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Para o manejo das principais espécies de pragas, os agricultores brasileiros aplicam cerca de
28 % do total de defensivos consumidos no Pais, o que representa um gasto anual de mais de
610 milhdes de dodlares (SINDAG, 2003). Entretanto o uso eficiente destes produtos, nem
sempre ¢ viavel para o pequeno agricultor, devido ao alto custo envolvido, aos riscos de
contamina¢cdo ambiental e a toxicidade dos principios ativos, além do fato dos insetos
apresentarem sinais de resisténcia. Na tentativa de reduzir perdas e consumo de defensivos
agricolas, estudos tém sido desenvolvidos na busca de métodos alternativos com énfase no
controle bioldgico, cultural e de cultivares resistentes.

O desenvolvimento de cultivares resistentes ¢ um dos métodos de controle de pragas, onde o
custo ¢ reduzido e ndo causa efeitos indesejaveis ao ambiente. Entretanto, a resisténcia natural
nem sempre apresenta um nivel satisfatorio de controle que, no caso da resisténcia do milho a
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), ndo ultrapassa 50 % da protecdo obtida através
de cultivares transgénicas (Waquil ef al., 2002).

Esta situagdo coloca o uso de produtos naturais provenientes de plantas como uma alternativa
aos inseticidas sintéticos no manejo das principais pragas no agroecossistema, onde o custo ¢
reduzido e sem os efeitos indesejaveis ao ambiente, e, portanto de facil acesso aos pequenos
produtores. Neste contexto, o nim (Azadirachta indica A. Juss.), arvore originada da [ndia,
tem sido foco de intensa atengdo internacional durante as trés ultimas décadas, pois além de se
desenvolver sob as mais diversas condi¢des agroclimaticas, principalmente clima tropical, se
adapta facilmente a solos pobres. Principios ativos extraidos dessa planta tiveram sua
atividade demonstrada contra cerca de 400 espécies de insetos-pragas (Schmutterer, 1995,
Akhtar, 2000, Prates et al., 2003).

A quimica do nim foi muito estudada na década de 70 e 80 com mais de 150 compostos
isolados das sementes, folhas e galhos (Schmutterer, 1990), sendo os mais ativos isolados da
semente € a maioria pertencente a classe dos limondides. A azadiractina isolada e
caracterizada em 1972 tem sido o composto considerado o principal "responsavel" pela
atividade, apesar de existir pouca evidéncia. Existem poucos estudos na literatura sobre a
atividade dos componentes do nim, pois sao de dificil separacdo e as quantidades obtidas sao
insuficientes para conduzir bioensaios. (Govindachari et al., 1995; 1998).



O presente trabalho teve por objetivo estudar a variagdo sazonal da concentragdo de
azadiractina na folha de nim, visando obter extratos ativos para uso direto no controle de
pragas, utilizando como modelo para avaliacio da atividade bioldgica, a Spodoptera
frugiperda, importante espécie-praga do milho e de outras culturas.

Materiais e Métodos

A avaliagdo da concentracdo de azadiractina nas folhas de nim foi realizada em cromatografo
liquido de alta eficiéncia (CLAE), Shimadzu modelo LC-10A, com detector UV-Vis em A =
215 nm, coluna de fase reversa (C-18, Shim-Pack CLC-ODS Shimadzu, 4,6 mm x 25 cm,
didmetro de particula de 5 um), fase mével metanol/agua 60:40 com vazdo de 1,0 mL/min. O
padrdo analitico de azadiractina foi adquirido junto a Sigma (Product Number A7430, 95%).
Nessas condi¢des, o tempo de retencdo da azadiractina, que foi previamente dissolvida em
metanol grau HPLC, foi de aproximadamente 6,5 min. O CLAE foi calibrado utilizando-se a
técnica do padrao externo, nas concentragdes 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 ¢ 10,0 uL.mL'l, com R = 99,3
%, para posterior quantificagdo nas amostras.

