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AGUIRRE, C. E. D. M. Sc. Universidade Federal do Espirito Santo. Fevereiro, 2017.
Oleos essenciais como métodos de manejo para Helicoverpa armigera

(Lepidoptera: Noctuidea). Orientador: Prof. Dr. Dirceu Pratissoli.

RESUMO

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € um inseto-praga de
multiplas culturas de importancia socioeconémica no mundo. Os prejuizos causados
por esta praga vao desde desfolha até injurias nos frutos. O principal método de
controle deH. armigera é diante aplicacbes frequentes de agrotoxicos, causando
efeitos adversos nos humanos, animais e meio ambiente, provocando a necesidade
de buscar outros métodos de controle. Os Oleos essenciais sdo constituintes
organicos com caracteristicas quimicas complexas, derivados de metabdlitos
secundarios das plantas. Portanto, objetivou-se avaliar o efeito e atividade dos 6leos
essenciais Citrus aurantium (Linnaeus)(Rutaceae), Citrus sinensis
(Linnaeus)(Rutaceae) ecomponente majoritario o Limoneno; e, os Oleos essenciais
dePiper spp. (Linnaeus) (Piperaceae); Syzygium aromaticum (Merrill & Perry)
(Myrteraceae); Cinnamomum zeylanicum (Presl) (Lauraceae); Zingiber officinale
(Roscoe) (Zingiberaceae) e Rosmarinus officinalis (Linnaeus) (Lamiaceae)
sobreprimeiro instar de H. armigera. Foram realizados bioensaios preliminares para
selecionar os 6leos essenciais que causaram mortalidade acima de 80%. Nos
bioensaios subsequentes, foram estimadas as concentracdes letais CLso e ClLoo,
além das concentracdes subletais CLio, CL2o e CLaodiante escala logaritmica para
avaliar os parametros biolégicos (periodo larval, peso larval, periodo pupal, peso
pupal, razdo sexual) e parametros reprodutivos (periodo pré-oviposi¢ao, oviposicao,
periodo pds-oviposicao, viabilidade de ovos e logevidade de adultos) deH. armigera.
Para os parametros biolégicos e reprodutivos andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia. Nos
resultados oC. aurantium, C. sinensis e 0 compenente majoritario Limoneno
apresentaram atividade inseticida e efeitos subletais na biologia e reproducéo de H.
armigera, apresentando dessa forma, uso promissor para serem incluidos em um

programa de manejo integrado para H. armigera.

Palavras-chaves: Toxicidade. Biopesticidas. Lepidoptera. Biologia. Reproducao.



AGUIRRE, C. E. D. M. Sc. Federal University of Espirito Santo. February 2017.
Essential oils as management methods for Helicoverpa armigera (Lepidoptera:

Noctuidae). Advisor: Ph. D. Dirceu Pratissoli.

ABSTRACT

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) is a pest insect of
socioeconomic important crops of the world. The damages caused by this pest range
from defoliation to fruit injuries, reducing the quality of the crops. The main method
control of H. armigera is chemical, with frenquent applications of pesticides, causing
adverse effects on humans, animals and environment, causing the requirement to
seek other methods of control. Essential oils are organic constituints with complex
chemical characteristics, derived from secondary plant metabolites. Therefore, the
objective was to evaluate the effect and activity of essential oils Citrus aurantium
(Linnaeus)( Rutaceae), Citrus sinensis (Linnaeus)(Rutaceae) and the majoritary
component Limonene; and essential oils Piper spp. (Linnaeus) (Piperaceae);
Syzygium aromaticum (Merrill & Perry) (Myrteraceae); Cinnamomum zeylanicum
(Presl) (Lauraceae); Zingiber officinale (Roscoe) (Zingiberaceae) andRosmarinus
officinalis (Linnaeus) (Lamiaceae) about first instar larvae of H. armigera. In the
preliminary bioassays, essential oils were selected that caused 280% of mortality. In
the following bioassays, the lethal concentrations LCso and LCo0, as well as the LCio,
LC2 and LCasosublethal concentrations on a logarithmic scale were estimated to
evaluate the biological parameters (larval period, larval weight, pupal period, pupal
weight, ratio sexual) and reproductive parameters (pre-oviposition period, oviposition,
post-oviposition period, egg viability and adult longevity) of H. armigera. For the
biological and reproductive parameters analysis of variance and the means
compared by the Scott-Knott test at the 5% level of significance. The results C.
aurantium,C. sinensis and the majority component Limonene showed insecticidal
activity and sublethal effects in the biology and reproduction of H. armigera,
presenting thus promising use to be includedin an integrated management program

for H. armigera.

Key-words: Toxicity. Biopesticides. Lepidoptera. Biology. Reproduction.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma espécie polifaga,
com uma ampla capacidade de adaptacdo a diferentes cultivos e plantas
hospedeiras para se alimentar, com 180 espécies de plantas em mais de 45 familias
incluindo Asteraceae, Fabaceae, Malvaceae, Poaceae e Solanaceae (REED;
POWAR, 1982; PAWAR et al., 1986; FITT, 1989; POGUE, 2004).

As lagartas desta espécie alimentam-se de talos, folhas, estruturas de flores e frutos.
Porém, no tomate a larva possui preferéncia por se alimentar da inflorescéncia e dos
frutos causando danos na fase vegetativa e reprodutiva (REED, 1965; WANG; LI,
1984; VENETTE et al., 2003; PRATISSOLI et al., 2015).

A diversidade na preferéncia alimentar de H. armigera pode ser atribuida as
caracteristicas ecoldgicas, elevado comportamento de migracdo, adaptabilidade a
diversas condi¢des climaticas e o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
aos agrotéxicos (POGUE, 2004; NASERI et al., 2010).

