larvas de
Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae), diminuindo a expressédo de genes associados
ao transporte e absor¢cado de nutrientes (COSTA et al., 2016). Também afetaram a
alimentagdo, desenvolvimento e os parametros bioldgicos e Drosophila suzukii
(Matsumura) (Diptera: Drosophilidae) (BERNARDI et al., 2017). As ACGs sao
substancias bioativas que atuam como inseticidas e antialimentar (SIDAURUK et al.,
2022), pode ser uma alternativa segura para reduzir ou prevenir a presenga desses
insetos-pragas, principalmente em sistemas de produgao orgéanica devido a auséncia
de residuos gerados com a aplicagéo, disponibilizando morangos seguros para o

consumo.

1.1 JUSTIFICATIVA

A procura por alternativas inovadoras que causem menor impacto ao meio
ambiente, leva a novos estudos para encontrar solugbes, com isso os inseticidas
botanicos sao candidatos promissores para o manejo de insetos-praga. Bem como,
sdo capazes de afetar a alimentacgdo, desenvolvimento e os parametros biolégicos. A
obtencdo de derivados com propriedades inseticidas a partir de biomassa vegetal
abundante (residuos) € uma interessante oportunidade de transformar problemas
ambientais em solugbes inovadoras para os programas de manejo de pragas,

reduzindo os prejuizos nas lavouras e maior seguranga para a saude.
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1.2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar o potencial inseticida de formulagdes de extrato etandlico de
sementes das espécies pré-selecionadas de A. mucosa e A. sylvatica, nativas da

Ameérica do Sul e amplamente cultivadas no Brasil, sobre larvas de D. fovealis.

Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade e inibigdo alimentar de larvas de D. fovealis quando
alimentadas com folhas de morango contaminadas com extratos etandlicos de
sementes de A. mucosa e A. sylvatica.

Determinar os parametros bioldgicos de D. fovealis quando exposto, durante
a fase larval, a concentragdes subletais desses derivados.

Caracterizar danos macro e microscépicos ao sistema excretor e nervoso de

larvas de D. fovealis.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MORANGUEIRO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) pertence a familia Rosaceae, sao
frutas de grande aceitacdo em forma frescas ou processadas devido ao seu sabor.
Cultivada como fonte de alimento em muitas partes do mundo (DIAZ-LARA et al.,
2021; JURIC et al., 2021). Na cadeia produtiva de pequenos frutos é considerada a
cultura com maior importancia (CAMARGO et al., 2022).

A produg¢ao mundial de morango anual é de 8.861.381 toneladas em 384.668
hectares de area cultivada. O Brasil colhe 218.881 toneladas de morango em 5.279
hectares de area (FAOSTAT, 2020). Os trés maiores estados produtores totalizam
81% da producéo, o Estado do Parana é o terceiro maior produtor com 6%, atras do
Rio Grande do Sul e de Minas Gerais, que produzem 9% e 66% respectivamente
(IBGE — CENSO AGROPECUARIO, 2017).
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A producdo gera renda com mao-de-obra familiar e cria empregos para
agricultores de pequeno porte. A area cultivada do morango na safra 2020, teve um
aumento considerado de 4,0 a 6,0% com o uso novas tecnologias em sistemas de
cultivos utilizadas pelos produtores, com esses avangos tecnoldgicos os morangos
estdo disponiveis para consumo in natura praticamente o ano todo. (ANTUNES;
BNOW, 2021).

2.2 Duponchelia fovealis, PRAGA INTRODUZIDA NO BRASIL

A lagarta-da-coroa Duponchelia fovealis (Figura 1) € uma das principais
pragas da cultura, microlepidoptero e polifago é relatado em 70 plantas hospedeiras,
incluindo culturas agricolas, como cereais e hortaligas, plantas medicinais, plantas
ornamentais terrestres e aquaticas (ZAWADNEAK et al., 2015). Este inseto é
originario da regiao do Mediterraneo e das llhas Canarias, mas se dispersou para
diferentes regides da Africa, Asia, Europa, Américas do Norte e do Sul (CABI, 2022).
Este fato ocorreu, provavelmente por meio da importagdo de plantas ornamentais
infestadas (BONSIGNORE; VACANTE, 2010). Em morangueiros, a espécie ja foi
detectada na Franca e Italia (BONSIGNORE; VACANTE, 2010), Portugal (FRANCO;
BAPTISTA, 2010), Turquia (EFIL et al., 2014), Brasil (ZAWADNEAK et al., 2016; PAES
et al., 2018a; MENEZES et al., 2019) e México (CRUZ-ESTEBAN; ROJAS, 2021). A
lagarta-da-coroa foi reportada no Brasil em 2010 (ZAWADNEAK et al., 2011), e se
espalhou por diferentes areas produtoras de morangos no pais (FORNAZIER et al.,
2011; SOUZA et al., 2013; MENEZES et al., 2019), causando danos significativos ao
cultivo (Figura 2), presente o ano todo nas lavouras, as larvas atacam diversas
estruturas das plantas, se alimentando de folhas, flores, frutos e broqueiam o caule
(coroa) do morangueiro, abrem galerias na regidao da coroa, dificultado o fluxo da seiva
da planta e facilitando a entrada de patégenos, ocasionando o murchamento,
amarelecimento e a morte da planta (ZAWADNEAK et al., 2014; 2015).
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FIGURA GERAL 1. Adultos de Duponchelia fovelais: (A) macho; (B) fémea, medem em torno de 19
mm de envergadura por 10 mm de comprimento, asas de coloragdo marrom, com o centro mais
escuro, e com duas linhas transversais amarelas e paralelas entre si, a linha mais perto do apice da
asa apresenta um desenho em forma de “U” na regido central.

FONTE: ZAWADNEAK et al., (2014)

FIGURA GERAL 2. Danos causados por larvas de Duponchelia fovealis: (a) secamento da planta; (b)
reducao da area foliar; (c) lesdes na coroa e fruto.
o A T e

FONTE: ZAWADNEAK et al., (2014)

No Brasil, até 0 momento ndo possui inseticida quimico registrados para o
controle de D. fovealis (AGROFIT, 2022), isso justifica a busca por alternativas, com
a utilizacdo de inimigos naturais, como € o caso com 0s género Apanteles
(Hymenoptera: Braconidae), Hyaliodocoris insignis Stal (Heteropptera: Miridae)
(ZAWADNEAK et al., 2016), acaros predadores: Hypoaspis miles Berlese e Hypoaspis
aculeifer Canestrini (Acari: Laelapidae), e adultos do besouro Atheta coriaria Kraatz
(Coleoptera: Staphiloinidae) (MESSELINK; WENSVEEN 2003), outro sao os insetos
do género Trichogramma (PAES et at., 2018 b,c; PIROVANI et al., 2017; STOCK;
HODGES, 2014; BRAMBILA; STOCKS, 2010), para a utilizacdo de controle
microbiolégico, fungos entomopatogénicos (STUART et al., 2020; AMATUZZI et al.,
2018 a,b; POITEVIN et al., 2018) e nematoides entomopatogénicos (PIROVANI et al.,
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2017), extratos vegetais de Annona mucosa e Annona sylvatica (GONCALVES et al,
2022) e O6leos essenciais de gengibre (Zingiber officinalis), cravo (Syzygium
aromaticum), canela (Cinnamomum zeylanicum), limao siciliano (Citrus limon)
(ATAIDE, 2017) sao exemplos que demonstram serem promissores no controle de D.
fovealis, com isso, essas alternativas de controle pode se potencializar quando
utilizadas em conjunto a estratégia de manejo integrado (STUART et al, 2021).