Considerando o alto custo financeiro do padrao analitico de azadiractina e a inviabilidade de
adquiri-lo continuamente durante o projeto, foi desenvolvida uma metodologia simplificada
para isolamento dessa substancia a partir de sementes de nim, com base na metodologia
descrita por Yamasaki et al. (1986). As sementes foram maceradas em nitrogénio liquido,
desengorduradas com n-hexano e extraidas com metanol P.A. O extrato metandlico foi
particionado com diclorometano, concentrado e aplicado em coluna cromatografica de 23 mm
de diametro interno, contendo silica 230-400 mesh. A eluicao foi efetuada com éter etilico-
metanol 19:1. Apds andlises por CLAE, as fracdes com maior concentra¢do de azadiractina
foram reunidas, secadas em rotavaporizador e recristalizadas com tetracloreto de carbono.

O isolado de azadiractina das sementes foi caracterizado utilizando o detector de arranjo de
diodos do cromatégrafo liquido, por medida do ponto de fusdo e por ressonancia magnética
nuclear de carbono e hidrogénio.

Para o estudo da variacdo da concentragdo de azadiractina na folha durante o ano, foi
escolhida uma planta de nim de porte médio cultivada na Embrapa Milho e Sorgo em area de
cerrado, Latossolo Vermelho com textura argilosa. Amostras de folha do ter¢o médio foram
coletadas mensalmente de abril de 2004 a agosto de 2005.

FIGURA 1 — A) Arvore de nim na Embrapa Milho e Sorgo; B) Ramo coletado; C) Separagdo
de folhas para extracdo

A amostragem foi feita no periodo da manha, retirando-se, com um podao, cinco ramos (300 a
400 g de folhas frescas) da parte mediana da copa e levadas imediatamente ao laboratério. As



folhas foram separadas dos talos e colocadas sobre bancada para secagem ao ar, a sombra, por
um periodo de trinta dias, até ficarem desidratadas e quebradicas. Para anélise de azadiractina
nas amostras mensais de folha, foi realizada extragdo semelhante a realizada para a extracao
da semente. As amostras que ndo foram imediatamente analisadas foram armazenadas em
freezer. Para avaliar a reprodutibilidade da extragdo da e analise da folha, foi realizado um
teste com trés repeticdes de uma mesma amostra, obtendo um intervalo de confianca de 13,8
%; a eficiéncia foi avaliada incorporando massa conhecida do padrdo isolado da semente a
amostra de folha moida e desengordurada, obtendo-se uma recuperagao de 92,1 %.

Bioensaios foram conduzidos conforme Waquil et al. (2004), tratando-se a superficie de dieta
artificial com solugdes aquosas contendo o isolado de azadiractina em um gradiente de
concentragdo de 0,3 a 20 pg.mL", utilizando bandejas multicelulares contendo células que,
depois de infestadas com larvas recém-eclodidas da lagarta-do-cartucho do milho (LCM),
foram cobertas com um plastico adesivo proprio para vedar as lagartas e permitir ventilagao.
Depois de montadas, as bandejas foram acondicionadas em uma BOD regulada para
temperatura de 27°C e ai mantidas por 10 dias. Apds esse periodo, as células foram abertas, o
numero de insetos mortos foi contado e a biomassa de cada larva foi medida, utilizando uma
balanca de precisdo. Foram realizados também bioensaios com extratos brutos de folhas de
nim.

Resultados e Discussiao

No que se refere a caracterizagdo do sdlido isolado e recristalizado obtido das sementes de

nim, observou-se uma correlagdo satisfatéria do espectro de UV-visivel com o espectro do
padrdo analitico entre 200 e 300 nm, obtido pelo detector PDA.

A determinacdo do ponto de fusdo do sélido confirmou a presenca de impurezas, ja que a
fusdo ocorreu na faixa de 136,0 a 140,5 °C enquanto o ponto de fusdo da azadiractina descrito
na literatura ¢ 149-150 °C (Dureja e Johnson, 2000).
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FIGURA 2 — A) Espectro de RMN 'H do padrio obtido da semente; B) espectro de RMN 'H
da azadiractina apresentado por Dureja e Johnson (2000)

O espectro de RMN 'H confirma a presenga majoritaria da azadiractina no sélido obtido,
estando presentes todos os picos descritos na literatura. Todavia, a integracdo desses picos
revela desproporcionalidade nos picos integrados entre 1,0 e 3,4 ppm, ou seja, provavelmente



existem nessa regido sinais correspondentes a impurezas, podendo ser, inclusive, isdomeros da
azadiractina.