O principal método de manejo no campo dessa praga, estd baseado na
implementacdo e o uso frequente de substancias quimicas (agrotéxicos), o que
possibilita a pressdo de selecdo de insetos resistentes, provocando um efeito
negativo no equilibrio biolégico entre insetos-praga e inimigos naturais, além de
ocasionar danos irreversiveis no solo, agua e natureza (CHOUGULE et al., 2005;
GIOLO et al., 2006; BASKAR; IGNACIMUTHUA, 2012). Desta forma, a procura de
novas moléculas naturais a partir de 6leos essenciais das plantas é uma alternativa
viavel para o manejo de insetos-praga, com o intuito de reduzir o uso de agrotoxicos

nas lavouras.

Os Oleos essenciais sao substancias organicas complexas de metabolitos
secundarios das plantas. Geralmente séo lipofilicas, odorificas, liquidas e possuem
propriedades fisico-quimicas com probabilidade de sofrer modificagbes entre os
constituintes presentes nesses 0leos (BANDONI; CZEPAK, 2008). Os compostos

naturais podem ser usados para o controle de pragas, doencas e plantas daninhas.
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Além do efeito téxico, os Oleos essenciais podem causar repeléncia, esterilidade e
reduzir a alimentacao dos insetos (BELL et al., 1990; CATEHOUSE et al., 2002).

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Distribuicdo e importancia socioecondmica de Helicoverpa armigera

Helicoverpa armigera apresenta uma ampla distribuicdo geografica no mundo, sendo
registrada em diversos paises de Europa, Asia, Africa e Oceania (ZALUCKI et al.,
1986; GUO, 1997; GUOQUING et al., 2001). No continente americano, 0s primeiros
registros da ocorréncia desta praga exotica foram no Brasil em 2013 nos estados de
Bahia, Mato Grosso e Goiads atacando principalmente as culturas de algodao, soja e
milho, sendo também relatada a ocorréncia em diversos cultivos como, tomate,
feijao, trigo e crotalaria (CZEPAK et al., 2013).

Os danos causados por essa praga representam significativas perdas econdémicas a
nivel mundial, chegando a atingir cifras de 5 bilh6es de dolares anualmente
(LAMMERS; MACLEOD, 2007; CZEPAK et al., 2013; FIOMARI, 2013)). Também é
importante mencionar que 0s custos de manejo na aplicacdo de agrotoxicos dessa
praga sdo de 500 milhdes de ddlares (SHARMA et al., 2008; FIOMARI, 2013;
SPECHT et al., 2013). Os fatores que contribuem para a importancia desse inseto
sdo as caracteristicas préprias da praga comopolifagia, elevada taxa de fertilidade,
mobilidade, migracdo, varias geracfes por ano, diapausa pupal e capacidade de
sobrevivéncia a condicbes extremas de temperatura (FITT, 1989;PAWAR et al.,
1986;POGUE, 2004). Além disso, a capacidade de desenvolver mecanismos de
resisténcia a uma vasta gama de grupos de agrotoxicos que incluem aos piretréides
e novos inseticidas como clorfenapir, fipronil, indoxacarbe e spinosad (AHMAD et al.,
2003; PATIL et al., 2006; WU, 2007).

1.2.2. Aspectos biolégicos e morfologicos

A atividade de vbo deH. armigera é predominantemente crepuscular, porém o
acasalamento e a oviposicdo séo realizadosno periodo noturno, permanecendo em
repouso durante o dia (HARDWICK, 1965;KING, 1994; VANKRETSCHMAR et al.,

2014). O numero de geracbes por ano e a fecundidade esta influenciada pela
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temperatura, umidade relativa, hospedeiro e a nutricdo durante os estadios de
lagartas e fase adulta (FITT, 1989; KING, 1994; VANKRETSCHMAR et al., 2014).

A temperatura minima para o desenvolvimento dos ovos é de 10 °C, e 11 °C para
completar o ciclo de vida de larva até adulto (VANKRETSCHMAR et al., 2014). A
fertilidade, fecundidade e sobrevivéncia dos adultos séo reduzidas devido as
prolongadas exposi¢cdes a temperaturas = 35 °C. Em regides frias ocorrem de 3 a 5
geracdes por ano e em climas tropicais e subtropicais onde o clima e a vegetagao
permitem a reproducdo continua, uma geragdo completa-se em 28 a 30 dias
(HARDWICK, 1965;FITT, 1989).

A temperatura ideal para o desenvolvimento da praga é de 25 °C, com intervalos
extremos compreendidos entre 15 °C e 35 °C, umidade relativa de 90% e
fotoperiodo de 16 horas. Em condi¢cdes ambientais ndo favoraveis o inseto na fase
de pupa, sofre dorméncia a qual pode estender-se até 8 meses. A diapausa no
inverno é induzida por temperaturas de 19 a 23 °C, e fotoperiodos de 11,5 a 12,5
horas. No verdo a diapausa €é induzida com temperaturas acima de 35 °C
(HARDWICK, 1965;KING, 1994;VANKRETSCHMAR et al., 2014).

O desenvolvimento de H. armigera € holometabolo, ou seja, que apresenta
metamorfose completa, passando por quatro estadios de desenvolvimento ovo,
instares larvais, pupa e adulto.

1.2.2.1.Periodo embrionéario

Os ovos de H.armigeraapresentam um diametro de 0,5mm, sédo de forma oval, mais
aguda na parte apical e um pouco achatada na base com didmetro médio de
0,52mm e altura média de 0,47mm (CORTES, 1972). Possuem cor amarelo
esverdeado e quando encubados a 25 °C tornam-se amarelos, logo aparece uma
faixa de cor rosa de forma subequatorial 14 a 36 horas apos a deposi¢cédo. Durante
as seguintes 30 a 36 horas, os ovos tornam-se de cor vermelha ou marrom
avermelhado, e finalmente tornam-se de colorag&o cinza com o desenvolvimento da
larva dentro do ovo, 48 a 60 horas ap6s a deposicdo (HARDWICK, 1965; ALI;
CHOUDHURY, 2009).
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As primeiras posturas de ovos sdo normalmente inférteis, a partir do terceiro dia os
ovos tornam-se viaveis. A qualidade do alimento dos adultos influéncia a viabilidade
dos ovos, sendo que, a quantidade de ovos/fémea alimentadas com uma solucéo de
10% de mel é maior (795,02 ovos/fémeas), que as fémeas alimentadas apenas com
agua (248,55 ovos/fémeas)(NARSREEM; MUSTAFA, 2000).