2.3 INSETICIDAS BOTANICOS

Os inseticidas botanicos séo produtos que apresentam grandes variedades
de compostos ativos, como caracteristicas atraentes, desalojantes ou repelentes
(NAVARRO-SILVA et al., 2009; KRINSKI et al., 2014).

No controle de insetos-pragas, a utilizacdo de vegetais e de produtos
preparados a partir de seus constituintes, tais como extratos e 6leos essenciais, em
geral ttm aumentado nos paises industrializados, inclusive no Brasil (KRINSKI et al.,
2014). Os inseticidas botanicos podem ser uma alternativa no controle de pragas para
que seja compensatorio ao pequeno produtor que disponibiliza de poucos recursos,
sdo medidas importantes para viabilizar a agricultura familiar. O uso de inseticidas
botanicos é difundido na agricultura organica e familiar. Os agricultores usam extratos
caseiros de inumeras espécies de plantas, que possuem principios ativos com
atividade inseticida, para combater pragas em diferentes culturas (NASCIMENTO et
al., 2022).

Devido a perda de eficiéncia de muitos inseticidas quimicos, além dos
residuos que causam risco a saude dos organismos vivos, matando os inimigos
naturais da praga, se usado indiscriminadamente, pode causar perigo real ao ser
humano (BIBI et al., 2022; SIDAURUK et al., 2022). Estudos sao fundamentais na
descoberta para utilizacdo no controle de pragas e sdo matéria-prima para o
desenvolvimento de novos inseticidas botanicos (ALVES et al., 2022).

Com o objetivo de realizar novas alternativas para o manejo integrado de
insetos-praga com uso de ingredientes ativos de plantas ou para detectar fontes de
potenciais inseticidas botanicos (RIBEIRO et al., 2013; ANSANTE et al., 2015; LIMA
et al., 2022). Os inseticidas botanicos disponiveis comercialmente sdo formulados a

partir de componentes do metabolismo secundario da planta, e eles podem promover
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toxicidade aguda (letalidade) (LIMA et al., 2022) e causar redugdo da ingestéo
alimentar, diminuigdo do peso larval e pupal, aumento do estagio larval e redugao
fertilidade (GONCALVES et al, 2022; MARTINS et al, 2022; ZAWADNEAK et al, 2022).
Os inseticidas botanicos no controle de pragas apresentam muitas vantagens em
relacdo aos inseticidas sintéticos, como baixa persisténcia, degradagao mais rapida
no meio ambiente, rapido controle de pragas e baixa toxicidade aos inimigos naturais
(ALVES et al., 2022; MARTINS et al., 2022; SIDAURUK et al., 2022)., ndo sendo toxico
para humanos e animais de estimacao (SIDAURUK et al., 2022).

As espécies de Annonaceae tem alto potencial como inseticida botanico e sdo
usadas como fonte para novos compostos botanicos (SOARES et al., 2021a; KRINSKI
et al., 2014). As plantas desta familia podem conter alcalbides, compostos fendlicos,
Oleos essenciais, flavonoides e terpenos, bem como as acetogeninas (ACGs), que
possuem bioatividade contra varias pragas agricolas (MACIEL et al, 2020). As ACGs
sao consideradas uma classes de compostos derivados de acidos graxos de cadeia
longa (C-32/C-34) combinado a uma unidade de 2-propanol e subunidade de y-lactona
(Figura 3) (ALALI et al., 1999; BERMEJO et al., 2005) e atuam com capacidade para
inibir do complexo | (NADH-ubiquinona oxidorredutase) na cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial, interferindo na taxas respiratérias e cardiacas, atuando como
inseticidas, causando a morte destes organismos por falta da disponibilidade de
energia na célula (TOMO et al., 1999). Plantas desta familia, devido a variedade de
atividade biolégica, acumulam em abundancia ACGs, presentes em folhas, galhos e
em maior quantidade em sementes (CASTILLO-SANCHEZ, et al., 2010). Os
metabdlitos fazem parte da composicao quimica das plantas, sendo os metabolitos
primarios imprescindiveis, presentes para o desenvolvimento da planta, enquanto que
os metabolitos secundarios sao como protecdo aos microrganismos e insetos e
encontrado principalmente nas sementes do fruto, contudo uma alternativa promissora
no controle de insetos (KRINSKI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2020; SOARES et al.,
2021b).Também podemos considerar que para a produgao do inseticida botanico, as
sementes que apresentam maior quantidade de ACGs, podem servir como alternativa
ecologica para os residuos gerados a partir da matéria-prima dos frutos (RIBEIRO et
al., 2016; RIBEIRO et al., 2020).



FIGURA GERAL 3. Estrutura geral de acetogeninas.

OH OH

FONTE: BERMEJO et al., (2005)
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RESUMO

A obtencao de derivados com propriedades inseticidas a partir de biomassa vegetal
abundante (residuos), representam uma boa oportunidade para transformar
problemas ambientais em solug¢des inovadoras para programas de manejo de pragas.
No presente estudo, avaliou-se a toxicidade das emulsbes aquosas do extrato
etandlico das sementes de Annona mucosa e Annona sylvatica (Annonaceae) sobre
a lagarta-da-coroa Duponchelia fovealis (Lepidoptera: Crambidae), uma importante
praga do morangueiro. Além disso, avaliamos os efeitos anti-alimentares e inibidor do
desenvolvimento, bem como danos macro e microscopicos aos sistemas excretor e
nervoso de larvas da lagarta-da-coroa. No bioensaio de contato, a emulsdo aquosa
do extrato de A. mucosa proporcionou uma agao mais rapida sobre larvas com TLso de
6,10 h, seguidos por clorfenapir (Pirate®) (TLso = 8,2 h) e emuls&o aquosa do extrato
de A. sylvatica (TLso = 10,3 h). Em contrapartida, o bioinseticida comercial a base de
acetogeninas (Anosom® 1 EC) apresentou maior TLso (32,8 h). Além dos efeitos letais,
as emulsdes aquosas testadas causaram significativa fagodeterréncia (>90%) e
inibiram o desenvolvimento de D. fovealis. A observagdo macroscopica revelou a
presenca de edemas, bem como o escurecimento da superficie da cuticula das larvas.
As analises histologicas detectaram alteragdes, bem como o escurecimento da
superficie da cuticula das larvas. Nossos resultados sugerem que emulsdes aquosas
produzidas a partir do extrato etandlico de sementes de A. mucosa e A. sylvatica,
residuo em complexos industriais de processamento de frutas (polparias), sao
alternativas para o manejo de D. fovealis, principalmente em sistemas de produgao

de morango organico e/ou ecoldgica.

