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ASSOCIACAO DE OLEOS ESSENCIAIS E VIRUS ENTOMOPATOGENICO NO
MANEJO DE Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) é considerada a principal praga do milho no Brasil. E um inseto polifago,
com grande capacidade de infestar diferentes culturas de importancia econdémica.
Seu manejo € realizado usualmente por meio de métodos quimicos que podem
causar problemas ambientais e favorecer o surgimento de populacdes de insetos
resistentes aos inseticidas quimicos sintéticos. Dessa forma, encontrar um método
adequado para o0 manejo dessa praga torna-se necessario. Assim, o objetivo geral
desse estudo foi avaliar a toxicidade dos Oleos essenciais e o efeito associativo
destes com Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV). Os
ensaios experimentais foram realizados no Laborat6rio de Controle Microbiano de
Insetos, Setor de Entomologia do NUDEMAFI, localizado no Centro de Ciéncias
Agréarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE/UFES). O
estudo foi dividido em duas etapas, a primeira teve como objetivo, avaliar o efeito
ovicida e a toxicidade de 6leos essenciais as lagartas de S. frugiperda e a segunda
etapa foi avaliar o efeito associativo do 6leo de neem com o virus entomopatogénico
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (STMNPV). Na primeira etapa,
realizou-se 0 método de imersédo para avaliar a atividade ovicida e a pulverizagcao
para avaliar a toxicidade dos Oleos sobre os trés primeiros instares larvais de S.
frugiperda. Com base nos resultados comprovou-se que todos os 6leos apresentam
atividade ovicida superior a 47%, destacando-se os Oleos de citronela, melaleuca,
palmarosa que afetaram a eclosdo de todos os ovos. Com relacdo a atividade
inseticida as larvas de S. frugiperda, as taxas de mortalidade variaram entre 2 a
94%. Além disso, verifica-se que houve uma diminui¢do da atividade inseticida com
o desenvolvimento larval, exceto quando analisamos os indices de mortalidade do
Oleo de cravo no 2 e 3° instar de S. frugiperda. Baseando-se nos resultados e
também pelo interesse de controlar essa espécie de inseto praga antes da ecloséo

ou no primeiro instar larval, foram estimadas as concentragfes letais do 6leo de
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neem e copaiba, isso para subsidiar o estudo de associacdo com o SfMNPV.
Portanto, com base nas estimativas da CLsg € CLgs do 6leo de neem avaliou-se a
associacdo com o isolado de SfTMNPV na segunda etapa dessa pesquisa. Para isso,
o efeito associativo entre 0 6leo de neem e o isolado de SfTMNPV foi avaliado no 1°
instar larval de S. frugiperda utilizando as respectivas CLso € CLgs do 0leo vegetal e
virus entomopatogénico. Dessa forma, determinou-se que a associacdo do STIMNPV
com o 6leo de neem afetou a multiplicacdo do virus no seu hospedeiro natural, S.
frugiperda, reduzindo consequentemente o numero de poliedros virais por lagarta
inoculada. Contudo, apesar de néo ter ocorrido uma interacdo sinérgica, acredita-se
que, é uma opc¢ado que pode ser avaliada em condigbes de campo, isso em virtude
dos beneficios que o 6leo vegetal promove aos poliedros virais no ambiente em

relacdo a protecao contra a radiacdo ultravioleta.

Palavras- chave: Controle microbiano. Baculovirus. Lagarta-do-cartucho.



ASSOCIATION OF ESSENTIAL OILS AND ENTOMOPATHOGENIC VIRUS IN THE
MANAGEMENT OF Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT

The fall armyworm Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), considered the main pest of maize in Brazil. It is a polyphagous insect,
with great capacity to infest different cultures of economic importance. Their
management is usually carried out by chemical methods that can cause
environmental problems and favor the emergence of insect populations resistant to
synthetic chemical insecticides. Thus, finding a suitable method for the management
of this pest becomes necessary. Thus, the general objective of this study was to
evaluate the toxicity of the essential oils and the associative effect of these with
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV). The experimental
tests were performed at the Laboratory of Microbial Control of Insects, Entomology
Sector of NUDEMAFI, located at the Center of Agrarian Sciences and Engineering of
the Federal University of Espirito Santo (CCAE/UFES).The study was divided into
two stages, the first one had as objective to evaluate the ovicidal effect and the
toxicity of essential oils the S. frugiperda caterpillars and the second step was to
evaluate the associative effect of neem essential oil with the entomopathogenic virus
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfTMNPV). In the first step, the
immersion method was performed to evaluate ovicidal activity and spraying to
evaluate the toxicity of the oils on the first three larval instars of S. frugiperda. Based
on the results, it was verified that all the oils present ovicidal activity superior to 47%,
especially the oils of citronella, melaleuca, palmarosa and clove that affected the
hatching of all the eggs. Regarding the insecticidal activity of S. frugiperda larvae,
mortality rates ranged from 2 to 94%. In addition, there was a decrease in insecticidal
activity with larval development, except when we analyzed the mortality rates of clove
oil in the 2 and 3" instar of S. frugiperda. Based on the results and also for the
interest of controlling this species of insect plague before hatching or in the first larval
instar, the lethal concentrations of the neem and copaiba oils were estimated, to
support the study of association with the STIMNPV. Therefore, based on the LCsy and
LCgs estimates of neem oil, the association with the STMNPV isolate was evaluated in



the second stage of this study. For this, the associative effect between the neem oil
and the SfMNPV isolate was evaluated in the 1% larval instar of S. frugiperda using
the respective LCsp and LCgs of the vegetable oil and entomopathogenic virus. Thus,
it was determined that the association of SfTMNPV with neem oil affected the
multiplication of the virus in its natural host, S. frugiperda, consequently reducing the
number of viral polyhedra per inoculated caterpillar. However, although a synergistic
interaction has not taken place, it is believed that it is an option that can be evaluated
under field conditions, this is due to the benefits that vegetable oil promotes to viral

polyhedra in the environment in relation to protection against ultraviolet radiation.

Keywords: Microbial control. Baculovirus. Fall armyworm.
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS
1 INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), € um inseto com grande capacidade de infestar diferentes culturas de
importancia econémica em varios paises. No Brasil, além do milho, ataca culturas
como o trigo, sorgo, arroz, milheto e algoddao (BARROS et al., 2010; OMOTO et al.,
2013).

Dentre os métodos de controle para S. frugiperda, pode-se citar o quimico, o
biolégico e a utilizacdo de plantas geneticamente modificadas como as principais
medidas utilizadas pelos produtores para evitar os prejuizos causados por essa
espécie de inseto-praga. O manejo de S. frugiperda tem sido realizado usualmente
por meio de método quimico. Porém, o uso continuo desse produto, pode ocasionar
uma série de problemas, tais como o surgimento de populacbes de insetos
resistentes e contaminacédo ambiental (JAN, 2015; SALEM et al., 2016).

Entre os principais inimigos naturais de S. frugiperda, destacam-se 0s parasitoides
de ovos do género Trichogramma Westwood, 1833 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae e o0s entomopatégenos, tais como a bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner, 1915 (Bacillaceae) e o virus Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyedrovirus (SfTMNPV) (CAMARA, 2010; VALICENTE et al., 2013; LEMES,
2015). Considerando o virus SfTMNPV, pesquisas comprovam a eficiéncia para o
manejo de S. frugiperda, aumentando o interesse das industrias de produtos
fitossanitdrios na formulacdo e producdo de bioinseticidas com esse
entomopatdégeno (BARRERA et al., 2011).

Considerando outras alternativas no manejo de S. frugiperda, pesquisas comprovam
a eficiéncia da utilizacdo dos compostos quimicos extraidos das plantas, merecendo
destaque os Oleos essenciais, encontrados em diversas familias arbdéreas que
apresentam atividade inseticida, destacando-se: Meliaceae, Poaceae, Myrtaceae,

Fabaceae, Rutaceae, Annonaceae e Piperaceae (CRUZ et al., 2017).
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Alguns métodos de controle quando aplicados em um sistema de producdo podem
ser potencializados quando associados a um ou mais métodos. Dessa forma, a
associacdo de virus entomopatogénico com 0leos essenciais € um exemplo desse
tipo de associacdo e apresenta potencialidade comprovada, isso devido aos efeitos
sinérgicos, tais como a diminuicdo do tempo letal ou os efeitos prejudiciais ao
desenvolvimento dos insetos praga (NATHAN, KALAIVANI, CHUNG, 2005;
SOKAME et al., 2015).

Baseado no contexto e também no crescente interesse no desenvolvimento de
métodos alternativos ao controle quimico de pragas, objetivou-se avaliar a toxicidade
dos Oleos essenciais de copaiba (Copaifera officinalis Linné.), citronela
(Cymbopogon nardus L. Rendle), cravo (Eugenia caryophyllata Thunb), eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill), melaleuca (Melaleuca alternifolia Maiden e Betche,
Cheel), palmarosa (Cymbopogon martini (Roxb. Wats.) e o 6leo de neem
(Azadirachta indica A. Juss), a S. frugiperda. Além disso, avaliou-se o efeito
associativo de STMNPV com os 6leos essenciais com maior atividade toxica a S.
frugiperda, visando implementar os programas de manejo integrado nas diferentes

culturas que essa espécie de inseto praga cause prejuizos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 S. frugiperda

Conhecida vulgarmente como lagarta-do-cartucho ou lagarta militar € a principal
praga do milho no Brasil. Porém é uma espécie polifaga, que ataca diversas culturas
de importancia econdmica, dentre as quais, algodoeiro, soja, amendoim, arroz,
aveia, batata, cana-de-acucar, trigo e algumas hortalicas como o tomate (BARROS
et al., 2010).

Em funcdo da sua alimentacdo diversificada e consequentemente pela grande
disponibilidade de alimento e condicdes climaticas favoraveis ao seu
desenvolvimento, a sua distribuicdo ocorre praticamente em todas as regides do
territorio nacional (SARMENTO et al., 2002).
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O desenvolvimento de S. frugiperda, é do tipo holometabdlico, ou seja, passa pelas
fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Os ovos tém a coloracao verde claro,
sdo colocados em massas, tanto na fase inferior e superior das folhas, onde
eclodem as larvas, que irdo passar por seis estagios, até chegar ao completo
desenvolvimento. Nessa fase, a lagarta apresenta uma coloragdo que varia de pardo
escuro, verde até quase preta. A cabeca possui suturas que se cruzam formando um
“y” invertido, bem caracteristico da espécie e quando bem desenvolvidas as lagartas
chegam a possuir cerca de 50 mm de comprimento. A fase larval tem duragdo em
média de 12 a 30 dias, conforme as condi¢cdes de temperatura e alimentacdo. Ao
término do periodo larval as lagartas penetram no solo, onde se transformam em
pupa, de coloracdo avermelhada. ApGs a emergéncia, surge a mariposa adulta, com
asa anterior de coloracdo cinza e os machos diferenciam-se das fémeas, pois

possuem manchas mais claras (ROSA et al., 2012).