O periodo de pré-oviposicdo dura de 1 a 4 dias a 25 °C. Os primeiros ovos sao
ovipositados nas plantas hospedeiras 4 a 5 noites ap0s a emergéncia dos adultos.
Normalmente as fémeas ovipositam 0s ovos sobre os pontos de crescimento das
plantas, especificamente nos brotos de floracao, frutificacdo e na parte adaxial das
folhas (KING, 1994; HARDWICK, 1965; MENSAH, 1996; VANKRETSCHMAR et al.,
2014).

1.2.2.2.instares larvais

O periodo larval é constituido por 5 a 6 instares e pode durar de 2 a 3 semanas,
dependendo das condi¢des climéticas (temperatura, umidade relativa, fotoperiodo),
e a nutricdo (HARDWICK, 1965; CZEPAK et al., 2013; VANKRETSCHMAR et al.,
2014). No estudo desenvolvido por Nasreem e Mustafa (2000), avaliando a biologia
de H. armigera oferencedo dieta artificial, reportaram que o periodo larval foi
completado com 6 instares em 17,32 dias passando pelo estadio de pré-pupa em
2,1 dias, em condi¢cbes controladas de temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa
de 60-70% e 16 horas de fotoperiodo.

No mesmo estudo, o primeiro instar foi completado em 2,07dias, apresentando uma
cor uniforme nas larvas. As larvas de segundo instar foram muito similares ao
primeiro com excec¢ao de um ligeiro escurecimento na cor do corpo, completando o
instar em 2,15 dias. O terceiro instar completou-se em 2,47 dias, onde a capsula
cefalica se tornou castanho a marrom cinzento. O quarto e quinto instar ocorreram
com 3,12 e 3,55 dias respectivamente, sendo observada uma coloragao escura no
corpo das lagartas e a presencia de segmentos abdominais. O sexto instar
completou-se com 3,95 dias, com a capsula cefalica de cor marrom escuro, protorax
castanho claro, setas e espiraculos de cor escuro e o0 corpo das lagartas tornou-se
de cor branco com faixas de cor amareladas (NARSREEM; MUSTAFA, 2000).
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Uma caracteristica propria de H. armigera € a textura do tegumento, que se
apresenta de aspecto levemente coridceo, diferindo das demais espécies de
noctuideos que ocorrem no Brasil, o que poderia ser a justificativa do
desenvolvimento de resisténcia daH. armigera em uma grande lista de moléculas de
agrotoxicos (CZEPAK et al., 2013; VANKRETSCHMAR et al., 2014).

1.2.2.3. Pupa

No final do ultimo instar larval, a lagarta na fase de pré-pupa cessa a alimentacéo, e
desloca-se para o solo a uma profundidade aproximada de 2,5 a 17,5cm a procurar
condicbes adequadas de temperatura e umidade (KARIM, 2000). Posteriormente a
lagarta tece uma teia solta de seda sobre o corpo como protecdo até transformar-se

em pupa.

O peso de pupas fémeas é tipicamente maior quando comparado ao peso dos
machos. As variacfes no tamanho das pupas estdo correlacionadas com variacdes
na qualidade do alimento. Normalmente as pupas sdo de cor castanho claro,
marrom escuro ou avermelhado, de forma redondo em ambas as extremidades, de
textura suave e apresentam uma cremaster posterior na ponta formando dois
afinados espinhos paralelos (KING, 1994; VANKRETSCHMAR et al., 2014).

Para o macho a duracdo do periodo de pupa € de 15,4 dias e para a fémea 13,2
dias, observando-se uma diferenca de 2 dias na emergéncia entre 0S Sexos
(NASREEM; MUSTAFA, 2000). Este periodo pode variar, em funcdo da temperatura
até 48,9 dias a 12,5 °C, 8,2 dias a 15 °C, 16 dias a 25° C e 2,4 dias a 35 °C
(FERREIRA, 1989; FIGUEIREDO et al., 2006).

1.2.2.4. Adulto

Os adultos desta espécie possuem dimorfismo sexual, podendo fémeas e machos
ser diferenciados pela cor e tamanho das asas. Os machos apresentam o primeiro
par de asas de cor cinza esverdeado e uma envergadura de 35mm, enquanto as
fémeas apresentam uma cor castanha rosado e uma envergadura aproximada de
40mm (BRAMBILA, 2009a). Hardwick (1965) e Brambila (2009b) distinguiram
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ogénero das Helicoverpa spp. e de Heliothis, baseados nas diferencas morfologicas
da genitélia dos machos e fémeas, diante da dissecacao e excisdo do abdémen dos

espécimes.

Estudos desenvolvidos em laboratério determinaram que a longevidade das fémeas
€ de 15,7 dias com um periodo reprodutivo de 8 a 10 dias (HARDWICK, 1965;FITT,
1989). Esses dados ndo concordam com Ali e Choudhury (2009), que reportaram
longevidade em fémeas de 11,7 dias e os machos de 9,2 dias, podendo ter
diferencial de temperatura em cada area da sala de criagédo e qualidade no alimento,
como fatores predominantes na longevidade dos adultos. No estudo desenvolvido
por Hardwick (1965), reportaram médias de 1.702 ovos por fémea, com maxima de
4.394 ovos, confirmando o observado por Nasreem e Mustafa (2000) que a
fecundidade das fémeas de H. armigera esta influenciada pela qualidade nutritiva da

dieta.