Palavras-chave: Annona mucosa. Annona sylvatica. Acetogenina. Duponchelia

fovealis. Manejo sustentavel de pragas. Residuos agroindustiais.
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ABSTRACT

Obtaining derivatives with insecticidal properties from abundant plant biomass (waste)
represents a good opportunity to transform environmental problems into innovative
solutions for pest management programs. In the present study, we evaluated the
toxicity of the aqueous emulsions of the ethanolic extract of Annona mucosa and
Annona sylvatica (Annonaceae) seeds on the European pepper moth Duponchelia
fovealis (Lepidoptera: Crambidae), a major pest of strawberry plants. In addition, we
evaluated anti-feeding and developmental inhibitory effects, as well as macro and
microscopic damage to the excretory and nervous systems of European pepper moth
larvae. In the contact bioassay, the aqueous emulsion of A. mucosa extract provided
the fastest action on larvae with LTso of 6.10 h, followed by chlorfenapyr (Pirate®) (LTso
= 8.2 h) and the aqueous emulsion of the A. sylvatica extract (LTso = 10.3 h). In
contrast, the commercial bioinsecticide based on acetogenins (Anosom® 1 EC) had a
higher LTs0 (32.8 h). In addition to the lethal effects, the aqueous emulsions tested
caused significant phagodeterrence (>90%) and inhibited the development of D.
fovealis. Macroscopic observation revealed the presence of edemas as well as the
darkening on the surface of the larvae’s cuticle. Histological analyses detected
alterations. Our results suggest that aqueous emulsions produced from ethanolic
extract of A. mucosa and A. sylvatica seeds, a residue in fruit processing industrial
complexes (pulp factories), are alternatives for the management of D. fovealis,

especially in organic and/or ecological strawberry production systems.

Keywords: Annona mucosa. Annona sylvatica. Acetogenins. Duponchelia fovealis.

Sustainable pest management. Agro-industrial wastes.



23

3.1 INTRODUCAO

A lagarta-da-coroa Duponchelia fovealis Zeller (Lepidoptera: Crambidae) é um
microlepidéptero polifago relatado em 70 plantas hospedeiras (ZAWADNEAK et al.,
2015). Este inseto é originario da regido do Mediterraneo e das llhas Canarias, que
dispersou para diferentes regides da Africa, Asia, Europa e América (CABI 2021). Este
fato ocorreu, provavelmente, por meio da importacdo de plantas ornamentais
infestadas (BONSIGNORE; VACANTE, 2010). Em morangueiros, a espécie ja foi
detectada na Franca e Italia (BONSIGNORE; VACANTE 2010), Portugal (FRANCO;
BAPTISTA 2010), Turquia (EFIL et al., 2014), Brasil (ZAWADNEAK et al., 2016; PAES
et al., 2018; MENEZES et al., 2019) e México (CRUZ-ESTEBAN; ROJAS, 2021).

A lagarta-da-coroa foi reportada no Brasil em 2010 (ZAWADNEAK et al.,
2011). Posteriormente, se espalhou por diferentes areas produtoras de morangos do
pais (FORNAZIER et al., 2011; SOUZA et al., 2013; MENEZES et al., 2019), causando
danos significativos aos cultivos (ZAWADNEAK et al., 2015). As larvas da espécie
apresentam habito criptico, ao se alojar em locais da planta onde ficam protegidas,
consumindo preferencialmente as folhas basais (MENEZES et al., 2019). Ao broquear
a coroa da planta, possibilita a entrada de patégenos e acarretando a morte prematura
de plantas quando em altas infestagbes (ZAWADNEAK et al., 2016). O controle
quimico € adotado em carater emergencial, mediante o uso dos inseticidas
acetamipride, clorfenapir, indoxacarbe, principalmente, lambda-cialotrina +
clorantraniliprole (SANTOS et al., 2019). Entretanto, uma das grandes preocupagdes
do setor produtivo de morangos € que a maioria desses inseticidas possui ingredientes
ativos nao registrados no pais para uso em morangueiro ou manejo da lagarta-da-
coroa (AGROFIT 2021). Portanto, residuos de produtos nao permitidos podem estar
presentes nos frutos no momento da colheita, causando efeitos adversos a saude de
produtores e consumidores, assim como causar desequilibrios ambientais pelos
efeitos adversos sobre inimigos naturais. Este efeito adverso sobre os inimigos
naturais € especialmente sobre parasitoides de ovos do género Trichogramma
(Hymenoptera: Trichogramatidae) (RODRIGUES et al., 2017; ALANO et al., 2021),
utilizados como agentes de controle biolégico da lagarta-da-coroa. Frente a tais
inconvenientes, mudancas tém sido requeridas na concepg¢do e na adogao de

estratégias de manejo da cultura, buscando a utilizagdo de praticas mais seguras,
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sustentaveis e ecologicamente corretas para o controle de pragas incidentes em
sistemas agricolas (SUMA et al., 2009; ISMAN 2017; LI et al., 2017). Além disso, ha
a eminente necessidade de alternativas que se enquadrem aos principios do Manejo
Integrado de Pragas (MIP) e as normas dos Programas de Certificagdo da Produgao
Organica (AMOABENG et al., 2019; RIBEIRO et al., 2020).

Dada as distintas caracteristicas de biodegradabilidade e reduzida
persisténcia no ambiente e sobre os produtos e/ou superficies tratadas, os inseticidas
botanicos constituem em uma promissora alternativa para os programas de MIP,
especialmente em sistemas de producdo de base orgénica e/ou ecoldgica. No
entanto, um numero bastante limitado de produtos formulados tem sido disponibilizado
no mercado brasileiro e de outros Paises, apesar do grande numero de estudos
prospectivos realizados (ISMAN; GRIENEISEN, 2014). Entre as razdes dessa
escassez de matéria-prima que contenham compostos com propriedades inseticidas;
como resultado, encarece os produtos finais e dificulta a produgdo em maior escala.

Os residuos das industrias de processamento de frutas tém sido avaliados
como potenciais fontes de biomassa para desenvolvimento de inseticidas botanicos e
representam uma oportunidade de transformar problemas ambientais em solug¢des
ambientalmente mais adequadas para a agricultura (CARVALHO et al., 2021). Dentro
deste contexto, destacam-se os residuos (sementes) das agroindustrias de
processamento de frutos de Annona (RIBEIRO et al., 2020). Annona € um género de
plantas de Annonaceae reconhecido por biossintetizar e acumular uma grande
quantidade de acetogeninas (ACGs) estruturalmente diversificadas em suas
sementes e com propriedades inseticidas relatadas sobre diferentes artrépodes-
praga (RIBEIRO et al., 2014a; RIBEIRO et al., 2014b; ANSANTE et al., 2015, SOUZA
et al.,, 2019, BERNARDI et al., 2017; GEISLER et al., 2019; MIOTO et al., 2020;
STUPP et al., 2020a; 2020b). As ACGs compreendem compostos organicos (C-3s /
C-37) derivados de acidos graxos de cadeia longa (C-32 / C-34) conectados com uma
unidade de 2-propanol (ALALI et al., 1999). Elas atuam na inibicdo do complexo |
(NADH: ubiquinona oxidoredutase) do sistema de transporte de elétrons mitocondrial,
induzindo a morte celular programada (apoptose) ao impedir a producédo de ATP
(TORMO et al., 1999). Além da toxicidade letal, as ACGs foram identificadas como
causadores de danos no epitélio do intestino médio e as células digestivas das larvas

de Aedes aegyptiL. (Diptera: Culicidae), diminuindo a expressao de genes associados
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ao transporte e absor¢cdo de nutrientes (COSTA et al., 2016). Estudos também
mostraram que derivados ricos em ACG afetaram a alimentac¢ao, desenvolvimento e
os parametros bioloégicos de Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)
(RIBEIRO et al., 2015), Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
(RIBEIRO et al., 2016), Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae)
(BERNARDI et al., 2017) e Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae)
(SOUZA et al., 2019). No entanto, até o momento, nenhum estudo avaliou o potencial
uso de derivados ricos em ACG no manejo de D. fovealis, uma das principais espécies
de pragas na cultura do morango, com poucas alternativas eficazes de manejo.
Frente a isso, o0 presente trabalho teve como objetivo (i) avaliar a toxicidade e
a inibicdo alimentar das larvas da lagarta-da-coroa quando submetidas a alimentagao
de folhas de morangueiro contaminadas com extratos etandlicos de Annona mucosa
Jacq. e Annona sylvatica A.St.-Hil, que sao duas espécies de Annonaceae nativas da
América do Sul e amplamente cultivadas no Brasil; (ii) determinar os parametros
bioldgicos da lagarta-da-coroa quando as larvas foram submetidas a concentragdes
subletais desses derivados durante a fase larval, e (iii) caracterizar os danos macro e

microscopios no sistema excretor e nervoso em larvas da lagarta-da-coroa.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Criagao e manutengao da lagarta-da-coroa