(c) Adultos de S. fiugiperda: Fémea (esquerda) e Macho (direita)
Fase adulta (4 a 14 dias)

(b) Pupa de S. fiugiperda (d) Massa de ovos de S. frugiperda
Fase pupal (8 a 25 dias) Periodo de incubacdo (2 a 4 dias)

(a) Vista lateral de lagarta de S. fiugiperda (esquerda) com Y invertido
na parte frontal da cabeca (direita) - Fase larval (12 a 30 dias)

Figura 1. Ciclo biol6gico de S. frugiperda. (Fonte: BERTONE, 2014).
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2.2 CONTROLE MICROBIANO: SIMNPV

Dentre as taticas de manejo, o controle microbiano € uma opcdo que consiste na
utilizacdo de entomopatdgenos, tais como bactérias, nematoides, fungos e virus
(LACEY et al, 2015). Com relacdo aos virus entomopatogénicos, pesquisas
comprovam a eficiéncia do virus Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus
(STMNPV), conhecido como Baculovirus spodoptera, devido a sua especificidade e
viruléncia a S. frugiperda (LAPOINTE et al., 2012). Para o manejo de S. frugiperda,
baseado no Sistema de Agrotéxicos Fitossanitarios do Mapa (AGROFIT), no ano de
2016 foi registrado o primeiro produto comercial formulado a base de SfMNPV,
disponibilizando para os agricultores uma nova alternativa para evitar 0s prejuizos

ocasionados por essa espécie de inseto-praga (AGROFIT, 2018).

Por sua vez, os Baculovirus pertencem a familia Baculoviridae e com base na
especificidade do hospedeiro e em evidéncias filogenéticas, divide-se em quatro
géneros: Alphabaculovirus, Betabaculovirus, Gammabaculovirus e Deltabaculovirus.
Sendo que o género Alphabaculovirus, inclui todos os nucleopolyhedrovirus (NPVs)
de lepidépteros formadores dos fendtipos virais (Budded virus (BV) e Occlusion-
derived virus (ODV). Ambas atuam no processo de infeccdo do inseto, sendo ODV
no inicio da infeccdo do hospedeiro e BV de célula a célula do 6rgao infectado
(JEHLE et al., 2006).

O processo infeccioso inicia-se com a ingestdo do alimento contaminado com o0s
poliedros virais (1); em seguida, mediante a dissolucdo da forma oclusa do virus no
intestino médio que apresenta pH alcalino, as particulas virais séo liberadas (2);
iniciando a infeccdo nas células epiteliais do intestino médio (3). Portanto, as
particulas virais penetram nas células epiteliais do intestino médio via fusdo de
membrana, mediada por receptores especificos (4,5). Em seguida, o0s
nucleocapsideos sdo transportados ao nucleo das células do hospedeiro, liberando
o DNA (6,7,8) e iniciando a replicacdo do virus e consequentemente producdo de
BV, responsavel pela infeccdo de outros tecidos (9,10,11,12,13). Nos estagios finais
0s virus sao liberados pela ruptura das células (15), causando a morte do inseto,
podendo infectar novos hospedeiros (Figura 2) (HAASE, ROMANOWSKI,
SCIOCCO-CAP, 2015).
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Figura 2. Processo infeccioso de virus entomopatogénico. (A) Vista transversal da lagarta
ingerindo o virus e (B) Replicacdo do virus nas células do intestino médio. (Fonte: HAASE,
ROMANOWSKI, SCIOCCO-CAP, 2015).

Espécies infectadas por STMNPV apresentam, desde a ingestdo do virus até a sua
morte, 0 seguinte comportamento: primeiro, a infeccdo debilita o inseto,
comprometendo sua capacidade motora e de alimentacdo. Posteriormente, as
lagartas infectadas se deslocam para as partes superiores da planta hospedeira e,
apos determinado tempo, morrem. De 48 a 72 horas apds a infeccdo, o inseto
apresenta corpo com aspecto opaco, branco-leitoso, e dependendo da espécie
hospedeira e do virus, ocorre o rompimento do corpo liberando grande quantidade
de virus no ambiente e a morte da lagarta ocorre entre 6 a 8 dias apos a infeccéo
(VALICENTE; CRUZ, 1991; PAIVA et al., 2016).

Uma caracteristica que favorece a utilizacdo do SfMNPV, estd relacionada a
especificidade pelo hospedeiro natural, pois diminui o risco de afetar inimigos
naturais (RODRIGUEZ; BELAICH; GHIRINGHELLI, 2012). Como comprovado em
estudos de interacdo, a exemplo do estudo que avaliou a seletividade deste
entomopatégeno para 0s inimigos naturais Chelonus insularis Cresson, 1865
(Hymenoptera: Braconidae), Eiphosoma laphygmae Costa Lima, 1953

(Hymenoptera: Ichneumonidae) e Doru luteipes Scudder, 1876 (Dermaptera:
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Forficulidae), os quais nao foram afetados pela utilizacdo de STIMNPV (FIGUEIREDO
et al., 2009).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS NO MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS

Existem diferentes modos de acdo de Oleos essenciais sobre os insetos, como:
toxicidade por ingestdo ou contato por meio da cuticula, deterréncia, alteracdes do
sistema hormonal, deformacdes morfolégicas, esterilizacdo dos adultos e
comportamento sexual, podendo os Oleos atuarem em diferentes fases de
desenvolvimento dos insetos (AKHTAR et al., 2012).

O 6leo essencial de palmarosa (C. martinii) e o 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon winterianus Jowitt) da familia Poaceae, tém sido estudados em
relacdo a atividade repelente e inseticida de insetos (KUMAR et al., 2007; LAINAS,;
CROCOMO, 2002). O odleo essencial de palmarosa apresenta alta atividade
inseticida por contato para Plodia interpunctella (Hubner, 1813) (Lepidoptera:
Pyralidae) com um valor de DLsp de 22,8 mg/cm? (JESSER et al., 2017). Em outro
trabalho, o 6leo de citronela provocou altera¢des no intestino médio, diminuicdo dos
niveis de proteina, lipideos e acucares totais, e aumento dos niveis de glicogénio,
causando danos na histofisiologia reprodutiva das lagartas de S. frugiperda (SILVA
et al., 2018).

O dleo essencial de cravo, Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry, da familia
Myrtaceae, demonstrou atividade inseticida para lagartas de 3° instar de Thyrinteina
arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) na concentragdo de 5,0% com
80,0% de mortalidade e 100% de mortalidade na concentracdo de 10,0% (SOARES
et al., 2011). O oleo essencial de melaleuca (M. alternifolia) outra espécie da familia
das Myrtaceae, apresentou atividade toxica sobre larvas de Aedes albopictus
(Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae) com concentracao letal CLsy de 267,13 ppm
(CONTI et al., 2014).

Além destes, outros Oleos essenciais da familia Rutaceae, como tangerina cravo

(Citrus reticuata Branco), laranja mimo (Citrus sinensis L. Osbeck), lima-da-pérsia
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(Citrus aurantium L.) e tangerina murcot (Citrus sinensis Osbeck x reticuata Branco)
apresentaram excelentes resultados no controle de Tetranychus urticae koch, 1836

(Acari: Tetranychidae), com indices de mortalidade superiores a 95%.

2.3.1 Manejo de S. frugiperda com extratos e 6leos vegetais

Dentre os Oleos vegetais para o0 manejo de S. frugiperda, foi comprovado a atividade
inseticida da espécie Copaifera langsdorfii Desf. da familia Fabaceae, na fase larval
de S. frugiperda no 2° instar, com extratos das folhas e polpas dos frutos, causando
aumento da mortalidade e diminuicdo do peso das lagartas (ALVES et al., 2012).
Enquanto que o extrato aquoso de Piper tuberculatum Jacq. da familia Piperaceae,
exibiu atividade inseticida no 1° instar de S. frugiperda reduzindo sua alimentacéo e

prolongando a fase larval dos insetos (CASTRO et al., 2008).

Outra espécie vegetal que apresenta potencialidade para o controle de insetos praga
€ 6leo de neem (A. indica), pertencente a familia Meliaceae, que tem como principal
composto quimico a azadiractina, encontrado em concentracfes mais altas na
semente, além da casca e das folhas de onde provém o 6leo. Estudos com o 6leo de
neem demonstrou atividade inseticida para S. frugiperda, com altos indices de
mortalidade, seja na fase larval ou na fase de pupa, matando 83,33% e 100%
respectivamente (CAMPOS; JUNIOR, 2012).

A familia Meliaceae possui outras espécies que apresentam atividade inseticida para
o controle de S. frugiperda. Baseado nesse contexto, algumas espécies do género
Trichilia estdo sendo estudadas, dentre as quais: Trichilia casaretti C. DC.; Trichilia
catigua A. Juss; Trichilia clausseni C. DC.; Trichilia elegans A. Juss; Trichilia pallens
C. DC. e; Trichilia pallida Swartz que foram avaliadas em comparacado com o extrato
aquoso de sementes de A. indica sob lagartas de 1° instar de S. frugiperda,
destacando-se o extrato aquoso de T. pallens que ocasionou 98,7% de mortalidade
larval, mas n&o diferiu do extrato de A. indica (BOGORNI; VENDRAMIM, 2003).

Além destes Oleos, as espécies da familia Myrtaceae apresentam atividade
inseticida, como € o caso das pertencentes ao género Eucalyptus. Haas et al. (2014)

verificaram a acdo inseticida do extrato aquoso de folhas de eucalipto, como
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alternativa para o manejo de S. frugiperda. Neste trabalho os autores comprovaram
que o extrato de Eucalyptus robusta Smith, afetou o desenvolvimento de S.
frugiperda durante a fase larval e apresenta atividade inseticida sob 2° instar com a

taxa de mortalidade acima de 75%.

2.4 ASSOCIACAO DE VIRUS ENTOMOPATOGENICO E OLEOS ESSENCIAS

A associacdo com virus entomopatogénico e Oleos essenciais € de consideravel
interesse no manejo integrado de pragas, devido aos efeitos sinérgicos gerados pela
associacdo que podem funcionar com aditivos, proporcionando a utilizacdo de
menores quantidades dos produtos e aumento da mortalidade (NATHAN,
KALAIVANI, CHUNG, 2005; ALMEIDA et al., 2017). Contudo, apesar da
comprovacdo dos beneficios da associacdo entre entomopatdégenos e Oleos
essenciais de plantas, estudos devem ser realizados para avaliar a compatibilidade
entre 0S mesmos, isso para que nao haja interferéncia no modo de acdo de um
sobre o outro (PESSOA et al., 2014).