Ciclo de vida
de
Helicoverpa
armigera

Figura 1 —Ciclo de vidade Helicoverpa armigera em laboratério.

1.2.3. Métodos de manejo de Helicoverpa armigera

Existem diferentes estratégias de manejo para H. armigera. Porém, para obter
sucesso de forma eficiente nos sistemas de producgdo, é necessario conhecer a
dindmica populacional do inseto e entender os principais fatores ambientais e/ou

biolégicos que interferem facilitando ou dificultando o desenvolvimento. Assim
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mesmo, € importante o manejo da praga nos primeiros instares de desenvolvimento,
bem como uma correta identificacdo da espécie para adotar medidas de manejo
viaveis (AVILA et al., 2013).

1.2.3.1. Monitoramento de Helicoverpa armigera

O monitoramento efetivo das diferentes etapas de desenvolvimento (ovos, instares
larvais, pupas e adultos) é uma ferramenta chave para a implementacdo das
estratégias de manejo da referida praga; pelo que o conhecimento dos indices
populacionais para tomada de decis6esé fundamental para definir taticas de manejo
a serem implementadas, como, por exemplo, uso de feromonios sexuais, armadilhas
luminosas, iscas, microorganismos patogénicos, inimigos naturais, metabolitos
secundarios derivados de plantas, estratégias comportamentais de insetos e
agrotoxicos (PRATISSOLI et al., 2005; AVILA et al., 2013; CZEPAK et al., 2013).

1.2.3.2. Controle cultural

O controle cultural consiste na manipulacdo do ambiente da cultura e do solo, de
maneira a criar condicdes desfavoraveis para a praga e favoravel para os inimigos
naturais. A H. armigera € uma espécie que apresenta elevada capacidade
reprodutiva em diferentes hospedeiros, e a presenca de pontos verdes durante o
periodo da entressafra de culturas como o milho, algoddo e a soja favorecem a
sobrevivéncia das lagartas neste periodo e servem de focos de infestacdes para 0s

cultivos implantados em sucesséo (FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013).

Neste sentido, o planejamento nas entressafras sem a presenca de hospedeiros de
H. armigera, € uma estratégia conhecida como “vazio sanitario”, que poderia
constituir uma importante alternativa complementar para o manejo da praga. Além
da implementacdo de outras medidas de manejo como rotacdo de -culturas,
destruicdo dos restos culturais, utilizacdo de cultivares que reduzem a populacéo de
praga, e implementacdo de areas de refugio no plantio (FATHIPOUR,;
SEDARATIAN, 2013; AVILA, 2013).



23

Outra estratégia de controle cultural que vém tomando muita importancia € a
denominada “Push and Pull”, especificamente para o controle da H. armigera em
culturas de algodao na Australia. Esta estratégia de manejo consiste ha manipulagéo
comportamental da praga através da implementacdo de técnicas que repelem
(Push) ou atraem (Pull). Essa manipulacdo € baseada em estimulos visuais e
comportamentais dos insetos, diante compostos volateis emitidos pelas plantas
hospedeiras ou que sao pulverizados com o objetivo de intensificar ou reduzir a
oviposicdo e/ou alimentacdo do inseto nas plantas (MENSAH, 1996; FATHIPOUR,;
SEDARATIAN, 2013).

1.2.3.3. Controle biolégico

O controle bioldgico consiste na regulacdo do niumero de insetos-praga através de
inimigos naturais, constituindo-se em agentes de mortalidade bidtica (PARRA et al.,
2002). A existéncia de parasitoides, predadores e patdogenos associados as formas
imaturas da H. armigera, a constatado niveis de controle biol6gico desses inimigos
naturais variando de 5% a 76%, dependendo da cultura e do periodo de
desenvolvimento da praga (PARRA et al., 2002; FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013).

O controle biolégico de H. armigera, utilizando-se estratégias de conservacao e de
incremento dos inimigos naturais no agroecossistema, bem como pela
implementacdo do controle biolégico classico ou aplicado é uma realidade que
necessita ser investigada em condicées locais (AVILA et al.,2013).

1.2.3.4. Parasitoides

Os parasitoides sdo agentes de controle bioldgico, geralmente matam a presa e
exigem somente um individuo para completar o desenvolvimento (PARRA, et al.,
2002). O uso de parasitoides associada a outro tipo de manejo € uma alternativa
viavel para o controle de H. armigera. Existem parasitoides que sdo especificos para
cada periodo de desenvolvimento de uma praga. Os parasitoides do género
Trichogramma  como  Trichogramma  prestiosum Riley  (Hymenoptera:

Trichogrammatidae) e Trichogramma galloi Zucchi (Hymenoptera:
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Trichogrammatidae) apresentam um eficiente controle nos ovos de espécies da
subfamilia Heliothinae, a qual abrange H. armigera (AVILA et al., 2013).

Para o controle de H. armigera em algodao, 180 a 210 mil vespas devem ser
liberadas por hectare, em intervalos de liberacdo de 50 a 60 dias, o que possibilita
parasitismo de 37 a 40% e reducdo na populacdo da lagarta em até 60% (LUO;
NARANJO; WU, 2014). Na Turquia, apos a liberacdo inundativa de Trichogramma
evanescens Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em algoddo para o
controle de H. armigera, foi observado 52,5% de parasitismo, quando liberados 120
mil parasitoides por hectare (OZTEMIZ, 2008).

O sucesso no programa de manejo deH. armigera através do uso de inimigos
naturais deve levar em consideracao as caracteristicas da espécie hospedeira, como
tamanho, idade e densidade do ovo; além de fatores abibticos, como temperatura,
umidade relativa e fotoperiodo (DAVIES et al., 2011a).