As larvas de Duponchelia fovealis utilizadas nos bioensaios foram retiradas
de uma populacéo de laboratério estabelecida a partir de larvas e adultos coletados
em 2010 em cultivo organico de morangueiro ‘Camino Real’ em Sao José do Pinhais,
Parana, Brasil (25°37°S, 49°04°E, altitude 900 m), com a introducdo de insetos
coletados do campo, no minimo uma vez por ano. No laboratério, os insetos foram
criados seguindo os protocolos de ZAWADNEAK et al.,, (2017) sob condi¢des
controladas (25 + 2 °C temperatura, 60 + 10% umidade relativa, e 14 h de fotofase).
As larvas foram alimentadas com dieta artificial descrita por Greene et al., (1976), e
os adultos foram alimentados com uma solugdo nutritiva impregnada em algodéao
hidrofilico (0,5 g de metilparabeno, 0,5 g de acido sorbico, 30,0 g de agucar, 10 mL de

mel, 170 mL de cerveja e 500 mL de agua destilada).
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3.2.2 Obtencéao e preparacao de extratos e procedimento de formulagao

As sementes de A. mucosa e A. sylvatica foram coletadas de frutos maduros
provenientes de arvores cultivadas em Piracicaba, Sao Paulo, Brasil (22°42'28.5" S,
47°37'59.6" W, altitude 534 m) e Erval Seco, Rio Grande do Sul, Brasil (27°25'41.8" S,
53°34'11.2" W, altitude 466 m), respectivamente. Exsicatas dos espécimes foram
identificadas pelo Prof. Renato Mello-Silva (Departamento de Botanica, Instituto de
Biociéncias/USP). Elas foram depositadas no Herbario da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP) em Piracicaba, Sao Paulo, Brasil, sob os
codigos ESA 120985 (A. mucosa) e ESA 121205 (A. sylvatica).

Primeiramente, as sementes foram secas em estufa com circulacédo de ar
forgada a 38 °C por 72 h e, em seguida trituradas em moinho de facas até a obtencgéo
de po fino. O po foi armazenado em frascos herméticos e mantido sob refrigeracao
até sua utilizacdo. Os extratos etandlicos foram preparados por maceracgéao a frio em
solvente etandlico grau analise (99,5%) na proporgao de 5:1 (v:v), por um periodo de
trés dias, seguido de filtragem em papel filtro. A torta remanescente foi novamente
submetida ao solvente, sendo este processo repetido por trés vezes. O solvente
remanescente nas amostras filtradas foi eliminado em rotaevaporador a 50 °C e
pressao de -600 mmHg.

Para utilizacdo nos bioensaios, pré-formulagcbées do tipo emulsdes aquosas
foram preparadas. Para isso, os extratos foram solubilizados em acetona: metanol
(1:1, viv) (100 g L") com a adigdo do emulsionante Tween®80 em uma concentragéo
de10gL™

3.2.3 Bioensaios

Pré-testes foram realizados para estimar a concentracao letal para matar 50%
(CLso) e 90% (CLgo) das larvas expostas a concentragdo maxima de 10000 g L' dos
extratos de A. mucosa e A. sylvatica. Solugdes foram obtidas por meio de diluicbes
seriadas de emulsGes aquosas (acetona: metanol, 1:1, vv ~): 4000, 5000, 6000, 7000,
8000, 9000 e 10000 g L. Estes tratamentos também foram comparados com
bioinseticida comercial a base de ACG [Anosom® 1 EC (AgriLife SOM Phytopharma

Ltda., Hyderabad, Andhra Pradesh State, india)] que contém extratos das sementes
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de Annona squamosa L. e Annona reticulata L. (annonin, 4000, 5000, 6000, 7000,
8000, 9000 e 10000 mg L") como ingrediente ativo primario. Como comparativo de
inseticida sintético empregou-se o ingrediente ativo clorfenapirr (240 g L") [Pirate®
(Basf SA, Sao Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil)], usado a dose recomendada
para a broca-do-morangueiro Lobiopa insularis (Coleoptera: Nitidulidade) (0,025,
0,0334, 0,0446,0,1057, 0,1409, 0,1879, 0,250 g L-"). Além dos tratamentos, o solvente
organico [acetona: metanol (1:1, vv™')], utilizado na preparagdo das emulsdes
aquosas, e a agua destilada foram adicionados como controles negativos.

Todos os bioensaios foram realizados em condi¢des laboratoriais controladas
(temperatura 25 + 2 °C, umidade relativa 60 £ 10% e fotéfase 14 h), sob delineamento

inteiramente casualizado.

3.2.3.1 Curvas de concentragao-resposta e tempo letal médio

A toxicidade dos extratos etandlicos de Annona spp. em larvas da lagarta-da-
coroa foram avaliados pelo método de contato sobre o inseto (topico e residual). Para
isto, as unidades amostrais foram constituidas por folhas de morangueiro ‘Camino
Real’ acondicionadas em placas de Petri (5,1 cm de didmetro x 1,1 cm de altura). A
extremidade do peciolo foi recoberta com algoddo umedecido em agua destilada para
manter a turgidez das folhas. Larvas de quatro instar da lagarta-da-coroa (n = 5) foram
transferidas com pincel ponta fina (n° 02) para o interior de cada unidade amostral,
onde realizou a aplicagao dos tratamentos. As solu¢des (2 mL) foram pulverizadas em
Potter Tower (Burkard Scientific, Uxbridge, UK) a uma pressao de trabalho de 0,049
Mpa, resultando em uma deposicdo média de residuos de 1,0 mg cm™. Apds a
pulverizagdo, as unidades experimentais foram fechadas com papel Parafilm M® para
permitir as trocas gasosas e evitar o excesso de umidade proveniente da transpiragéo
das folhas.

Para determinar a curva da concentragdo-resposta sete concentragdes
(variou: 4000-10000 mg L' para A. mucosa e A. sylvatica e para o inseticida botanico
Anosom®1 EC; faixa de 0,025-0,250 g L™ foi utilizada na curva de concentragéo-
resposta para o inseticida a base de clorfenapir (Pirate®). Para cada concentragio
testada, foram utilizadas 20 repetigcdes com cinco larvas (n = 100). A mortalidade foi

avaliada em intervalos de 1 h nas primeiras 24 h apos a exposigao aos tratamentos,
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e a cada 24 h entre 24 e 72 h. As larvas que ndo se moviam com o estimulo de um
pincel foram consideradas mortas. A mortalidade corrigida foi calculada usando a
formula de ABBOTT (1925).