Baseado nesse contexto, estudos comprovam o efeito da associacdo dos virus
entomopatogénicos com 0Oleos vegetais, a exemplo da combinacédo do extrato de A.
indica com o virus Spodoptera litura multiple nucleopolyhedrovirus (SpltMNPV) que
afetou o desenvolvimento larval da espécie Spodoptera litura (Fabricius, 1775)
(Lepidoptera: Noctuidae) (NATHAN; KALAIVANI, 2005). Resultados similares em
relacdo ao desenvolvimento larval e efeito letal, também foram observados com a
associacado do Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPV) e o composto
majoritario do extrato de neem, a azadiractina, em larvas do 3 a 6° instar de
Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) (KUMAN et al.,
2008).

Em outro estudo associativo com 6leo de neem e SpltMNPV verificou-se o efeito
sinérgico, assim a associacdo de Oleo de neem e SpltMNPV possibilitou um
aumento na mortalidade larval de S. litura quando comparado com o uso isolado dos
respectivos tratamentos, comprovando assim o0s beneficios da associacdo de
compostos vegetais e virus entomopatogénicos (NATHAN; KALAIVANI, 2006).
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Dessa forma, 0s 0leos ou extratos vegetais podem aumentar a eficiéncia do virus
quando associados, como também observado por Sokame et al. (2015), quando
avaliaram a associacdo do o6leo de neem e o Maruca vitrata multiple
nucleopolyhedrovirus (MaviNPV) visando ao manejo da espécie Maruca vitrata
(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). Outro estudo realizado por Kumar e Muragan
(1998) comprova esse efeito sinérgico do HearNPV associado com 6leo de neem
resultando no aumento da mortalidade, bem como na reducdo da oviposicdo e
longevidade dos adultos de H. armigera. Dessa forma, a associacdo de virus
entomopatogénicos e Oleos vegetais conferem uma vantagem no manejo integrado

de pragas, especialmente de uma praga que é polifaga como S. frugiperda.
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CAPITULO 2 - TOXICIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS A Spodoptera frugiperda (J.
E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

Oleos essenciais sd0 compostos organicos pertencentes a classe dos metabolitos
secundarios que vém se destacando no controle de diferentes espécies de insetos-
praga. No presente trabalho, objetivou-se avaliar a toxicidade dos 6leos de Copaiba
(C. officinalis), Citronela (C. nardus), Cravo (E. caryophyllata), Eucalipto (E.
globulus), Melaleuca (M. alternifolia), Palmarosa (C. Martini) e Neem (A. indica) a S.
frugiperda. Para isso, avaliou-se o efeito ovicida através do método de imersdo e o
efeito inseticida as lagartas do 1° 2° e 3° instar mediante a pulverizacdo das
respectivas solucdes dos o6leos vegetais. Os resultados comprovam a atividade
ovicida de todos os 6leos, com indices de mortalidade acima de 47%, destacando-se
os Oleos de citronela, cravo, melaleuca e palmarosa que foram os mais eficientes.
Com relacéo a atividade inseticida as lagartas de S. frugiperda no 1° e 2° instar, 0s
Oleos de copaiba e neem foram os mais eficientes. Assim, com base nos resultados
de mortalidade e na estimativa da concentracdo letal, o 6leo de neem foi 0 mais
toxico a S. frugiperda, comprovando a sua importancia para o manejo dessa espécie

de inseto praga.

Palavras- chave: MIP. Neem. Lagarta-do-cartucho.
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CHAPTER 2 - TOXICITY OF ESSENTIAL OILS Spodoptera frugiperda (J. E.
SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT

Essential oils are organic compounds belonging to the class of secondary
metabolites that have been prominent in the control of different species of insect
pests. The objective of this study was to evaluate the toxicity of Copaiba (C.
officinalis), Citronela (C. nardus), Cravo (E. caryophyllata), Eucalipto (E. globulus),
Melaleuca (M. alternifolia), Palmarosa (C. Martini) and Neem (A. indica) to S.
frugiperda. For this, the ovicidal effect was evaluated through the immersion method
and the insecticidal effect to the 1%, 2" and 3" instar caterpillars by spraying the
respective solutions of the vegetable oils. The results confirm the ovicidal activity of
all oils, with mortality rates above 47%, especially citronela, cravo, melaleuca and
palmarosa oils that were the most efficient. Regarding the insecticidal activity of S.
frugiperda caterpillars in the 1% and 2" instar, the copaiba and neem oils were the
most efficient. Thus, based on the results of mortality and the estimation of lethal
concentration, neem oil was the most toxic to S. frugiperda, proving its importance for

the management of this species of insect plague.

Keywords: MIP. Neem. Fall armyworm.
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1 INTRODUCAO

As plantas produzem uma enorme variedade de metabdlitos secundarios que sao
utilizados nas mais diversas interacdes existentes com outros seres Vvivos, como por
exemplo, inibindo a fitofagia de insetos praga ou o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos (LOPEZ et al., 2013).

Nesse sentido, a busca por substancias ou compostos de origem vegetal, sejam
Oleos ou extratos, que possam ser utilizados para evitar os prejuizos decorrentes da
alimentacao de insetos praga é uma medida vidvel e com eficacia comprovada para
implementacdo em programas de manejo integrado de pragas (COLPO et al., 2014,
BRAHMI et al., 2016).

Oleos essenciais sdo compostos volateis que sdo produzidos no metabolismo
secundario das plantas, variando com a intensidade e composicdo de acordo a
espécie, época de coleta e condicdes edafoclimaticas (SIMOES; SPITZER, 2003;
YAZDANI et al., 2014).

A espécie Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), € um
inseto responsavel por ocasionar sérios prejuizos em diversas culturas de grande
importancia econémica. O manejo desta praga tem sido realizado geralmente pelo
método quimico. Contudo, o uso inadequado desse método tem favorecido a
selecdo de populacdes resistentes aos inseticidas quimicos sintéticos, além de

causar efeitos negativos a saude das pessoas e ao ambiente (SALEEM et al., 2016).

Desta maneira, objetivou-se avaliar o efeito ovicida e a toxicidade dos o6leos
essenciais de Copaiba (Copaifera officinalis Linné.), Citronela (Cymbopogon nardus
L. Rendle), Cravo (Eugenia caryophyllata Thunb), Eucalipto (Eucalyptus globulus
Labill), Melaleuca (Melaleuca alternifolia Maiden e Betche, Cheel), Palmarosa
(Cymbopogon martini Roxb. Wats.) e do 6leo de neem (Azadirachta indica A. Juss)

as lagartas de S. frugiperda, visando a utilizacdo no manejo dessa praga.
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2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratorio de Controle Microbiano
de Insetos, Setor de Entomologia do NUDEMAFI (Nucleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas) localizado
no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCAE/UFES).

2.1 MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DE S. frugiperda

Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda, provenientes da criacdo massal mantida
no Laboratério de Entomologia do NUDEMAFI. A multiplicacdo e manutencéo foram
realizadas em sala climatizada com as seguintes condi¢des: temperatura: 25 + 2 °C,
umidade relativa: 60% e fotofase: 12 horas. Adultos foram mantidos em gaiola de
PVC alimentados por meio de algodao embebido em solu¢do de mel em 10%. Como
substratos para a oviposicdo foram utilizadas folhas de papel branco recobrindo o
interior das gaiolas, sendo retiradas a cada dois dias para a remoc¢ao das posturas,
as quais foram mantidas em potes plasticos transparentes até a eclosédo das larvas.
Em seguida, as larvas foram transferidas com o auxilio de um pincel de cerdas
macias para recipientes de acrilico (50 mL) contendo dieta artificial a base de feijao,
germe de trigo e levedura de cerveja (NALIM, 1991). Posteriormente, as larvas foram
individualizadas com aproximadamente 10 dias de vida em recipientes de acrilico
(Gerbox® - 3 cm de diametro) até a fase pupal e o alimento (dieta artificial) foi
fornecido ad libitum. ApOs a emergéncia dos adultos, os mesmos foram transferidos

para as gaiolas de criacdo, dando continuidade ao ciclo.

2.2 OBTENCAO DOS OLEOS VEGETAIS

Foram utilizados os 6leos essenciais de Copaiba (C. officinalis), Citronela (C.
nardus), Cravo (E. caryophyllata), Eucalipto (E. globulus), Melaleuca (M. alternifolia)

e Palmarosa (C. Martini) adquiridos na empresa Solua Coml Ltda — Phytoterapica e
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também um 6leo vegetal a base de Neem (Neenmax®), que foi adquirido em uma

loja de produtos agropecudrios.

2.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA  GASOSA  ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As andlises da composicao quimica dos o6leos essenciais foram feitas no Laboratoério
de Investigacdo Quimica de Inseticidas Naturais do Departamento de Quimica da

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Os oOleos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria em massa (CG-EM), modelo QP-PLUS-2010 da Shimadzu® A
coluna cromatografica utilizada foi a do tipo capilar de silica fundida Rtx-5MS néo
polar, de 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno, utilizando hélio como
gas de arraste. As temperaturas utilizadas foram de 260 °C para o injetor e detector.
A temperatura inicial da coluna foi de 60 a 240 °C, sendo programada para ter
acréscimos de 3 °C a cada minuto. O volume de injecéo foi de 0,5 mL de solucdo
diluida (1/100) dos 6leos em n-hexano. A identificagdo dos componentes foi baseada
nos indices de retencdo de CG-EM, com referéncia a uma série homéloga de n-
alcanos Cg-Cy4 calculada usando a equacao de Van den Dool e Kratz (VAN DEN
DOOL E KRATZ, 1963).

Os constituintes dos 0Oleos essenciais foram identificados pela comparacdo dos
espectros de massas obtidos com o0s espectros de massas existentes no banco de
dados do equipamento (Wiley7) e também pela comparacéo dos valores dos indices
de Kovats, calculados com os valores tabelados e pelos dados da literatura
(ADAMS, 2007).

2.4 ATIVIDADE INSETICIDA DE OLEOS VEGETAIS A S. frugiperda

Para verificacdo da atividade inseticida dos Oleos vegetais, foram utilizados ovos de

12 horas de idade e lagartas de 1° 2° e 3° instar de S. frugiperda, com
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respectivamente 2, 4 e 6 dias de vida. Inicialmente, foram realizados testes com a
concentracédo de 2%, visando avaliar a viabilidade da respectiva utilizagcdo de cada

0leo, isso se baseando na concentracao letal.