A analise do isolado recristalizado por CLAE revelou uma concentragdo de azadiractina de
aproximadamente 50 %, sendo suficiente para realizar co-inje¢des durante as analises das
folhas visto que sua pureza espectroscopica esta muito proxima a do padrao analitico.

Os resultados da variacdo da concentracdo de azadiractina nas folhas da planta selecionada no
CNPMS durante 17 meses sao mostrados na Figura 3.
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FIGURA 3. Variagdo temporal da concentragdo de azadiractina nas folhas de nim da planta
selecionada no CNPMS

Observa-se um aumento da concentracdo da azadiractina na folha da planta selecionada a
partir de abril/04, uma forte queda a partir de julho e novo crescimento a partir novembro,
atingindo novamente valores maximos entre em abril/05. A amostragem foi concentrada no
meio da copa da planta e utilizando folhas maduras, pois foi observado que em folhas novas a
concentragio de azadiractina ¢ alta (0,20 mg.g™") quando comparadas com as folhas maduras.
Esta observagdo explica o ponto espurio da Figura 3 relativa a amostra coletada em
outubro/2004, quando a planta passava por estagio vigoroso de brotamento, tornando
inevitdvel uma amostragem, predominante, de folhas novas. Observa-se, ainda, uma
antecipacdo do ciclo em 2005, com tendéncia de queda da concentragdo de azadiractina em
maio, sendo que esta queda no ano anterior (2004) ocorreu de julho.

Além do ciclo fisiolégico da planta, que passa por perda e renovagdes de folhas durante o ano,
uma outra possivel explicagdo para essa variagdo ¢ o déficit hidrico sofrido na época de seca,
que ocorre na regido de Sete Lagoas entre julho e setembro quando foram observadas
menores concentragoes de azadiractina na folha.

Os bioensaios realizados utilizando a azadiractina isolada das sementes de nim indicaram uma
a atividade significativa sobre a biologia da LCM, reduzindo o aciimulo de biomassa das
larvas (Figura 4). Na faixa de concentragdo trabalhada (0,3 a 20 mg.L™), ndo foi verificado
efeito significativo da azadiractina sobre a sobrevivéncia das larvas.
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FIGURA 4 -. Porcentagem de mortalidade e de biomassa (% em relacdo ao controle) da
lagarta-do-cartucho submetida a um gradiente de concentra¢do de azadiractina extraida de
folhas de nim, partindo-se da concentragdo de 20 mg.L™

Foram realizados, ainda, bioensaios utilizando extratos foliares brutos, contendo
concentragdes de azadiractina proximas as dos bioensaios realizados com a azadiractina
isolada na semente (Figura 20). Nota-se que o acumulo de biomassa foi muito menor nos
tratamentos com extrato de folhas do que nos tratamentos com azadiractina purificada, mesmo
para as concentragdes de azadiractina proximas, 1,25 ¢ 1,5 pg.mL™; 5 ¢ 4,5 pg.mL"e 10 ¢ 9,9
ng.mL™, respectivamente. Portanto, é possivel que outras substancias, além da azadiractina,
presentes nos extratos das folhas também tenham atividade sobre a LCM. Novos estudos
devem ser conduzidos para confirmar esse fato e ha a possibilidade da identificacdo de novas
substancias ativas sobre a LCM.
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FIGURA 5 - Acumulo de biomassa da LCM submetida a um gradiente de concentragao de
azadiractina (1,25; 5,00 ¢ 10,00 ug.mL'l) e de extrato de folhas de nim (1,5; 4,5¢ 9,9 pg.mL'1
de azadiractina).
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