A analise do tempo necessario para matar 50% da populagéo de lagarta-da-
coroa (TLso) foi estimada nas concentragdes de 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000
e 10000 mg L' para emulsbes aquosas de A. mucosa, A. sylvatica e para o inseticida
boténico a base de ACGs (Anosom® 1EC). Para o inseticida a base de clorfenapir
(Pirate®) foram utilizadas concentragbes de 0,025, 0,0334, 0,0446, 0,1057, 0,1409,
0,1879, 0,250 g L-'. O delineamento e os procedimentos experimentais dos bioensaios

foram idénticos aos usados para estimar CLs.

3.2.3.2 Efeitos anti-alimentar de sementes de extratos de Annona sobre a lagarta-

da-coroa

Folhas de morangueiro ‘Camino Real’ foram coletadas de plantas sadias
elavadas em agua corrente para a retirada de possiveis impurezas. Em seguida,
procedeu-se as folhas foram colocadas em papel toalha para a secagem em
temperatura ambiente (25 + 5 °C). Em seguida, as folhas foram pesadas em balanca
analitica APX-200 (Denver Instrument, United States of America) e acondicionadas
individualmente em placa de Petri (5,1 cm de didmetro x 1,1 cm de altura), sendo a
extremidade do peciolo encoberta com algoddo umedecido em agua destilada. Larvas
de quatro instar da lagarta-da-coroa, desprovidas de alimentagdo por 6 h, foram
pesadas (mg) em balancga analitica antes do inicio do bioensaio. Apéds, as larvas foram
transferidas com auxilio de um pincel ponta fina (n°02) para o interior da placa de Petri
(1 larva por placa), que havia sido tratada em Potter Tower (Burkard Scientific,
Uxbridge, UK) a uma presséo de trabalho de 0,049 Mpa, resultando em uma
deposicao média de residuos de 1,0 mg cm™2. Para tanto foram utilizados os valores
das CLso que foram estimados para cada produto. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com vinte larvas por tratamento (n = 20), sendo cada larva
considerada uma repeticdo. Apds 24, 48 e 72 h de exposicao, foram determinados o
peso larval (mg), peso da massa foliar do morangueiro consumida (mg). Para cada
tempo de avaliagao, foi avaliado relative consumption rate (RCR), the growth rate (GR)

e a food utilization rate (UR) de acordo com a metodologia proposta por
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(WALDBAUER et al., 1968; SHEA; ROMEO et al., 1991; ALVAREZ-COLOM et al.,
2007):

RCR = D/Bt
GR = (A - B)/Bt
UR = D/At

onde:
D = Alimentos consumidos durante o periodo experimental (mg)
B = Peso larval inicial (mg)
A = Peso larval final (mg)

t = periodo experimental (24, 48 e 72h)

3.2.3.3 Parametros bioldgicos apds a exposicao de extratos de sementes de Annona

Duante os testes, larvas de quatro instar da lagarta-da-coroa foram expostas
a aplicagédo de 1,0 pg dos extratos na regido do protérax com auxilio de uma
micropipeta monocanal Plus (0,2 — 1,0 ug) (Kasvi, Brasil). A concentragado de cada
tratamento consistiu na CLso previamente estimada. Posteriormente, as larvas foram
acondicionadas em placa de Petri (5,1 cm de didmetro x 1,1 cm de altura) (cinco larvas
por placa) e alimentadas com folhas de morangueiros ‘Camino Real’ livres de
contaminantes e fechadas com papel Parafim M® e alimentadas com folhas de
morangueiro ‘Camino Real’ sem contaminantes. As larvas foram alimentadas com
folhas de morangueiro ad libitum (1 folha por placa) até a pupagéo. A reposicédo das
folhas foi realizada em intervalo de trés dias ou quando necessarias em menores
tempos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20 repeti¢cdes
por concentragao, com cinco larvas por repeticao (n = 100). Os parametros biolégicos
avaliados foram: viabilidade larval (%), periodo do quatro e quinto instar larval (dias),
periodo pupal (dias) e peso pupal (mg) com 48 h de idade conforme descritos por
ZAWADNEAK et al., (2017).

3.2.3.4 Histopatologia larval

Larvas da lagarta-da-coroa foram expostas a aplicagdo de 1,0 pg das

formulagdes aquosas de extratos etandlicos de sementes de A. mucosa e A. sylvatica
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na regidao do protérax (com base nos valores da CLso). Apos 2 h, as larvas foram
fixadas em formalina neutra tamponada a 10% em 40 °C por 30 min. Posteriormente,
as larvas foram transferidas com pincel ponta fina (n° 02) para o interior de cassetes
histolégicos que passaram por trés banhos em alcool 70% de 30 min para remogéao
da solugao fixadora, e desidratadas em uma série alcodlica crescente (70% a 100%)
por 45 min em cada concentragdao. Em seguida, as larvas foram diafanizadas em xilol
por 10 min e transferidas para parafina de embebicao (overnight) e incluidas em
parafina histolégica, a fim de alcangar a permeacdo dos tecidos estudados. Dois
cortes longitudinais foram incluidos em parafina e a larva foi seccionado em série (4
Mm de espessura) e corado com hematoxilina-eosina. Apés a montagem das laminas
com Permount® as secgbes histologicas foram analisadas e as anomalias
documentadas com auxilio de microscépio éptico Stemi 508 (Carl Zeiss, Germany; 10,
20 ou 50 x aumentos). As estruturas larvais estudadas incluem cuticula, cérebro e
corpo gordo. No total, 30 larvas da lagarta-da-coroa foram avaliadas para cada
tratamento (n = 60 Iaminas), sendo cada lamina considerada uma repeticdo. Para
controle, larvas expostas a solventes usados para preparar emulsbes aquosas

(acetona:metanol) foram usados (n = 30 laminas).

3.2.4 Analise dos dados

Modelos lineares generalizados da familia exponencial de distribui¢cdes
(NELDER; WEDDERBUM, 1972) foram usados para analisar as variaveis estudadas.
A verificagédo do ajuste de qualidade foi realizada através do grafico semi-regular com
envelope de simulacdo (HINDE; DEMETRIO, 1998). Quando foram detectadas
diferencas significativas entre os tratamentos, foram realizadas comparacbes
multiplas (teste post-hoc de Tukey, p < 0,05) utilizando a fungdo glht no pacote
Multicomp, com ajuste de p-valor. Todas essas analises foram realizadas utilizando o
software estatistico R versao 2.15.1 (R Development Core Team, 2012).

O modelo binomial com uma fungao de ligacao log-log complementar (modelo
gompit) foi usado para estimar as concentragdes letais (CLso) usando o Procedimento
de Probit no pacote de software estatistico SAS versao 9.2 (SAS Institute, 2011). Por
fim, o tempo letal médio (TLso) foi estimado de acordo com THRONE et al. (1995).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Curvas de concentracao-resposta e tempo letal médio

De maneira dependente da concentracdo, a emulsdo aquosa do extrato
etandlico da semente de A. mucosa foi o tratamento mais promissor (CLso = 7.054,90
mg L") dos derivados botanicos testados (Tabela 1) apds 72 h de exposigdo. Este
tratamento apresentou um nivel de atividade superior a emulsao aquosa do extrato de
semente de A. sylvatica (CLso = 8.910,33 mg L™ ") e do inseticida botanico a base de
ACGs (Anosom® 1 EC, ClLso = 9.715,32 mg L") ao comparar os intervalos de
confianga dos valores ajustados (IC 95%). Por outro lado, o inseticida sintético a base
de clorfenapir (Pirate ®) foi o tratamento com a menor mediana de CL (CLso= 0,11 g
L").