Para a realizacao dos bioensaios, todos os 6leos foram diluidos usando acetona (2%
vlv), Tween® 80 (0,05% v/v) e agua destilada, para o controle utilizou-se acetona
(2% viv), Tween® 80 (0,05% v/v) e &gua destilada, seguindo a metodologia proposta
por Ataide (2017), que avaliou a toxicidade de Oleos essenciais a ovos e larvas de

Duponchelia fovealis Zeller, 1847 (Lepidoptera: Crambidae).

Os ensaios foram conduzidos em camara climatica, ajustada nas seguintes
condigbes: Temperatura: 25 + 2 °C, umidade relativa de 60% e fotofase de 12

horas).

2.4.1 Efeito ovicida de 6leos vegetais sobre os ovos de S. frugiperda

Para realizacdo desse ensaio, foram separados lotes com ovos de S. frugiperda com
12h de idade, sendo cada lote composto por 30 ovos. Posteriormente, para avaliar o
efeito ovicida, os ovos foram imersos nas respectivas solu¢cdes dos 6Oleos vegetais
por um periodo de 30 segundos e em seguida acondicionados em recipientes de
acrilico (Gerbox® - 3 cm de diametro). O ensaio foi composto por oito tratamentos,
Oleos vegetais e controle, respectivamente, sendo que para cada tratamento foram
utilizados 300 (trezentos) ovos, perfazendo assim 10 repeticbes/tratamento. As
avaliacOes foram realizadas diariamente durante 72h, determinando-se o numero de

ovos eclodidos e nao eclodidos.

2.4.2 Efeito inseticida de 6leos vegetais as lagartas de S. frugiperda

Para execucdo dessa segunda etapa, realizou-se a pulverizagao de 1 mL da solugao
de cada 6leo, sobre os trés primeiros instares larvais de S. frugiperda. Dessa forma,
com o auxilio de um micropulverizador, tipo aerégrafo, com pressdo ajustada para

15 Ib/pol?, uma aliquota de 1 mL da solucdo de cada tratamento foi pulverizada
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sobre um lote de insetos no respectivo instar larval e, em seguida, para cada
tratamento, cinco insetos foram agrupados e acondicionados em um recipiente de
acrilico (3 cm de diametro) contendo um pedaco de dieta artificial (2 cm®) como fonte
alimentar nas mesmas condi¢cdes climéaticas do ensaio anterior, com oito tratamentos
com 10 repeticBes, perfazendo assim: 400 lagartas para cada instar larval. As
avaliacdes foram realizadas diariamente durante 72h.

2.5 ESTIMATIVA DA CONCENTRACAO LETAL (CL)

Para estimar a concentracdo letal foram utilizados o 6leo essencial de copaiba e o
0leo de neem, isso baseado na maior toxicidade destes 6leos as lagartas de 1°
instar de S. frugiperda (Tabela 3). Assim, para estimar a concentracdo letal foram
utilizadas 9 concentracbes espacadas em escala logaritmica, a saber: 0,1; 0,145;
0,211; 0,307; 0,446; 0,649; 0,944; 1,372 e 2% (v/v). As solucbes dos Oleos foram
diluidas usando acetona (2% v/v), Tween 80® (0,05% v/v) e 4gua destilada (AD).
Para o controle utilizou-se acetona (2% v/v), Tween® 80 (0,05% v/v) e AD. A
metodologia experimental foi similar a adotada para avaliacdo do efeito inseticida as
lagartas (Item 2.4.2), ou seja, 0 preparo das respectivas solucdes e a técnica de
pulverizacdo, bem como as avalia¢cdes foram realizadas diariamente até 72 horas,
com cinco repeticdes, com cinco insetos para cada concentragdo analisada, trés

vezes ao longo do tempo.

2.6 ANALISE DOS DADOS

O modelo experimental adotado foi em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), os dados de mortalidade foram submetidos ao modelo linear generalizado
com distribuicdo de Poisson (MLG-Poisson; p<0,05), com zeros inflados, sendo as
meédias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Os dados referentes a mortalidade da concentragdo letal do 6leo de neem e 6leo de
copaiba foram submetidos a andlise de Probit. O software utilizado em todas as

analises foi 0 programa estatistico R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os principais constituintes quimicos encontrados nos 06leos essenciais estao

apresentados na Tabela 1.

Por sua vez, a andlise quimica do éleo de copaiba indicou a presenca de 42,46% de
B-cariofileno, aromadendreno (8,42%), B-duprezianeno (7,43%) e 2-epi-a-funebreno
(6,29%) como principais constituintes quimicos (Tabela 1). A composi¢cdo quimica do
Oleo de copaiba extraido da espécie Copaifera multjuga Hayne (Fabaceae) foi
analisada por Silva et al. (2017), que também encontraram como constituinte
majoritario o B-cariofileno apresentando 75%.

Os principais compostos quimicos encontrados no 6leo essencial de citronela foram
o0 geraniol (44,60%), citronelal (23,62%) e citronelol (15,31%) (Tabela 1). Este
resultado € similar ao verificado por Scherer et al. (2009), que também identificaram
0S compostos majoritarios B-citronelal (45%), geraniol (20,71%) e [-citronelol
(14,49%).

Os constituintes quimicos majoritarios verificados na analise do 6leo essencial de
cravo foram o eugenol (83,68%), B-cariofileno (11,41%), a-humuleno (3,22%)
(Tabela 1). A composicdo quimica do 6leo essencial de cravo foi analisada por
Scherer et al. (2009), que encontraram 0S compostos majoritarios, eugenol
(83,75%), B-cariofileno (10,98%) e a-humuleno (1,26%).

O oleo essencial de eucalipto apresentou na sua composi¢cado 1,8-cineol (84,39%),
(E)-B-ocimeno (5,60%), a-pineno (5,15%) (Tabela 1). Algumas pesquisas destacam
a mesma relacdo de compostos quimicos encontrados em Eucalyptus globulos
Labill. Estudos revelam como principais constituintes predominantes do 6leo desta
espécie o 1,8-cineol, com teor de 60-85% (VIEIRA, 2004). Em outro estudo similar, o
principal composto majoritario, 1,8-cineol, foi encontrado em algumas espécies,
Eucalyptus microcorys F. Muell (66,2%), Eucalyptus urophylla S. T. Blake (65,4%) e
Eucalyptus camaldulensis Dehn (44,8%) (PEREIRA, 2010).
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Tabela 1. Composicao quimica dos 6leos essenciais.

(Continua)
Componentes IR? IR _ : Oleos essenciais
Copaiba Citronela Cravo Eucalipto Melaleuca Palmarosa
a-Pineno 928 932 - - - 5,15% - -
B-Pineno 970 974 - - - 0,76% - -
a-Terpineno 1011 1014 - - - 1,29% - -
Silvestreno 1023 1025 - - - 1,31% - -
1,8-Cineol 1026 1026 - - - 84,39% - -
(E)-B-Ocimeno 1042 1044 - - - 5,60% - -
Terpinolene 1081 1086 - - - 0,02% - -
Citronelal 1143 1148 - 23,62% - - - -
Iso-pulegol 1150 1155 - 0,34% - - - -
(2)-isocitral 1156 1160 - 0,35% - - - -
Neo- Mentol 1157 1161 - - - 0,15% - -
a-Terpineol 1183 1186 - 0,53% - - - -
Citronelol 1220 1223 - 15,31% - - - -
Neral 1231 1235 - 3,62% - - - -
Geraniol 1246 1249 - 44,60% - - - 80,87%
Geranial 1260 1264 - 4,84% - - - -
Formatode 570 1071 - 0,19% : : : :
Citronela
ghidroxineo- 1554 1328 - 0,29% : : : :
Mentol
(E)-Patchenol 1328 1328 - 0,69% - - - -
Eugenol 1356 1351 - - 83,68% - - -
Acetato nerilo 1355 1359 - 1,67% - - - -
B-Cariofileno 1415 1417 42,46% 1,12% 11,41% - 1,02% -
B-Gurjuneno 1430 1431 - 0,48% - - - -
(2)-B-Farneseno 1438 1440 - 0,19% - - - -
a-humuleno 1452 1450 - - 3,22% - - -
Trans-Muurola-—y pen 1451 - 0,24% : : . :
3,5-dien
GermacrenoD 1480 1483 - 0,56% 0,24% - - -
Cis-B-Guaieno 1488 1492 - 0,28% - - - -
Cubebol 1510 1514 - 0,30% - - - -
Cubebol 1514 1516 - - 0,23% - - -
Acetato eugenol 1521 1525 - - 0,19% - - -
Cis- 1528 1528 - . 0,13% . . .
Calameneno
Germacreno B 1559 1555 - - 0,43% - - -
Iso-Sylvestreno 1008 1007  0,23% - - - - 0,54%
p-Cymeno 1022 1020 0,40% - - - 6,90% 3,73%
a-Pineno 933 932 - - - - 0,22%

1,8-Cineole 1030 1026 0,64% - - - - -

Acetatode  1o0s 1554 13500 ; ; ; - ;
linalol
2-epi-a- 1382 1380  6,29% ] ] - ; -
Funebreno
7-epi-

0 ) - - = -
Sesquithujeno 1391 1390  1,99%

a-Gurjuneno 1409 1409 0,52% - - - - -
B-Cedreno 1420 1419 2,00% - - - - -
B-Duprezianeno 1422 1421  7,43% - - - - -
48-0xd0 B 4454 1423 0,45% : : : : :
Cariofileno
B-Copaeno 1432 1430 1,12% - - - 0,56% -
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Tabela 1. Composicao quimica dos 6leos essenciais.
(Continuacéo)

a b Oleos essenciais
Componentes IR | _ . -
Copaiba Citronela Cravo Eucalipto Melaleuca Palmarosa
Epoxidollde — yqq8 1608  0,23% : : i i :
humulenoll
Isobutanoato de ;01 1490 4.90% i i i i i
neryl

Cis-B-guaieno 1493 1492 1,10% - - - - -
Trans-muurola o
4(14),5dieno 1493 1493 4,17% - - - - -
B-Bisaboleno 1505 1505 0,80% - - - - -
a-Cadineno 1538 1537 0,46% - - - - -
Davanone B 1566 1564 0,33% - - - - -