A taxa de parasitismo de T. pretiosum sobre ovos de Anticarsia gemmatalis (HUbner)
(Lepidoptera: Noctuidae) ndo apresentavariacdes nas temperaturas entre 18 a 30 °C
(FOERSTER et al., 2014). No entanto, em outros hospedeiros noctuideos, como
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) e Heliothis virencens (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae) o desempenho de T. pretiosum sofreu alteragdes entre as temperaturas
de 18 e 32 °C (BUENO et al., 2010; 2011).

Por outro lado, o desenvolvimento embrionario do hospedeiro € importante fator no
desempenho dos parasitoides de ovos, 0 avanco na idade dos ovos altera o valor
nutricional e, também, a espessura do corion interferindo negativamente na taxa de
parasitismo (PRATISSOLI et al., 2007; POLTRONIERI et al., 2008). Em um estudo
desenvolvido por Polanczyk et al., (2007) obtiveram maiores taxas de parasistismo
por Trichogramma exiguum (Pinto & Platner) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em
ovos de Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) com 72 horas de

desenvolvimento embrionario.

Outro parasitoide o6fago € o Telenomus podisi (Ashmead) (Hymenoptera:
Scelionidae) que atua colocando posturas no interior dos ovos do hospedeiro. Uma

desvantagem deste género de parasitoide € que geralmente sédo solitarios, o seja
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apenas um individuo emerge por hospedeiro, enquanto parasitoides do género
Trichogramma pode garantir uma elevada taxa de parasitismo emergindo mais de
um individuo por hospedeiro. Os parasitoides o6fagos tem grande importancia como
agentes biolégicos evitando a eclosdo das larvas nos primeiros periodos de
desenvolvimento, pelo que pode ser uma ferramenta chave para o manejo de H.

armigera em cultivos brasileiros (EMBRAPA, 2013).

1.2.3.5. Predadores

Os predadores sao organismos de vida livre, tendem a matar a presa e usualmente
requerem mais de um individuo para completar o desenvolvimento (PARRA et al.,
2002). No entanto, entre os principais predadores de insetos-praga registrados no
Brasil destacam-se Chrysoperla carnea (Stephans) (Neuroptera: Chrysopidae); Orius
laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae); Podisus nigrispinus (Dallas)
(Heminoptera: Pentatomidae); Nabis sp. (Hemiptera: Nabidae); Cyclonda sanguinea
(Linnaeus) (Coleoptera: Coccinellidae); Geocoris sp. (Fallén) (Hemiptera:
Geocoridae); Corydalus cornutus (Linnaeus) (Megaloptera: Corydalidae) cuja
importancia poderia ser ainda maior em funcdo da potencialidade que
desempenham como organismos de controle biolégico (MEDEIROS et al., 1997).
Dessa forma, estudos devem ser desenvolvidos para estabelecer inimigos
predadores que possam ser integrados dentre de um programa de manejo

sustentavel para H. armigera.

1.2.3.6. Entomopatégenos

Outro método de manejo €& o controle biolégico com microorganismos
entomopatogénicos como fungos, bactérias, nematdides e virus. O uso de
entomopatdégenos para o controle biolégico de pragas iniciou-se no século XIX, com
observacbes da epizootia de Beauveria bassiana (Balsamo) (Hypocreales:
Cordycipitaceae) em bicho da seda, Bombyx mori (Linnaeus) (Lepidoptera:
Bombicidae) (VALICANTE, 2009; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).
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Dentre os fungos entomopatdogenos, as espécies Metarhizium anisopliae
(Metchinikoff) (Hypocreales: Clavicipitaceae) e B. bassiana se destacam no controle
de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae); Helicoverpa zea (Boddie)
(Lepidoptera: Noctuidae); além de apresentar efeitos subletais na biologia de Plutella
xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) e Phthorimaea operculella (Zeller)
(Lepdidoptera: Gelechiidae) (HAJEK et al., 1994; KUMAR; CHAPMAN; 2006).

Bacillus thuringiensis € uma bactéria formadora de esporos gram-positiva aerébica
pertencente a familia Bacillaceae, destaca-se no controle de lepidopteros
desfolhadores em grandes culturas como milho, soja e algoddo. Outros agentes
microbianos s8o os nematdides entomopatdégenos para o controle principalmente de
pragas lepidopteras pertencentes a familia dos noctuideos (SZEWCZYK et al., 2006;
ALMEIDA et al., 2007; MARTINS et al., 2007).

Os entomopatdégenos para o controle de pragas sao vantajosos pela facilidade de
multiplicacéo e reproducdo em massas, ampla especificidade e seletividade, podem
ser empregados juntamente com outro tipo de manejo integrado como o0s inseticidas
seletivos por apresentar poucos efeitos negativos aos organismos néo-alvos e ao
meio ambiente (ANDALO et al., 2008).

1.2.3.7. Controle quimico

O controle de H. armigera com o uso de agrotdxicos, tornou-se uma alternativa de
manejo rapida e confiavel, na perspectiva do agricultor. Na india e China, cerca de
50% dos inseticidas utilizados na agricultura sdo direcionados para o controle de H.
armigera (BUILDING; ARHABHATA, 2007).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) aprovou em
carater de emergéncia o registro temporario de algumas substéancias para serem
utilizadas no controle de H. argimera, como Flubendiamida, Lambda-cialotrina +
Clorantraniliprole, Clorfenapir, Zeta-cipermetrina + Bifentrina, Abamectina,
Zetacipermetrina, Bifentrina + Carbosulfano, Metoxifenozida, Bifentrina, Spinosad,
Endosulfan e clorpirifés (MAHDAVI et al, 2011; AVILA, et al., 2013).
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Além do uso de agrotoxicos, se recomendam alternativas complementares de
manejo dentro dos sistemas de producao, utilizando inseticidas em tratamentos de
sementes visando o controle de pragas de solo e reduzindo o numero de
pulverizacdes foliares nos periodos iniciais das lavouras. Outra estratégia de manejo
é a possibilidade de retardar ao maximo a primeira aplicacdo de inseticidas, além
disso, recomenda-se 0 uso de produtos seletivos pelo menos até os 70 dias apos a
emergéncia, de modo que permita 0 estabelecimento dos inimigos naturais
(parasitoides e predadores) e evitar o uso de inseticidas dos grupos
organofosforados, carbamatos e piretroides (AVILA et al., 2013; MAPA, 2014).