A emulsdo aquosa do extrato etandlico de A. mucosa resultou em um tempo
letal mais rapido para as larvas da lagarta-da-coroa (TLso de 6,10 h [IC: 5,89-6,25] do
que o observado com o inseticida Pirate ® (TLso = 8,2 h [IC: 7,4-8,6 h]) e a emulsdo
aquosa do extrato etandlico da semente de A. sylvatica (TLso = 10,3 h [IC: 9,75-10,8
h]) (Tabela 2). Os maiores valores foram observados em larvas da lagarta-da-coroa
expostas a Anosom® 1 EC (TLso = 32,8 h [IC: 30,1-34,3 h]) (Tabela 2).



4>

"(2202) “1e 1© SIATVONOD :3LNOA

(00 > d) oAeoyubis opelpenb-inD ,

"SeAJe| SEP SpEPI[EUOW 3P %0G Jesheo eied BLESSS99U [B)9] OBSBIUSOUOD,

"ojuswe)el) Jod So)asul ap 0JBWNN,

(G0‘0 < d ‘Aayn ap a1s8}) ayuswenneoiiubls walap OBU SBUN|0D SBU Bl19| BWSAW ep sepinbas seipaw sy

‘elpow ep oelped o113 (3 F

8'9 e(€1'0-80'0) L1'0 vZ'0F L0'V 006 eolelid

1'9  O(€0'LLY0L—0L'vPS6) 2ESLLB GE'0F LOE 006 03 | gwosouy

i 2(10°289'6-G¥'002°8) £€°016'8 LL'OFOL'Y 006 eoljeA|As euouuy S33

L'y a(LL'gey 2—01'2599) 06'1S0°L 98'0 ¥ 22'S 006 esoonw euouuy S33
Je|nbuy

oeX «(%S6 Q1) %10 8jusIole0) el sojuswejel |

‘oedisodxa ap Y g/ sode ‘siesanoy eljsyouodng op Jejsul ouenb

ap sense| eled (galelid) Jdeusapold 8 (yWosouy) seuluabo}ade ap aseq e SIe|oJaWod SePIDIIasUl SOp 8 (seadkuouUY) BIJRAIAS BUOUUY & BSOONW BUOUUY
ap (S33) sejuswas sep SodI|ouUe)d SOjel)xd sop sesonbe sagsinwe sep (%66 D) eSueluod ap ojeAlslul 0 owod waq ‘(,-7 Bw) 0579 ep eAnewnsy 'L y13gv.L



"(2202) “1e 1@ SIATVONOD :3LNOA

"(50'0 > d) oAneoyiubis opespenb-Inp ,
‘edueLUOD Bp OjeAIB)UI = %GB D] ‘SBAJB| SEep apepIelow ap %0G Jesned eled elessadau (seloy wa) |eye] odwa | .
(S0°0 < d ‘Aeyn ap 81s8)) |jusweAlleolIUbIS Walayip OBU SBUN|OD SBU BJ}9| BWSAW Bp sepinbas seipaw Sy

Gz q(o'8-t+'2)2's 8.'0FG.'C oo¥elld
14 p(e've—L'0¢) 8'CE 2e'07F .6 03 | gWosouy
Gz 9(8'0L —G.'6) €01 GZ'0¥68'C eoljen/As euouuy S33
Gz e(G2'9—68'S)0L'9 ve'0FGL'E esoonw euouuy S33
X (%56 1) %511 Jenbuy sjusiole0D sojuswejes |

"057D) op 0BIBAUSOUOD B OPUBSN S/jBBA0) eljayouodnd op
Jejsul oenb ap seAle| 81qos (galelld) Jideuapold o (guosouy) seuiuabolaoe ap aseq e |elaJawod Bplollasul op @ (aeadeuouUY) BolJeAIAS euouUY & BSOONW
euouuy ap (S33) sejuawas sep SOJI|ouUR)S SOJRJIXS SOp sesonbe sags|nwa sep eSueUOD 8p OjeAId]Ul 8 (SeJoy Wwd ‘0571 ) olpaw |eye] odwa] 'z Y139Vl

€e



34

3.3.2 Efeitos anti-alimentares e parametros bioldgicos apos exposigao a extratos das

sementes de Annona

Larvas da lagarta-da-coroa alimentadas com folhas de morangueiro tratadas
com a emulsdo aquosa de extrato etandlico de sementes de A. sylvatica apresentaram
significativamente um menor consumo foliar (F5,504) = 20,12; p < 0,001), a taxa de
crescimento larval GR (F5s94) = 17,21; p < 0,001), taxa relativa de consumo RCR
(Fs594) = 7,11; p < 0,001) e a taxa de utilizagdo do alimento UR (Fs,594) = 8,14; p <
0,001) quando comparado com os demais tratamentos (Tabela 3). Além disso, as
larvas expostas a emulsdo aquosa do extrato etandlico da semente de A. sylvatica
apresentaram um maior periodo larval (15 dias) (F,594) = 11,28; p < 0,0001), menor
viabilidade larval (32%) (F (5,256) = 20,44; p < 0,0001), maior periodo pupal (10,7 dias)
(F(5,504) = 8,90; p < 0,0001) e menor peso pupal (10,8 mg) (Fs,256) = 16,79; p < 0,0001)

em relacao aos demais tratamentos (Tabela 4).



(G0‘'0 < d ‘Aeyn ap o0y jsod aysa} ojad epinbas [elwoulg-isenb oe3INgLISIP WO [\79)) dlusweAneoyiubls walajp oeu

"(2202) “1e 1© SIATVONOD :JLNO4

‘seun|od seu ‘eljo| ewsaw ejad sepinbas seipa

1000°0> 1000°0> 1000°0> 1000°0> JojeA-d
¥6G°G ¥6G°G ¥6G°G ¥6G°G +p
14 L2 AL zL'oc E|
BOL'0F86°C BOL'0F20 ©B60000F609000 e¥SLLF80.LE (epejisap enbe) oAebau 8j05u0)
BEC'0F10'G BEE'0F90'G B/000°0F€/9000 ecey'SlLFy06¢E [(A:A) 111 ‘louelsw :euo}aOE] OAlRDBU 8j0U0D
q90°0F8¢L g90'0F6EL  92000°0F62L00°0 q/2CTFGGLL L0 golelid
2G60'0F€L0 2G0'0F¥.'0 910000 F 8%200°0 269V F 209 2€'GLL6 O3 | gWwosouy
PLO'0OF¥0'0 PLO'OF¥0'0 P 10000 F820000 PLLOFEY €€'0L6°8 eojjeAlAs euouuy S33
g 900 ¥66°0 g90'0F 00k 980000 F .¥L000 269GF6'GL 06'7S0°L es0onw euouuy S33
(4n) a1eu (40¥) o1el (0570=)
uonezinn uondwnsuod (¥9) (Bw) oedeJuadouod SR
poo4 aAle|ey 2.l YIMOJS)  Jel|0} OWNSU0) ap 9189 | } jedl