Oxidode — 15g3 1582 2,16% . . . . :
cariofileno
Junenol 1619 1618 0,77% - - - - -
(E)-B-Ocimeno 1048 1044 0,19% - - - - -
a-Fencheno 950 945 - - - - 2,74% -
Sabineno 971 969 - - - - 0,67% -
Mirceno 990 988 - - - - 0,79% 0,11%
B-Pineno 976 974 - - - - 0,77% 0,08%
a-Phellandreno 1002 1002 - - - - 0,69% -
a-Terpineno 1013 1014 - - - - 6,00% -
Silvestreno 1027 1025 - - - - 4,00% -
y-Terpineno 1059 1054 - - - - 15,57% -
Terpinoleno 1085 1086 - - - - 3,44% -
Terpinen-4-ol 1177 1174 - - - - 38,63% -
a-Terpineol 1188 1186 - - - - 3,64% -
Trans-
Ascaridole 1269 1266 - - - - 0,29% -
glicol
2-El- 1204 1293 - : : . 0,33% :
Isomentona
Metil geranato 1324 1322 - - - - - 0,84%
a-Cubebeno 1348 1345 - - - 0,47%
Acetatode 391 1379 - : : . . 10,37
geranilo
B-Panasinseno 1384 1381 - - - - 0,70% -
Iso-Longifoleno 1390 1389 - - - - 2,38% -
Sibireno 1400 1400 - - - - 0,32% -
B-Longipineno 1402 1400 - - - - 0,22% 3,04%
oCis- 1411 1412 - . . - 0,28% -
Bergamoteno
B-Gurjuneno 1433 1431 - - - - 0,49% -
Khusimeno 1455 1453 - - - - 1,56% -
Dehidro- 1462 1460 - . . . 0,24% .
aromadendreno
y-Muuroleno 1479 1478 - - - - 2,18% -
Ar-Curcumeno 1480 1479 - - - - 0,68% -
GermacrenoD 1485 1484 - - - - 0,38% -
Aromadendreno 1441 1439  8,42% - - - - -
CisMuurola- 50 1448 2,.85% . . - - -
3,5-dieno

a-neo-Cloveno 1454 1452 1,26% - - - - -
Propanoatode 1,5, 1450  0.879% ] ] - - ]
neryl
Allo-

1460 1458 0,78% - - - 0,72% -
Aromadendreno
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Tabela 1. Composicdo quimica dos 6leos essenciais.
(Conclusao)

Oleos essenciais

Componentes  R? =S _ : :
Copaiba Citronela Cravo Eucalipto Melaleuca Palmarosa
Cis-Cadina- o
1(6),4-dieno 1463 1461 0,41% - - - - -
Isovaleratode ) j50 1466  0,49% : : : : :
Linalol
Dauca5.8- 147, 1471 213% - : : . :
Dieno
Total - - 97,20%  99,22% 99,53% 98,67% 96,66% 99,80%
Monoterpenos - - 2,81% - - - 84,46% 86,39%
Sesquiterpenos - - 94,39% - - - 12,2% 13,41%

IR? = indice de Retenc&o Calculado. IR = indices de Retenc&o Linear da Literatura

Na analise do Oleo de palmarosa observou-se que o mesmo € constituido
majoritariamente pelos compostos geraniol (80,87%), acetato de geranilo (10,37%) e
B-longipineno (3,04%) (Tabela 1). Este resultado corrobora com o verificado por Rao
et al. (2005), que encontraram teores de 78-85% de geraniol e 3,0-12% de acetato
de geranila em diferentes amostras de 6leo essencial de palmarosa.

O oleo de melaleuca apresentou na sua composi¢do o terpinen-4-ol (38,63%), y-
terpineno (15,57%), p-cimeno (6,90%). a-Terpineno (6,00%), Silvestreno (4,00%), a-
Terpineol (3,64%) e Terpinoleno (3,44%) (Tabela 1). Este resultado é similar ao
encontado por Oliveira et al. (2003), que também identificaram 0s compostos
majoritarios do 6leo de melaleuca, terpinen-4-ol (40%), y-terpineno (23%) e a-

terpineno (10%).

3.2 EFEITO OVICIDA DE OLEOS VEGETAIS SOBRE OS OVOS DE S. frugiperda

Com base nos resultados, os Oleos de citronela, cravo, melaleuca e palmarosa
foram significativamente semelhantes e apresentaram maior atividade ovicida aos

ovos de S. frugiperda (Tabela 2).
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Tabela 2. Mortalidade média de ovos de S. frugiperda (x EP) submetidos a diferentes 6leos vegetais
(Temperatura: 25 £ 2 °C; Umidade relativa: 60% e Fotofase: 12h).

Oleos vegetais Mortalidade média™*
Neem 47,33+ 4,22d
Copaiba 93,33 £2,00b
Citronela 100,00 + 0,00a
Cravo 98,33 + 0,50a
Eucalipto 78,00 + 2,53c
Melaleuca 100,00 + 0,00a
Palmarosa 100,00 + 0,00a
Controle 9,43 + 2,56e
MLG- Poisson 26,234
GL 7
P- valor 0,0004573

"Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
’Analise feita com base no nimero de ovos, segundo distribuicdo de Poisson.

A atividade ovicida dos Oleos essenciais de citronela, palmarosa e melaleuca pode
estar associada a presenca dos constituintes majoritarios, como o geraniol no 6leo
de citronela (44,60%), geraniol no Oleo de palmarosa (80,87%) e melaleuca
(38,63%) de Terpinen-4-ol. O efeito ovicida do 6leo de citronela ja foi observado em
ovos de Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae), com indices de
mortalidade entre 62 a 81% de mortalidade (COLPO et al., 2014). Em outro estudo,
foi avaliado o extrato aquoso de Melia azedarach L. da familia Meliaceae, que tem
como principal composto majoritario a azadiractina, em ovos de S. frugiperda. N&o
foi verificado efeito toxico do extrato aquoso nos ensaios de atividade ovicida.
Porém, adultos provenientes de lagartas intoxicadas com extrato em 0,1%,
apresentaram alteracdes em parametros reprodutivos tais como: niumero de ovos
por fémea, ovos por postura e viabilidade dos ovos (MORONESE; GALLEGOS,
2009). A mortalidade dos insetos na fase de ovo pode ser de grande importancia no
manejo dessa praga, pois evitaria 0s danos causados na cultura mediante a
alimentacéo do inseto na fase larval (CAMPOS; BOICA JUNIOR, 2012).

3.3 EFEITO INSETICIDA DE OLEOS VEGETAIS AS LAGARTAS DE S. frugiperda

Com base nos resultados (Tabela 3), o 6leo de copaiba e o 6leo de neem
ocasionaram, respectivamente 94% e 82% de mortalidade no 1° instar larval.

Corroborando com esses resultados, pesquisas comprovam o efeito inseticida do
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Oleo puro de plantas do género Copaifera as larvas de S. frugiperda (SANTOS et al.,
2016).

Uma das razdes na qual o 6leo de copaiba ocasionou uma maior mortalidade de
lagartas do primeiro instar pode ser atribuida aos componentes quimicos
majoritarios, principalmente a producdo de [-cariofileno, que é particularmente
efetivo contra lepidépteros (LEANDRO et al., 2012).

O efeito inseticida do 6leo de neem foi comprovado em todos os instares larvais,
com o maior percentual de mortalidade no 1° instar (82%), ou seja, houve um
decréscimo do efeito inseticida com o desenvolvimento larval do inseto (Tabela 3).
Por sua vez, alguns estudos comprovam a acao inseticida do 6leo de neem a S.
frugiperda e estabelecem a relacdo fagodeterrente do composto majoritario,
azadirachtina, que causa bloqueio na alimentacao dos insetos (MORDUE; NISBET,
2000; CONCESCHI et al., 2011).

Tabela 3. Atividade inseticida de 6leos vegetais a S. frugiperda (Temperatura: 25 + 2 °C; Umidade
relativa: 60% e Fotofase: 12h).

Oleos vegetais 1° instar™? 2° instar™* 3° instar™?

Neem 82,00 £ 0,23a 44,00 £ 0,29a 30,00 £ 0,40a
Copaiba 94,00 £ 0,21a 40,00+ 0,47a 2,00 £ 0,10b
Citronela 8,00 + 0,22c 2,00 +0,10c 2,00 £ 0,10b
Cravo 34,00 £ 0,33b 10,00 + 0,22c 18,00 + 0,23a
Eucalipto 4,00 + 0,13c 0, 00 + 0,00c 0, 00 + 0,00b
Melaleuca 28,00 + 0,40b 20,00 £ 0,26b 2,00 £ 0,10b
Palmarosa 40,00 + 0,056b 26,00 + 0,33b 0, 00 = 0,00b
Controle 6,00 = 0,15c 2,00 + 0,10c 0,00 + 0,00b

MLG- Poisson 75,688 27,397 18,355

GL 7 7 7
P-valor <0,0001 0,0002827 0,01047

"Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott-Knott em 5% de probabilidade.
’Analise feita com base no nimero de individuos, segundo distribuicdo de Poisson.

Quanto a mortalidade de lagartas no 2° instar, o uso de Oleos vegetais em S.
frugiperda, indicou que a maior média obtida foi encontrada com o 6leo de neem
(44,00%), que por sua vez nao diferiu de copaiba (40,00%) (Tabela 3).

Os resultados encontrados para o 0leo de neem assemelham-se aos obtidos por

Mcagnan et al. (2012) que, verificaram a mortalidade de 40% das lagartas do 2°
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instar de S. frugiperda, comprovando o efeito inseticida do 6leo de neem. Por outro
lado, Samia et al. (2016), estudando a bioatividade de extratos aquosos originarios
de plantas do género Copaifera, observaram que teve um efeito negativo na biologia
de S. frugiperda, quando fornecidos na dieta ou na pulverizacdo nas larvas de 2°

instar.

Considerando o efeito inseticida as larvas de S. frugiperda no 3° instar, verifica-se
gue apenas o 0Oleo de neem e 6leo de cravo ocasionaram indices de mortalidade
que possam ser considerados no ambito do manejo fitossanitario, com taxas de
mortalidade de 30 e 18%, respectivamente (Tabela 3). Resultados semelhantes
foram encontrados por Lima et al. (2010), que comprovaram o efeito inseticida do
neem sobre larvas de 3° instar de S. frugiperda, com taxas de mortalidade entre 7,5
a 27,5%. Viana e Prates (2005), estudando o extrato aquoso de folhas de neem,
constataram que a mortalidade de lagartas de S. frugiperda até o terceiro instar foi
significativa com indices de 90% de mortalidade. Por outro lado, o potencial
inseticida do Oleo essencial de cravo, também foi comprovado sobre lagartas de 3°
instar de Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) na
concentracéo de 1% (v/v), obteve 20,00% de mortalidade (SOARES et al., 2011).

3.4 ESTIMATIVA DA CONCENTRAGAO LETAL (CL)

A partir dos resultados obtidos na anélise de mortalidade de ovos e lagartas de 1°, 2°
e 3° instar (Tabelas 2 e 3), optou-se por investigar a concentracao letal dos 6leos de
neem e copaiba, isso baseando-se no controle aplicado dessa espécie, ou seja,
controlar antes que possa ocasionar danos ou injlrias as culturas de interesse
agricola, como, por exemplo o milho. Os resultados das curvas de concentracdo de
mortalidade de S. frugiperda expostas aos 6leos vegetais de neem e copaiba estao

apresentados na (Tabela 4).
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Tabela 4. Inclinacdo das curvas de concentracao-resposta e concentracao letal (CLsg € Clgs), trés
vezes no tempo, do bleo essencial de Copaiba (Copaifera officinalis) e 6leo de Neem (Azadirachta
indica), sobre lagartas de 1° instar de S. frugiperda (Temperatura: 25 + 2 °C, Umidade relativa: 60% e
Fotofase: 12h).