1.2.3.8. Oleos essenciais

As plantas possuem substancias conhecidas como semioquimicos, que Ss&o
responsaveis pela comunicacdo entre diferentes espécies de plantas. Podem ser
reconhecidas também como aleloquimicos, quando produzidos pelas plantas com a
finalidade de se defender contra insetos-praga, fungos, virus e bactérias. Além
disso, atuam como inibidores de germinacdo de plantas competidoras (Alelopatia),
como atrativos para animais dispersores de sementes, protecdo contra raios

ultravioletas e atrativos para polinizadores (SANTOS, 2002).

Entre os aleloguimicos mais importantes, encontram-se 0s 0leos essenciais,
compostos volateis quesdo produzidos no metabolismo secundario das plantas,
variando com a intensidade e composi¢do de acordo a espécie, época de coleta e
condicBes climaticas como luz, temperatura, umidade relativa, chuva e solo (SAITO;
SCRAMIM, 2000; SIMOES; SPITZER, 2002). Os 6leos essenciais S&0 misturas
complexas de compostos volateis com baixo peso molecular, constituidos na maioria
das vezes por terpenos, fendis e sesquiterpenos (CARDOSO et al., 2001; SANTOS,
2002)

Esses 6Oleos essenciais constituidos por estruturas de compostos quimicos tém sido
utiizados como fragrancias para fabricacdo de perfumes e na industria de
processamento de alimentos. Além disso, vem sendo amplamente utilizados na
aroma terapia e na elaboragcdo de medicinas naturais (CABANI et al.,, 2002;
BUCKLE, 2003).
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Antigamente, por volta de 2.000 a.C., em paises como a india e Egito, ja faziam uso
de inseticidas provenientes de plantas no controle de insetos-praga. Na regiao do
Mediterraneo e no sul de Asia compostos quimicos derivados de plantas ja eram
utilizados na protecéo de pragas de graos armazenados (CASIDA; QUISTAD, 1998;
THACKER, 2002).

Nas ultimas décadas com o aumento da resisténcia dos insetos, ressurgéncia de
pragas, e o uso indiscriminado de agrotdxicos sobre organismos ndo-alvos, inimigos
naturais, homem e meio ambiente, tem surgido um interesse pelo desenvolvimento

de novas moléculas com acéo inseticidas a partir de plantas (ISMAN, 2000; 2002).

Os efeitos inseticidas dos Oleos esséncias sobre os insetos séo variaveis, podendo
ser toxico ou apresentar repeléncia, inibicdo da oviposicdo, alimentacdo e o
crescimento, alteracbes do sistema hormonal, deformagdes morfoldgicas,
esterilizacdo dos adultos e comportamento sexual. A acdo rdpida contra alguns
insetos-praga € um indicativo do modo de acdo dos neurotoxicos (ENAN, 2001;
KOSTYUKOVSKY et al.,, 2002). Isso fica evidenciado pela interferéncia do neuro
modulador “octopamina” por alguns Oleos essenciais com canais de cloro-GABA
(PRIESTLEY et al., 2003).

Os Oleos essenciais degradam-se rapidamente, sobretudo em condicbes de alta
luminosidade, umidade e chuva, apresentando pouca persisténcia no ambiente
permitindo menos contaminacfes e tempo de exposicdo para 0s inimigos naturais,
menor pressdo de selecdo e resisténcia dos insetos-praga; a maioria € de acao
rapida, ou seja, matam, paralisam ou reduzem sua alimentacdo quase
imediatamente apds sua aplicacao; sdo de baixa toxicidade e fitotoxicidade (ISMAN,
2002; CLOYD, 2004).

Nos Estados Unidos e varios paises de América Latina como o Brasil, Chile,
Colémbia e Cuba, o desenvolvimento de inseticidas, fungicidas e herbicidas a partir
de Oleos essenciais de plantas, tem gerado grande interesse para o0 controle de
pragas de importancia econémica (QUARLES, 1996; ISMAN, 2000; 2002).

Dentre desses 0leos essenciais o Citrus aurantium (Linnaeus)(Rutaceae), Citrus
sinensis (Linnaeus)(Rutaceae) e o componente majoritario o Limoneno; e, 0os 6leos

essenciais Piper spp. (Linnaeus) (Piperaceae); Syzygium aromaticum (Merrill
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&Perry) (Myrteraceae); Cinnamomum zeylanicum (Presl) (Lauraceae); Zingiber
officinale (Roscoe) (Zingiberaceae) e Rosmarinus officinalis (Linnaeus) (Lamiaceae)
tem sido relatado causando mortalidade e afetando a biologia em insetos-praga
(ISMAN, 1999; 2000).