"epeuwsa ajuawelnald ‘057D eu (galelld) Jideuapold @ (O3 | gWO0Souy) Seujuabol}ade ap aSeq e [eloJawod eplo)asul @ (aeadeuouuy)
BOIIRAIAS BUOUUY © BSOONW BUOUUY 9P (STJ) SO1UBWSS SBpP S02I|oUR]S SOJRIIXS SOp sesonbe sags|nwe Wae SijesAo) eljayouodng op Jeisul ouenb ap seAle)
ap oedisodxa ap Y g/ sode (YN) ael uonezijiin pooy d (YOy) ajesd uondwnsuod aaneal ‘(Yo) arel ymolb ‘(bw) Jeljoy swnsuod ap (4d3F) eIP9IN "€ V139Vl

ge



"(2zz02) “1e 1 SAIATVINOD :31NO4

‘Sljeanoy eijayouodng ap |eAle| Jejsul ojuinb @ ouenb ou opeleAy,

(G0‘'0 < d ‘“Aeyn ap o0y jsod aysa} ojad epinbas [elwoulg-isenb oedINQUISIP WO |AT9) dlusweAieoiiubls walajip OBU ‘SBUN|0D SeU ‘elj9| ewsaw ejad sepinbas seipaj

1000°0> 1000°0> 1000°0> 1000°0> Jojea-d
952'S 952'S 962's ¥65'S yp

6191 068 v1'0T 8Z'L1 E

B 880 FGLE a6L'0F9'8 BECE'TF096 asL'oFv'el (epejnsep enbe) oAnelau sjopu0d
BZLO0FLLE a9L'0¥0'8 Bg86'L ¥0'G6 qa.L'0¥8Ch [(A:A) L) ‘louejew ‘euojeoe] oAlEBBU 8j0JU0D
46.'0%6'92 a9L'0F .8 aee'e¥0'LY qa1z0F.L'cl gtelld
a+v9°'L ¥6'c€2 aGL'0¥0'6 avz'zF0'sy a9L'0F L'cl 03 | gosouy
OLLLF80L B /2'0F 0L 940'C ¥0'Z¢E B0Z'0F0'Gl eopenfs euouuy S33
qz.'0¥F9'ce a9L'0%2'8 469'c¥0°Lg qd6L'0F6C) esoonw euouuy S33

(bw) (selp) (%) (selp)

jednd osad yyg

[ednd opoliad

[BAJE| BPEDI[IGEeIA

<|eAle| opoliad

sojuswejeld |

"epewnsa ajuswelnald ‘0579 eu ‘(golelid) Jideuspolo

9 (D3 | gwosouy) seuiusbojaoe ap SSE] B [el0JaW0d BPIONSSUIl © (9B90BUOUUY) BOJEAIAS BUOUUY © BSOONW BUOUUY 9P (STJ) SOJUSWSS 8p SO2IjQue}d
sojel)xe sop sesonbe sags|nwa e sojsodxs sieeAo) elsyouodng op |ednd 8 |eAle| sopoliad sou (43 F elpall) OJuswWIosaId Op SOLoNqIUl SolelT v Y139Vl

9¢



37

FIGURA 1. Danos macroscépicos em larvas de quarto instar de Duponchelia fovealis tratadas com
emulsbes aquosas dos extratos etandlicos de sementes de Annona mucosa e Annona sylvatica (40x).
a,b,c) Nenhuma mudancga de cor ou deformidade foi observada em D. fovealis ap6s 2 h de exposigéao
(controle negativo). d-e) Dermatite (setas) nas cuticulas tratadas com as emulsdes do extrato de A.
mucosa e de A. sylvatica, respectivamente. f) Deformagdes e enrugamento do abdome (circulo)
evidenciado no tratamento com a emulsdo aquosa de A. mucosa. g) Edema (ponta da seta) apés a
exposi¢cao a emulsao aquosa do extrato de A. mucosa. h-i) escurecimento na superficie da cuticula
apos a exposicao a emulsao aquosa do extrato de A. sylvatica e de A. mucosa, respectivamente

a b c

“ P
j. .’

FONTE: GONCALVES et al., (2022)



38

FIGURA 2. Danos microscopicos em larvas de quarto instar de Duponchelia fovealis tratadas com
emulsdes aquosas dos extratos etandlicos de sementes de Annona mucosa e de Annona sylvatica. a)
Controle — N&o foram observadas alteragées morfologicas na cuticula (ct), observe as camadas
cuticulares intactas e bem definidas (Ep-epicuticula, Ex-exocuticula, e End-endocuticula). b-c) Intensa
descamacao e projegao cuticular em insetos expostos a emulsdes aquosas do extrato de A. sylvatica
e A. mucosa, respectivamente; d) Controle - Cérebro (BR) com neurdpilos normais (ne) e camadas
corticais intactas (cl). e-f) granulagao citoplasmatica das células gliais (gc) no cérebro de D. fovealis,
bem como vacuolizagado na camada cortical (v) para ambas emulsées aquosas testadas. g) Controle -
Corpo gordo (FB) com trofécitos homogéneos e delimitados (tr). h-i) nacleos picnéticos (pn) e
vacuolizag¢do dos trofocitos (v) do corpo gordo em larvas de D. fovealis também foram visualizados
em ambos os tratamentos.

FONTE: GONCALVES et al., (2022).
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3.4 DISCUSSAO

O presente estudo relatou o potencial efeito toxico (letal e subletal) e o
emulsdes aquosas do extrato etandlico das sementes de duas espécies neotropicais
de Annona exercem sobre a lagarta-da-coroa. Tais achados tornam os residuos
agroindustriais representados por tais sementes uma fonte potencial para a produgao
de inseticidas botanicos que visam o manejo integrado dessa importante praga da
cultura do morango no Brasil e em outras regides produtoras (ZAWADNEAK et al.,
2016). O nivel de atividade das formulacbes a base de extratos de A. mucosa e A.
sylvatica sobre larvas da lagarta-da-coroa foi, em alguns casos, superior ao de um
inseticida botanico comercial da india, que conttm ACGs (Anosom® 1 EC) e
semelhante ao nivel de atividade de um inseticida sintético a base de clorfenapir
(Pirate®), ambos utilizados como controles positivos. Nossos resultados reforgam o
potencial de Annona spp. como fonte de moléculas inseticidas contra Lepidopteros
Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (LEATEMIA; ISMAN, 2004), Leucinodes
orbonalis Guenée (Pyralidae) (ASHADUL et al., 2014), e Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) (BRITO et al., 2020) desfolhadores de culturas horticolas.

No presente estudo, os extratos de emulsdo aquosa da semente de A.
mucosa, causou a maior toxicidade (CLso = 7.054,90 mg L™") em larvas da lagarta-da-
coroa em comparagao com os extratos de emulsdo o de A. sylvatica (CLso = 8.910,33
mg L"), alcangando ~90% de mortalidade nas maiores concentragdes testadas.
Verificamos também que o extrato formulado de A. mucosa apresentou agao mais
rapida (~1,7 vezes) que a emulsao do extrato de A. sylvatica no bioensaio de contato,
0 que garante uma protecao rapida das culturas em questdo. Nosso estudo foi
corroborado por outros trabalhos que mostram que formulagdes de A. mucosa
apresentaram maior atividade do que o derivado de A. sylvatica contra outras pragas
de artropodes (BERNARDI et al., 2017; GEISLER et al., 2019; MIOTTO et al., 2020;
STUPP et al., 2020b). Essa alta toxicidade dos derivados de A. mucosa contra as
larvas da largarta-da-coroa pode ser atribuida aos anéis de tetrahidrofurano (THF) dos
ACGs presentes em sua composigcao, uma vez que o principal ACG desse derivado é
abis-THF roll iniastatina-1 (SOUZA et al.., 2019; RIBEIRO et al., 2020). Numeros de
anéis de THF na cadeia é determinante na toxicidade das larvas tratadas com ACGs,

onde o bis-THF pode ser duas vezes mais forte do que o mono-THF (BLESSING et



40

al., 2010). Além disso, interagdes complexas entre ACGs e outras classes de
compostos presentes em derivados brutos, como alcaldides e triglicerideos, tém sido
relatadas como tendo uma agéao sinérgica em extratos brutos de A. mucosa (RIBEIRO
et al., 2014a; ANSANTE et al.,, 2015), promovendo o aumento da eficacia das
formulacgdes.