Oleos a oo b ClsoVIv Clgs VIV 2d i e f
vegetais N Inclinacdo + EP (1IC95%)° (1C95%)° X P-valor- GL
. 0,567 3,445
Copaiba 667 2,100 + 0,212 (0,491-0,660)  (2,533-5,241) 14,17 0,951 7
0,232 1,937

Neem 659 1,785+ 0,179 10,44 0,835 7

(0,188-0,276)  (1,408-3,052)

% Nimero de insetos usados no teste;

® Inclinagéo + Erro padrao;

° Intervalo de confiangca em 95% de probabilidade;
4 Teste de qui-quadrado;

¢ Probabilidade de significancia;

f Graus de liberdade.

Estas curvas foram utilizadas para identificar a toxicidade dos 6leos para as lagartas
de S. frugiperda no 1° instar. Observa-se pela Tabela 4, que as concentracoes letais
necessarias para matar 50% (CLso) € 95% (CLgs) da populagbes de S. frugiperda
utilizando-se o 6leo de copaiba foram de 0,567% v/v e 3,445% v/v, respectivamente
e para o Oleo de neem foram 0,232% v/v e 1,937% v/v, respectivamente. Dessa
forma, o 6leo de neem foi mais tdxico tanto para a ClLsy quanto para a CLgs,
necessitando uma menor quantidade de produto para causar mortalidade. Por outro
lado, o Oleo de copaiba apresentou menor toxicidade, necessitando maior
guantidade de produto para garantir a mortalidade dos insetos comparativamente ao

Oleo de neem (Tabela 4).

Os resultados obtidos nesse trabalho concordam com Bernardi et al. (2011) que
testando a eficiéncia de um produto comercial a base do 6leo de neem (NeemAzal-
T/S®), sob as lagartas recém-eclodidas de Bonagota salubricola (Meyrick, 1937)
(Lepidoptera: Tortricidae), estimaram a CLsp e CLgg com taxas entre 0,15% e 0,24%,
respectivamente. Em outro trabalho, a concentracao letal (CLso) estimada do 6leo de
neem foi de 0,213% para lagartas de 3° instar de S. frugiperda (CAMPOS; BOICA
JUNIOR, 2012).

O dleo essencial de copaiba tem como principal componente quimico o B-cariofileno,
com efeito inseticida contra lepidopteros (LEANDRO et al., 2012). Assim como
encontrado no presente trabalho (Tabela 3 e 4), outros estudos comprovam a

atividade inseticida do 6leo de copaiba as larvas de S. frugiperda, como pode ser
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verificado no estudo desenvolvido por Santos et al. (2016) com 11 espécies de
plantas, os autores avaliaram o efeito inseticida dos 6leos vegetais extraidos dessas
espécies, sob o0 3° instar de S. frugiperda, e constataram que o 6leo extraido de uma
espécie do género Copaifera (Fabaceae) apresentou maior toxicidade para as

lagartas, sendo mais téxico que os demais 0Oleos avaliados.

Assim, o 6leo de neem e o 6leo de copaiba apresentaram atividade inseticida contra
S. frugiperda, o que pode ser atribuido pela ocorréncia das interacfes entre o0s
constituintes majoritarios, uma vez que 0s compostos quimicos, independentemente
da concentracdo no 6leo vegetal, exercem um papel de extrema significancia no

manejo integrado de pragas.

4 CONCLUSAO

Todos os Oleos apresentaram atividade ovicida, porém os 6leos de citronela,

palmarosa e melaleuca foram mais toxicos.

O d6leo de neem e de copaiba apresentam atividade inseticida satisfatoria sobre as

larvas de 1° e 2° instar de S. frugiperda,

Baseando-se na concentracdo letal, o 6leo de neem é mais téxico as larvas de 1°

instar de S. frugiperda.
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APENDICE - ETAPAS DO ESTUDO DE TOXICIDADE DE OLEOS VEGETAIS EM
OVOS E LAGARTAS DE 1°, 2°, 3° [NSTAR DE S. frugiperda.
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Fotos: Alexandra Aparecida Zorzal.

Figura 1. Etapas do estudo de toxicidade de 6leos vegetais em ovos e lagartas de 1°, 2°, 3° instar de
S. frugiperda. (A) Preparacéo das diluicbes de Oleos vegetais; (B) Lagartas sendo transferidas para
gerbox com dieta artificial; (C) Pulverizacdo dos 6leos vegetais; (D) Lagartas mortas pelos 6leos
vegetais; (E) Ovos ndo eclodidos pela imersédo dos 6leos vegetais.
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CAPITULO 3 - ASSOCIACAO DO OLEO DE NEEM E Spodoptera frugiperda
multiple nucleopolyhedrovirus (STMNPV) VISANDO O MANEJO DE Spodoptera
frugiperda (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

Para o controle de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), varios métodos sdo pesquisados, incluindo a associacdo de compostos
vegetais e agentes entomopatogénicos. Assim, no presente trabalho, objetivou-se
avaliar o efeito associativo do Oleo de neem com o virus entomopatogénico
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (STMNPV). Para isso, avaliou-
se o efeito isolado e associativo do 6leo e do virus em lagartas no primeiro instar de
S. frugiperda utilizando respectivamente os valores estimados da CLsy e ClLgs de
ambos os agentes de controle. Por sua vez, a associacao foi realizada com a
combinagdo de 2 mL (SfMNPV) + 2 mL (Oleo de neem) e, em todas as aplicacdes
isoladas 2 mL, seja do SfTMNPV ou 6leo de neem. Assim, para fornecer o alimento
inoculado com os respectivos tratamentos, procedeu-se a pulverizacdo do substrato
alimentar (Pedagos de folhas de milho), utilizando um micropulverizador com
pressdo ajustada para 15 Ib/pol’. Dessa forma, determinou-se que a associacéo do
SfMNPV com o 6leo de neem afetou a multiplicacdo do virus no seu hospedeiro
natural, S. frugiperda, reduzindo consequentemente o nimero de poliedros virais por
lagarta inoculada. Contudo, apesar de nao ter ocorrido uma interacao sinérgica com
a associacao do SfTMNPV e o 6leo de neem, acredita-se que, € uma opcao que pode
ser avaliada em condicbes de campo, isso em virtude dos beneficios que o 6leo
vegetal promove aos poliedros virais no ambiente em relagdo a protecdo contra a

radiacdo ultravioleta.

Palavras- chave: Metabolitos secundarios. Baculovirus. Lagarta-do-cartucho.
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CHAPTER 3 - ASSOCIATION OF NEEM OIL AND Spodoptera frugiperda multiple
nucleopolyhedrovirus  (SfTMNPV)  VISUALIZING THE MANAGEMENT OF
Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT

For the control of Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), several methods are investigated, including the association of plant
compounds and entomopathogenic agents. Thus, in the present work, the objective
was to evaluate the associative effect of neem oil with the entomopathogenic virus
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV). For this, we
evaluated the isolated and associative effect of oil and virus on caterpillars in the first
instar of S. frugiperda using respectively the estimated LCsy and LCgys values of both
control agents. In its turn, the association was performed with the combination of 2
mL (SfMNPV) + 2 mL (neem oil) and, in all isolated applications 2 mL, either STMNPV
or Neem oil. Thus, to provide the food inoculated with the respective treatments, the
food substrate (Corn leaf pieces) was sprayed using a micropulver with a pressure
set at 15 Ib/in% In this way, it was determined that the association of STMNPV with
neem oil affected the multiplication of the virus in its natural host, S. frugiperda,
consequently reducing the number of viral polyhedra per inoculated caterpillar.
However, although a synergistic interaction has not taken place, it is believed that it
is an option that can be evaluated under field conditions, this is due to the benefits
that vegetable oil promotes to viral polyhedra in the environment in relation to

protection against ultraviolet radiation.

Keywords: Secondary metabolites. Baculovirus. Fall armyworm.
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1 INTRODUCAO

A Lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) € um inseto polifago que ataca diversas culturas de importancia
econdmica, dentre as quais o milho. Essa espécie é originaria da regido tropical e
subtropical do continente americano. Entretanto, ja existem relatos de sua
ocorréncia na cultura do milho no continente africano (ROSA; BARCELOS, 2012;
GOERGEN et al., 2016).

O manejo de S. frugiperda é feito basicamente através do uso dos inseticidas
quimicos, plantas geneticamente modificadas e inseticidas biolégicos a base de
Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae). Contudo, além do
B. thuringiensis, existem outros agentes de controle biolégico que podem ser
utilizados visando o manejo de S. frugiperda, destacando-se os parasitoides de ovos
do género Trichogramma Westwood, 1833 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e o
virus entomopatogénico Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyedrovirus
(STMNPV) (TAVARES et al., 2009; BARRERA et al., 2011; CAMARGO et al., 2017).

Pesquisas comprovam a eficiéncia do virus SfTMNPV, por ser especifico e virulento a
S. frugiperda e n&o causar nenhum impacto aos inimigos naturais, vertebrados,
incluindo o homem (VALICENTE et al., 2013). Por outro lado, extratos e Oleos de
diversas espécies vegetais também vém sendo estudados quanto a atividade
inseticida a S. frugiperda (SCAPINELLO et al., 2014; CRUZ et al., 2017). Baseando-
se nessas medidas de manejo, pesquisas comprovam a possibilidade do uso
associado visando a reducédo dos prejuizos decorrentes dessa espécie praga em
diversas culturas de importancia agricola (NATHAN; KALAIVANI, 2006; KUMAN et
al., 2008; SOKAME et al., 2015).

Desse modo, objetivou-se avaliar o efeito associativo do 6leo de neem (Azadirachta
indica A. Juss) com SfMNPV, visando a incorporacdo dessa associacdo aos

programas de manejo integrado de S. frugiperda.
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2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios experimentais foram conduzidos no Laboratério de Controle Microbiano
de Insetos, Setor de Entomologia do NUDEMAFI (Nucleo de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas) localizado
no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCAE/UFES).