Os principais compostos majoritarios de 6leos essenciais derivados dos Citrus spp.
séo o limoneno, com aproximadamente 90% de composi¢ao e o linanol em menor
quantidade. Além de outros compostos presentes como aldeidos, cetonas, ésteres e
alcodis. O modo de acéo do limoneno ainda é pouco entendido, mas possivelmente
atua aumentando a atividade dos nervos sensoriais, afetando a enzima acetilcolina
resultando na perda de coordenacdo e posteriormente gerando convulsao
(MOREIRA et al., 2006)

Além de possuir acdo supressora de apetite e inibir o crescimento dos insetos, 0s
Oleos essenciais de citros podem ser aplicados via contato ou por fumigagéo, para o
controle de pulgbes, cochonillas, pulgas, piolhos, carrapatos e acaros. O limoneno e
o linalol sdo compostos que volatilizam rapidamente sem deixar residuos podendo
causar fitotoxicidade (HARE et al., 1997; JUNIOR, 2003). Os o0leos esséncias
derivados de Citrus spp. sdo usado para o controle de mosca branca Bemecia tabaci
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) na cultura de tomate em estufas (OJEU,
2009).

O Oleo de pimenta do género Piper spp. (Piperaceae) apresenta uma série de
amidas, sendo a piperina 0 maior constituinte. A piperina age como neurotoxinas
afetando as fun¢des do sistema nervoso central causando rapida paralisia do inseto.
Outro composto quimico da pimenta é N-alquilamida que age nos canais de sédio,
além de ser inibidores do citocromo P450 como sinergistas (SCOTT et al., 2002;
2003).

A piperina apresenta rapida degradacdo no ambiente e baixa toxicidade a
mamiferos. S&o poucos os produtos comerciais a base de piperina. Boff e Almeida
(1995) verificaram que extratos acetdnicos e metandlicos de Piper nigrum (Linnaeus)
(Piperaceae) em concentragbes acima de 20 mg/mL causaram 90% de mortalidade
a lagartas da traca de cereais Sitotroga cerealella (Oliver) (Lepidoptera:
Gelechiidae).
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A piperina apresenta alto efeito inseticida a Ascia monusteorseis (Godart)
(Lepidoptera: Pieridae) que constitui importante praga de brassicas no Brasil, além
de possuir efeito inseticida sobre o pulgdo das brassicas Brevicoryne brassicae
(Linnaeus) (Hemiptera: Aphididae) e o cupim Cornitermes cumulans (Kollar)
(Isoptera: Termitidae) (PAULA et al., 2000; 2001).

Os oOleos essenciais de S. aromaticum e C. zeylanicum conhecidos como cravo-da-
india e canela respectivamente, apresentam o eugenol, B-cariofileno e acetatode
eugenol como componentes majoritarios (CHERICONI et al., 2005; SANTIN; et al.,
2011). Estudos demonstram que o eugenol apresenta atividade antifingica contra
Fusarium proliferatum (Matsush), além disso, inibem o crescimento de Botrytis
cinereia (Whetzel) (Helotiales: Sclerotiniaceae) (RANASINGHE et al., 2002). O 6leo
essencial S. aromaticum, demonstrou acdo acaricida em contato direto e vapor
contra Dermatophagoides sp. (Trouessart)(Astigmata: Pyroglyphidae) e Psoroptes
sp. (Gervais)(Sarcoptiformes: Psoroptidae). Recentemente, demonstrou-se que o
eugenol é toxico para a formiga-de-fogo vermelha Solenopsis invicta (Buren)
(Hymenoptera: Formicidade) (BAGAVAN et al., 2011; KAFLE; SHIH, 2013).

O C. zeylanicumapresenta o aldeidocinamicocomo 0 componente majoritario; além
de ter propriedades bioldégicas com poder antiséptico e inseticida. Estudos
demonstram que o0s extratos e 0s componentes de C. zeylanicum possuem
propriedades fungicas contra Cladosporium musae (Mason)
(Capnodiales:Mycosphaerellaceae),Lasiodiplodia theobromae
(Patouillard)(Botryosphaeriales: Botryosphaeriaceae) e atividade ectoparasita contra
o piolho do corpo Pedaculus humanus capatis (De Geer) (Anoplura; Pediculidae)
(YANG et al., 2005; TRAJANO et al., 2010).

O ¢6leo essencial de gengibre Z. officinale, apresenta como constituintes majoritarios
0s gingeréis monstrando atividade bioldégica como inibidores de enzimas e efeitos
antibacterianos contra Staphylococcus aureus (Rosenbach)(Bacillales:
Staphylococcaceae), Pseudomonas aeruginosa (Schroeter)(Pseudomonadales:
Pseudomonadaceae), Proteus vulgaris (Hauser)(Enterobacteriales:
Enterobacteriaceae) e Klebsiella pneumoniae (Trevisan)(Enterobacteriales:
Enterobacteriaceae) (TJENDRAPUTRA et al., 2001; SINGH et al., 2008).
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Em um estudo desenvolvido por Pushpanathan et al., (2008) observou que o dOleo
essencial de Z. officinalis apresentou atividade larvicida sobre larvas de terceiro
instar de Culex quinquefasciatus (Say) (Diptera: Culicidae). A mortalidade larval foi

observada 24 horas ap0s de tratadas, com uma concentracdo letal CLso de 50,78

ppm.

O ¢leo essencialR. officinalis conhecido como alecrim, é uma planta nativa da regiao
do mediterraneo, utilizado na culinaria e na medicina tradicional. O 6leo essencial de
R. officinalis estd constituido pelos componentes volateis cineol, a-pineno e
canofora, e pelos ndo volateis o acido caféico, diterpenos, flavondides e
triterpendides (LORENZI, 2008). Estes constituintes do oleo de alecrim sé&o
reconhecidos por apresentarem acéo inseticida, antioxidante e antimicrobiana
(CLEFF et al., 2012).

O estudo realizado por Born et al., (2009) reporta que o 6leo das folhas de R.
officinalis apresentou acao acaricida e reducéo na fecundidade contra o acaro rajado
Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae). As concentracdes letais CLso e
CLgo do Oleo essencial do R. officinalis foram 0,77 e 1,77 pL/L respectivamente. A

mortalidade dos &caros foi obtida em concentra¢es variando de 0,2 e 1,6 pL/L.