Inseticidas botanicos contendo ACGs podem ser usados no manejo das larvas
da lagarta-da-coroa em rotacdo com outras moléculas sintéticas disponiveis,
especialmente neurotoxinas, e podem, portanto, retardar significativamente o
surgimento de populacdes resistentes (BERNARDI et al., 2017; GEISLER et al.,
2019), que é um problema agricola crescente enfrentado em todo o mundo.
Atualmente, ndo ha evidéncias que sugiram que a lagarta-da-coroa seja resistente a
moléculas de inseticidas. No entanto, existe uma preocupacado quanto a selecéo de
populagdes resistentes desta praga (SANTOS et al., 2019) dada a capacidade de
dispersao da praga (CABI, 2021) devido as frequentes aplicacdes de inseticidas que
atuam como agonistas da acetilcolina (SANTOS et al., 2019; ALANO et al., 2021).
Também observamos que a emulsdo aquosa do extrato etandlico da semente de A.
sylvatica causou efeitos subletais pronunciados. As larvas da lagarta-da-coroa
expostas ao CLso apresentaram reducédo no consumo de folhas (>90%).
Provavelmente as ACGs reduzem o consumo de alimentos pelos insetos devido a
toxicidade pds-ingestdo, que afeta a fisiologia do sistema digestivo ou mesmo as
enzimas relacionadas (ISMAN, 2002). Da mesma forma, larvas da lagarta-da-coroa
intoxicadas com derivados de A. sylvatica podem nao se alimentar bem, pois
demonstramos que esta formulacao forneceu baixos valores de GR, RCR e UR, o que
resultou em reducao na eficiéncia de conversao alimentar.

Além da significativa dissuasao alimentar observada, a emulsdo aquosa de A.
sylvatica aumentou a duragéo dos estagios larval e pupal da lagarta-da-coroa, bem
como reduziu a viabilidade larval e o peso das pupas sobreviventes. Esses efeitos
podem estar relacionados com a reducdao na eficiéncia de conversdo alimentar
causada por ACGs (RIBEIRO et al., 2016; SOUZA et al., 2019) e com as respostas
sensoriais de quimiorreceptores no aparelho bucal de insetos (LUNTZ e NISBET,
2000), ambos fatores que resultam na morte das células digestivas (FIAZ et al., 2018).
O efeito de derivados ricos em ACG no desenvolvimento de artropodes-praga também
foi relatado em estudos anteriores (RIBEIRO et al., 2015, 2016; SOUZA et al., 2019).
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Nossos achados mostraram que A. mucosa e A. sylvatica induz alteragdes
macroscopicas em larvas da lagarta-da-coroa, incluindo dermatite, enrugamento do
protérax, edema, e escurecimento na superficie da cuticula. Observacdes
semelhantes foram encontradas para malformagdes larvais produzidas por ACGs
mono-THF (BLESSING et al., 2010) e bis-THF (ALVAREZ COLOM et al., 2007) em S.
frugiperda. Também evidenciamos uma reducao da motilidade larval, possivelmente
em decorréncia da privagdo de energia ocasionada pela inibigdo do transporte de
elétrons mitocondrial afetado pelas ACGs (TORMO et al., 1999; BERMEJO et al.,
2005). Como as lesdes histolégicos dos derivados de Annonaceae focaram no trato
digestivo dos insetos (COSTA et al., 2012; COSTA et al., 2016; FIAZ et al., 2018),
usamos estruturas da cuticula, cérebro e corpo gordo para registrar os efeitos
toxicolégicos da aplicagao por contato sobre lagarta-da-coroa. Assim, a cuticula das
larvas de lagarta-da-coroa expostas aos formulados de A. mucosa e A. sylvatica
exibiram intensa descamacao e projecgao cuticular. Isso sugere que o efeito histolégico
relatado por nds pode estar relacionado ao anel THF da ACG, que interage com o
grupo fosfato da membrana plasmatica lipidica (BOMBASARO et al.,, 2011),
interferindo na primeira linha de defesa dos artrépodes contra agentes xenobidticos
(ALBERTI; COONS, 1999). Adicionalmente, notamos a granulagao citoplasmatica das
células gliais nos cérebros de lagarta-da-coroa, bem como a degeneragao vacuolar
na camada cortical. Esses disturbios fisiologicos causados pelas formulagdes em
larvas de lagarta-da-coroa sugerem uma possivel ocorréncia de morte celular (HARIRI
et al., 2020), consistindo na autodestruicdo das células em fragmentos menores e
altamente condensados (SOUZA et al., 2021), como sugerido para alguns inseticidas
neurotéxicos (DERBRE et al., 2008; SOUZA et al., 2021). Alteracdes picnéticas e
vacuolizacéo do citoplasma do corpo gordo em larvas de lagarta-da-coroa podem ser
devidas ao mecanismo de desintoxificacdo dos produtos (ROSSI et al., 2013; SOUZA
et al., 2021) e uma sinalizagao da autofagia das células (ROST-ROSZKOWSKA et al.,
2012; SANTOS et al., 2015). Processo autofagico € comum no turnover do citoplasma
celular (MIR et al., 2015) e na morte celular programada (SOUZA et al., 2021), no qual
0 corpo realiza a limpeza de toxinas e recicla componentes celulares danificados
(GOMES et al., 2013). Este processo foi observado em larvas de A. aegypti (COSTA
et al., 2016) e células cancerosas (OBERLIES et al., 1997) tratadas com AGCs. Do

mesmo modo, 0s nucleos picnéticos podem comprometer o material genético dos
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insetos ao deixar a cromatina extremamente condensada, levando a morte celular,
conforme demonstrados (COSTA et al., 2016; FIAZ et al., 2018).

Considerando a alta toxicidade dos derivados de A. mucosa e A. sylvatica
contra larvas da lagarta-da-coroa, bem como os danos histolégicos que infligiram em
orgaos-alvo, concluimos que essas formulagées podem ser alternativas promissoras
para o manejo dessa importante espécie-praga no Brasil e em outros lugares em que
ocorrem. Além disso, nossos resultados indicam o potencial uso de residuos
agroindustriais dessas duas espécies de Annona na produgdo de inseticidas
botanicos, uma vez que tais derivados sao facilmente obtidos (tanto em termos de
processo quanto de escala) e contém biomassa abundante, especialmente de
residuos de polparias. Além disso, formulacdes a base desses derivados podem ser
utilizadas em sistemas de cultivo organico e/ou ecolégico de morango, onde existem
restricbes significativas quanto ao uso de compostos sintéticos. No entanto, sao
necessarios mais estudos para avaliar os efeitos toxicolégicos desses derivados em
organismos nao-alvo e realizar testes em condicbes de semi-campo e campo para
analisar sua eficacia em condigdes de cultivo e sua degradabilidade e interagdo com

0 meio ambiente.
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