2.1 MULTIPLICACAO E MANUTENCAO DE S. frugiperda

Os insetos utilizados nesta pesquisa sao provenientes da criagdo massal mantida no
Laboratorio de Entomologia do NUDEMAFI e a respectiva multiplicacdo e
manutencdo foram realizadas em sala climatizada ajustada nas seguintes condicbes
climaticas: temperatura: 25 = 2 °C, umidade relativa: 60% e fotofase: 12 horas. Para
isso, adultos foram mantidos em gaiola de PVC alimentados por meio de algodao
embebido em solucdo de mel em 10%. Como substratos para a oviposi¢cdo foram
utilizadas folhas de papel branco recobrindo o interior das gaiolas, sendo retiradas a
cada dois dias para a remocao das posturas, as quais foram mantidas em potes
plasticos transparentes até a eclosdo das larvas. Em seguida, as larvas foram
transferidas com o auxilio de um pincel de cerdas macias para recipientes de acrilico
(50 mL) contendo dieta artificial a base de feijdo, germe de trigo e levedura de
cerveja (NALIM, 1991). Posteriormente, as larvas foram individualizadas com
aproximadamente 10 dias de vida em recipientes de acrilico (Gerbox® - 3 cm de
diametro) até a fase pupal e o alimento (dieta artificial) foi fornecido ad libitum. Apo6s
a emergéncia dos adultos, os mesmos foram transferidos para as gaiolas de criacao,

dando continuidade ao ciclo.

2.2 OBTENCAO E PRODUCAO DE SfMNPV

Para o ensaio foi utilizado o isolado 6 de SfMNPV proveniente do Banco de
Entomopatégenos do Laboratério de Controle Bioldgico da Embrapa Milho e Sorgo,
pois esse isolado causa alta mortalidade e alta producgéo viral por lagarta dessa
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espécie. Além disso, foi selecionado por ndo ocasionar o rompimento imediato do
tegumento apos a morte (VALICENTE et al., 2008; VIEIRA et al., 2012).

A multiplicacédo do virus foi feita a partir de uma aliquota inicial na concentracao de 1
x 10° corpos poliédricos de inclusdo (PIB/mL), sendo pipetada (70 pl) na superficie
da dieta artificial (sem formaldeido) contida em tubos de vidro (2 cm de diametro x 8
cm de altura) e em seguida lagartas de S. frugiperda com 8 dias foram
individualizadas. As lagartas mortas com sintomas tipicos de infeccdo por STMNPV

foram recolhidas e congeladas para purificagdo do virus.

A purificacdo do virus seguiu a metodologia proposta por Hashimoto et al. (2000)
com modificagcdes. Com isso, 0s insetos com sintomatologia viral foram macerados
em agua destilada autoclavada contendo SDS em 1% (Dodecil Sulfato de Sodio) e o
liquido proveniente foi filtrado em tecido tipo Voile, isso com intuito de facilitar a
remocao dos tecidos gordurosos e, consequentemente separar o liquido resultante
das partes mais grosseiras das lagartas para obtencdo da suspensao viral de
SfMNPV. Em seguida a suspensdo com as patrticulas virais foi adicionada em tubos
Falcon® (50 mL). O filtrado permaneceu sob agitacdo orbital a 250 rotacbes por
minuto (rmp) por um periodo 30 minutos. Posteriormente, procedeu-se a
centrifugacdo a 6000 rpm/20 minutos durante trés vezes. As particulas virais
precipitadas pelo processo de centrifugacdo formaram um pellet no fundo do tubo,
descartando o sobrenadante em cada centrifugacdo. Em seguida, ap6s a ultima
centrifugacéo o virus purificado foi ressuspenso em agua destilada e armazenado

em freezer a 4 °C para posterior uso nos ensaios.

2.3 OBTENCAO DO OLEO DE NEEM

Apesar dos resultados no capitulo 2, em relacdo a atividade inseticida do 6leo de
copaiba as lagartas de 1° instar, foi utilizado apenas o 6leo de neem (A. indica),
NeemMax®, pois foi mais téxico em ambas as concentracées letais analisadas, CLsg
e Clogs.
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2.4 ESTIMATIVA DA CONCENTRACAO LETAL (CL) DE SfMNPV

O ensaio experimental foi montado com lagartas de 1° instar de S. frugiperda
inoculadas com sete concentracfes de suspensdao viral. As concentracfes utilizadas
foram: 1,00 x 107 1,00 x 10% 1,00 x 10% 5,00x 10% 1,00 x 10° 1,00 x 10° e 1,00 x
10" corpos poliédricos de inclusdo/mL (PIB/mL). Todas as concentracdes foram

escolhidas baseadas na metodologia proposta por Paiva (2013).

A inoculacéo do virus foi realizada através da pulverizagdo de 2 mL das respectivas
suspensdes virais em pedacos de folhas de milho (22 cm?, utilizando um
micropulverizador com presséo ajustada para 15 Ib/pol®. Posteriormente, os pedacos
foliares foram acondicionados em caixas de acrilico tipo Gerbox® (363 cm®) e, em
seguida 15 lagartas foram transferidas com auxilio de um pincel de cerdas macias
para cada unidade amostral.

Dessa forma, cada tratamento foi composto de quatro repeticdes, perfazendo assim
60 insetos por concentragdo. Assim, os pedacos foliares utilizados no controle foram
pulverizados com agua destilada mais espalhante adesivo (Tween® 20). Apés 24h,
os insetos foram individualizados em copos plasticos com tampa (50 mL) contendo
no seu interior um pedaco de dieta artificial (2 cm®) como substrato alimentar. Por
sua vez, o ensaio foi repetido trés vezes ao longo do tempo e conduzido em camara
climatica (Temperatura: 25 + 2 °C, Umidade relativa: 60% e Fotofase: 12h). As
avaliacbes foram realizadas diariamente até o décimo dia, determinando-se o
namero de insetos mortos em cada repeticdo, sendo as lagartas mortas com
sintomas tipicos de infecgcdo por SfMNPV, identificadas por unidade amostral e

armazenadas em freezer a 4 °C.

2.5 ASSOCIACAO DO SfMNPV COM OLEO DE NEEM

Para realizacdo desse ensaio, foram utilizados as concentragdes letais estimadas no
capitulo 2 para o isolado 6 de SfMNPV e o 6leo de neem sobre lagartas de S.
frugiperda no 1° instar. Por sua vez, a associagao foi realizada com a combinacéo de
2 mL (SfTMNPV) + 2 mL (Oleo de neem) e, em todas as aplicagdes isoladas 2 mL,
seja do STMNPV ou 6leo de neem. Dessa forma, para fornecer o alimento inoculado
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com os respectivos tratamentos, procedeu-se a pulverizagdo do substrato alimentar
(Pedacos de folhas de milho) (22 cm?), utilizando um micropulverizador com presséo
ajustada para 15 Ib/pol®. No controle, o substrato alimentar foi pulverizado com agua
destilada mais espalhante adesivo (Tween® 20). Posteriormente, os pedacos foliares
foram acondicionados em caixas de acrilico tipo Gerbox® (363 cm®) e em seguida 15
lagartas foram transferidas com auxilio de um pincel de cerdas macias para cada

unidade amostral.

Entdo, ap6s 24h da pulverizagdo, os insetos foram individualizados em copos
plasticos com tampa (50 mL) contendo no seu interior um pedaco de dieta artificial (2
cm?® como substrato alimentar, fornecido ad libitum e sem nenhum tipo de
inoculacdo. Cada tratamento e o controle tiveram quatro repeti¢cdes, com 15 lagartas
de S. frugiperda por repeticdo. Os parametros avaliados foram baseados na taxa de
mortalidade dos insetos, ou seja, observando-se o tempo de sobrevivéncia. Além
disso, nos tratamentos com SfMNPV, foi determinado a producado viral (Corpos
Poliédricos de Inclusdo (PIB), PIB/total, PIB/lagarta e LE/ha (Lagarta equivalente por
hectare). O ensaio foi conduzido em camara climatica, ajustada nas seguintes
condicBes: Temperatura: 25 + 2 °C, Umidade relativa: 60% e Fotofase: 12 horas.

Assim, esse ensaio foi constituido pelos seguintes tratamentos:

Oleo de neem (CLsy);

STMNPV (CLs);

SfMNPV (CLsg) + Oleo de neem (CLsp);
Oleo de neem (CLags);

STMNPV (CLgs);

SfMNPV (CLgs) + Oleo de neem (CLgs);

Controle.

N o gk~ Db R

2.6 ANALISE DOS DADOS

O modelo experimental adotado foi em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
e, para analise dos dados da associacao foi realizada a analise de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier, com comparacdes pelo teste de Log Rank (p< 0,05), para verificar as

diferenca entre os grupos de tratamentos.
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Os dados de mortalidade referentes a estimativa da concentracéo letal do STIMNPV

foram submetidos a analise de Probit.

Os dados dos parametros de producéo viral, foram transformados para logio(x), €
submetidos as analises de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05). O software utilizado em todas as andlises foi o programa estatistico
R.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTIMATIVA DA CONCENTRACAO LETAL (CL) DE SfMNPV

Com base nas estimativas das concentracdes letais para lagartas de S. frugiperda
inoculadas com o SfMNPV, observa-se que as concentracdes letais necessarias
para matar 50% (CLso) e 95% (CLgs) de S. frugiperda, foram de 1,03 x10° (PIB/mL) e
1,09 x 10'(PIB/mL), respectivamente (Tabela 1). Entretanto, para otimizar a
multiplicacéo do virus, o ideal € inocular lagartas em estadios mais avancados para
aumentar a producdo viral, analisando a susceptibilidade do hospedeiro e
respectivamente a viruléncia do virus (ESCRIBANO et al., 1999, RIOS-VELASCO et
al., 2002).

Tabela 1. Concentracao letal de STMNPV a lagartas de 1° instar de S. frugiperda.

L CLso (PIB/mL) CLgs (PIB/mL) 2 P- e
) a 50 95
N Inclinac&o + EP (IC95%)b (lcgs%)b X valor® GL
1,03 x10° 1,09 x10’

1184 0,812 +0,111 35,51 0,999 5

(7,4 x10*1,4 x10°) (5,6 x10° - 2,5 x10)

% Inclinac&o * Erro padréo;

® Intervalo de confianca em 95% de probabilidade;
° Teste de qui-quadrado;

¢ Probabilidade de significancia;

¢ Graus de liberdade.

Desse modo, a susceptibilidade foi comprovada por Escribano et al. (1999) em
lagartas de 2° ao 6° instar de S. frugiperda, com quatro isolados geograficos de
SfMNPV (dois dos Estados Unidos, um da Nicaragua e um da Argentina), mostraram

que os valores das concentracdes letais (CLsg) aumentaram com o estagio larval e
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também houve diferenca entre os isolados e a susceptibilidade dos insetos dentro da

mesma populacéo de S. frugiperda.

Em relacdo ao SfMNPV, o Centro Nacional de Pesquisas com Milho e Sorgo
(CNPMS) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa) avaliou a
eficiéncia de 22 isolados desta espécie de virus e destacou o isolado 19 (119) com
alta viruléncia (BARRETO et al., 2005). Em outro estudo o efeito dos isolados 19 e 6
de STMNPV foi estudado em lagartas de 2° instar de S. frugiperda, obtendo-se como
resultado CLsp 1,2 x 10° PIB/mL e 1,6 x 10° PIB/mL, respectivamente, mostrando

que o isolado 6 € tdo virulento quanto o isolado 19 (VIEIRA et al., 2012).

3.2 ASSOCIACAO DO SfMNPV COM OLEO DE NEEM

Os resultados apresentados indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos CLgs SIMNPV + neem e CLgs neem isolado com tempo de sobrevivéncia

média de 1,53; 1,48 dias, respectivamente de S. frugiperda (Figura 1).

Controle — + a

SfMNPV (CLos) —| >+< d

SIMNPV (CLgs) + 5
e ¥ =295, p <0,0001

é Oleo de neem (CLgs) j‘
o .
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=
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= SfMNPV (CLs;) — >++ b
SEMNPV (CLsg) +

. n C

Oleo de neem (CL5U)

Oleo de neem (CLsg) — )—+—1 c

I I | | I I | I
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Sobrevivéncia média (dias)

Figura 1. Andlise de sobrevivéncia de lagartas de 1° instar de S. frugiperda sob efeito isolado ou
associado do 6leo de Neem e o virus STMNPV.
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Esses tratamentos obtiveram maiores mortalidades, além disso, o tempo de morte
foi reduzido para as lagartas de S. frugiperda. O que pode ter ocasionado um menor
tempo de sobrevivéncia, é a acdo do 6leo de neem, pois, 0 6leo pode ter efeito
direto sobre o metabolismo dos insetos, causando danos nos tecidos (NATHAN;
KALAIVANI, 2005).

Com relacdo a utilizacdo isolada de SfMNPV (Figura 1), os tratamentos
necessitaram de 12,11 dias e 6,93 dias, respectivamente para matar 50% e 95% da
populacdo das lagartas, duragcdo bem superior quando analisamos os tratamentos
isolados do 6leo de neem (Figura 1). Esse periodo de tempo € devido ao processo
infeccioso do virus no hospedeiro, que necessita um tempo maior para ocorrer a
replicacdo do SfMNPV nas células do inseto, resultando na morte da lagarta em
média de 6 a 8 dias apds a infeccdo, isso dependendo dos fatores envolvidos, seja
biodticos ou abioticos (VALICENTE; CRUZ, 1991).

Trabalhos realizados por outros pesquisadores comprovam o0 aumento da
porcentagem da mortalidade das larvas do 2° instar de Lymantria dispar (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Lymantriidae), quando associado o0 Lymantria dispar
nucleopolyhedrovirus (LANPV) com 6leo de neem, as larvas morreram mais rapido,
comparado com o tratamento isolado do LANPV (COOK et al., 1996).

De forma similar e, corroborando com os resultados obtidos de associacdo de
SfMNPV com o 6leo de neem, e trabalhando com outro virus e inseto praga, Kuman
et al. (2008) avaliando o efeito isolado e a associacao do virus Helicoverpa armigera
nucleopolyhedrovirus (HearNPV) + Extrato de neem sob larvas de 3° a 6° instar de
Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) também concluiram que as
lagartas morrem mais rapido quando associa-se 0 virus entomopatogénico com o

extrato vegetal.

Em outro estudo, foi avaliado a combinagdo do virus Spodoptera litura multiple
nucleopolyhedrovirus (SpltMNPV) com o extrato de A. indica sob o desenvolvimento
larval da espécie Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae) em
laboratorio, comprovando os beneficios dessa associacdo no manejo dessa espécie
de inseto praga (NATHAN; KALAIVANI, 2005). O efeito sinérgico da associacao do
SpItMNPV com o extrato do 6leo de neem foi comprovado pelos mesmos autores,


https://www.butterfliesandmoths.org/species/Lymantria-dispar
https://www.butterfliesandmoths.org/species/Lymantria-dispar
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com a associacéo de 1 x 10° PIB + 0,25 ppm (SpltMNPV + Oleo de neem) e 1 x 10°
PIB + 0,5 ppm (SpItMNPV + Oleo de neem), confirmando o potencial associativo
destes agentes visando o manejo de S. litura (NATHAN; KALAIVANI, 2006).

Com base nos resultados, verifica-se que nao houve diferenga entres os tratamentos
que associaram as ClLsg e ClLgs do virus SfTMNPV com as CLsp e ClLgs do 6leo de
neem, isso em comparacao com a utilizacéo isolada do 6leo de neem em ambas as
concentracfes (CLsp e Clgs) (Figura 1). Apesar disso, a associacdao do STMNPV com
0 Oleo de neem pode auxiliar na manutencao da viabilidade dos poliedros virais no
ambiente por mais tempo, ou seja o0 6leo pode evitar a inativacao dos poliedros virais
ocasionada pela incidéncia da radiacdo ultravioleta, aumentando seu uso como
agente de controle biolégico. Uma vez que, independente da viruléncia do
entomopatdégeno selecionado, sua infectividade é afetada no campo por fatores
ambientais, como radiacdo solar, temperatura, umidade e pH (SHAPIRO et al., 2002;
VILLAMIZAR et al., 2009). A exemplo, pode-se relatar a reducdo da infectividade do
virus SpltMNPV, que é altamente patogénico para as larvas de S. litura, mas perdeu

sua infectividade apos 12 h de exposicao direta a luz solar (SAJAP et al., 2007).

Como relatado, os Oleos vegetais podem proporcionar protecdo contra 0S raios
ultravioletas, tal efeito foi comprovado por Shapiro et al. (2016), onde verificaram que
o extrato da groselha negra, Ribes nigrum L. (Grossulariaceae), proporcionou
protecdo contra a inativacdo do virus Spodoptera exigua multiple
nucleopolyhedrovirus (SeMNPV), apresentando indices satisfatérios, 88,8% de
mortalidade de Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e 93,2% de

infectividade dos poliedros virais ap0s a exposi¢cao aos raios ultravioleta (UVA/UVB).

De acordo com os resultados da producdo viral, todos os tratamentos foram
significativos (p <0,001). Como esperado, os tratamentos com SfMNPV sem
associagdo com o 6leo de neem foram mais produtivos em relagdo a producéao viral
(Tabela 2), uma vez que os insetos sobreviveram por um maior periodo de tempo, o
que possibilitou um melhor aproveitamento do hospedeiro para a replicacdo do virus
(Figura 1).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1226861508001131#bib20
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Tabela 2. Produgdo de STMNPV em lagartas de 1° instar de S. frugiperda, infectadas com SfMNPV,
tratamento individual e associado com 6leo de neem.

Tratamentos PIB/total™? PIB/Iagartal’2 LE"®
SIMNPV (CLso) 1,37E+08 + 2,61E+06a 2,81E+08 + 2,01E+06a  10878,25 + 730,87d
SIMNPV (CLgs) 1,50E+08 + 1,85E+07a 1,04E+07 + 1,01E+06b  29690,25 + 3451,82¢
(SéI\L/ISI\OI)PV (Cleo) ¥ N€EM 5 11407 + 5,20E+06b  6,02E+06 + 4,44E+05c  50640,25 + 3768,32b
(Scf:I\L/IQI:l)PV (Clos) *neeM 4 J6E+07 +2,17E406c 1,01E+06 + 1,54E+05d 315798,75 + 47088,19a
F 97,165 173,36 172,95
p-valor <0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05);

'Resultados obtidos da transformacéo dos dados por Log;o(X);
’PIB - Corpos Poliédricos de Inclusao;
3LE - Lagarta equivalente.

Dessa forma, os tratamentos com a utilizacdo isolada de STMNPV obtiveram uma
maior quantidade de poliedros devido ao processo infeccioso do virus no
hospedeiro, pois quanto maior o tempo de exposicado do virus na lagarta, maior sera
a quantidade produzida. A producao viral esta diretamente ligada ao estadio de
desenvolvimento larval em que a inoculacdo do virus foi feita (RIOS-VELASCO et
al., 2012). No presente estudo, mesmo que a inoculagdo do virus tenha sido
realizada com lagartas de 2 dias, demorou para ocorrer a morte do inseto e assim

ocorrer a replicacdo do SfTMNPV na lagarta, infectando novos tecidos celulares.

Com relagéo a associagado de SfTMNPV + 6leo de neem, a producdo viral foi menor,
uma vez que a mortalidade ocorreu em poucos dias, assim, 0 virus ndo teve tempo
de se replicar dentro do inseto, resultando em menor quantidade de poliedros nas
lagartas. Dessa forma, apesar de nao ter ocorrido uma interagdo sinérgica com a
associacdo do SfTMNPV + 6leo de neem, acredita-se no potencial dessa associacéo
em condigcbes de campo, com base na protecdo contra os efeitos adversos do
ambiente, como, por exemplo a inativacdo dos poliedros virais pela radiacao

ultravioleta.

4 CONCLUSAO

Nas condi¢cbes avaliadas, a associacdo de SfMNPV com o Oleo de neem,

apresentou efeito antagbnico em relacéo aos parametros produtivos do virus.
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APENDICE - ETAPAS DA ASSOCIACAO DE SfMNPV E OLEO VEGETAL EM
LAGARTAS DE S. frugiperda, UTILIZANDO FOLHAS DE MILHO COMO
SUBSTRATO.

Fotos: Alexandra Aparecida Zorzal.

Figura 1. Etapas da associacdo de SfTMNPV e 6leo vegetal em lagartas de S. frugiperda, utilizando
folhas de milho como substrato. (A) Pulverizacéo da suspensdo STMNPV + dleo neem; (B) Lagartas
sendo transferidas para as folhas; (C) Lagartas sadias sobre as folhas pulverizadas com SfMNPV +
6leo neem; (D) Individualizacdo da lagarta com dieta artificial; (E); Copo de plastico contendo dieta
artificial e a lagarta infectada (ainda sem sintomas aparentes); (F) Lagarta com sintoma de infeccéo
pelo STMNPV.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo possibilitou compreender e averiguar o potencial dos o6leos
vegetais e o virus entomopatogénico SfMNPV para o manejo de S. frugiperda.
Verificou- que o 6leo de neem apresentou maior toxicidade nas concentracdes letais
estudadas, desse modo o 6leo foi associado ao virus SfTMNPV. A associa¢do do
SfMNPV com 0Oleo de neem, € uma opcao que pode ser avaliada em condicfes de
campo, isso em virtude dos beneficios que o 6leo vegetal promove aos poliedros

virais no ambiente em relacdo a protecao contra a radiacao ultravioleta.