O uso de Oleos essenciais como uma estratégia de manejo associada a outros
métodos de controle comoparasitoides, predadores e microorgranismos
entomopatdégenos poderiam ser implementados dentro de um programa de manejo
fitossanitario para H. armigera, com o intuito de diminuir 0 uso de agrotoxicos,
reduzir os custos de producéo, além de minimizar o impacto ambiental e recuperar o

equilibrio biol6gico da natureza.
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CAPITULO I

ATIVIDADE INSETICIDA DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO

Atualmente, tem-se observado uma crescente busca de métodos alternativos de
manejo a partir de produtos naturais para serem utilizados na agricultura. Entre os
produtos de origem vegetal, os Oleos essenciais sdo compostos organicos
pertencentes a classe dos metabolitos secundarios que vém se destacando no
controle de diferentes espécies de insetos-praga de grande importancia econdémica.
Nesse contexto, objetivou-se avaliar a atividade inseticida dos 6leos essenciais
Citrus aurantium (Linnaeus)(Rutaceae), Citrus sinensis (Linnaeus)(Rutaceae) e o
componente majoritario Limoneno; e, os 0Oleos essenciais Piper spp. (Linnaeus)
(Piperaceae); Syzygium aromaticum (Merrill & Perry) (Myrteraceae); Cinnamomum
zeylanicum (Presl) (Lauraceae); Zingiber officinale (Roscoe) (Zingiberaceae) e
Rosmarinus officinalis (Linnaeus)(Lamiaceae) sobre H. armigeraA obtencdo dos
Oleos essenciais foi realizada pela técnica de hidrodestilacéo utilizando o aparelho
de Clevenger modificado. Foram aplicados 2mL da solucdo de cada 6leo essencial
na concentracdo de 2% (v.v!) sobreprimeiro instar de H. armigera, usando um
aerégrafo com pressédo de 15 Ib/pol?. Foram realizadas 10 repeticGes para cada
tratamento, com 10 lagartas por repeticao. Avaliou-se a toxicidade aguda dos 6leos
essenciais, pela contagem de lagartas mortas apés 48 horas de tratadas. Os 6leos
essenciais C. aurantium, o compenente majoritario o limoneno, C. sinensis, R.
officinalis, C. zeylanicum, S. aromaticum, Z. officinale e Piper spp.apresentaram
mortalidade de 97, 94, 87, 9, 8, 3, 2 e 0% respectivamente. Os 6leos essenciais do
género de Citrus spp. destacaram por apresentar as maiores porcentagens de
mortalidade, sendo uma alternativa para o desenvolvimento de novas moléculas
ativas a partir de compostos organicos, que possam ser incorporadas dentro de um

programa de controle biol6gico para H. armigera.



Palavras-chaves: Metabolitos secundarios. Aleloquimicos. Inseticidas botanicos.
Noctuidae.
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INSECTICIDE ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS ON Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT

Currently, there is seen a growing demand for alternative management methods from
natural products for use in agriculture. Among the products of plant origin, essential
oils are organic compounds belonging to the class of secondary metabolites that
been prominent in the control of different species of insect pests of great economic
importance. In this context, the objective was to evaluate the insecticidal activity of
essential oils Citrus aurantium (Linnaeus)(Rutaceae), Citrus sinensis
(Linnaeus)(Rutaceae) and the majoritary component Limonene; and essential oils
Piper spp. (Linnaeus) (Piperaceae); Syzygium aromaticum (Merrill & Perry)
(Myrteraceae); Cinnamomum zeylanicum (Presl) (Lauraceae); Zingiber officinale
(Roscoe) (Zingiberaceae) andRosmarinus officinalis (Linnaeus) (Lamiaceae) about
first instar larvae of H. armigera. The extraction of essential oils was performed by
hydrodistillation technique using the Clevenger modified. Provided 2mL of the
solution of each essential oil at 2%(v.v'') concentration on first instar larvae of H.
armigera, using an airbrush with pressure 15 Ib/in?. Ten replicates were performed
for each treatment, with 10 caterpillars per replicate. It was evaluated the acute
toxicity of essential oils by dead caterpillars count after 48 hours treated. Essential
oils C.aurantium, the majoritary component Limonene, C. sinensis, R. officinalis, C.
zeylanicum, S. aromaticum, Z. officinale and Piper spp. showed mortality of 97,
94,87, 9, 8, 3, 2 and 0% respectively. Essential oils of Citrus spp.genus were
emphasized showing the highest percentage of mortality, being an alternative for the
development of new active molecules form organic compounds, which can be

incorporated into a biological control program for H. armigera.

Key-words: Secundary metabolites. Allelochemicals. Botanical insecticides.

Noctuidae.
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1. INTRODUCAO

As plantas, como organismos que coevoluem com o0s insetos e diversos
microorganismos conseguem desenvolver mecanismos de comunicacdo, devido a
constante pressao ambiental e como defesa contra o ataque de insetos, fungos,
bactérias, virus e entomopatdégenos diante a producdo e liberacdo de substancias
organicas denominadas de 6leos essenciais (SANTOS, 2002; BAKKALI et al., 2008).

Esses 6leos essenciais sdo uma mistura complexa de varias substancias quimicas
aromaticas, com densidade mais baixa que a agua, sollveis em lipideos e em
solventes organicos. Geralmente, sdo produzidos a partir do metabolismo
secundario das plantas, variando na concentragdo e composi¢cdo de acordo com a
espécie, 6rgdo e modo de extracdo, época de coleta, condi¢cbes climéaticas e de solo
(SAITO; SCRAMIM, 2000; SIMOES; SPITZER, 2002).

Na agricultura, destaca-se a aplicabilidade desses compostos no controle de insetos
praga, apresentando distintos mecanismos de acdo que afetam mdultiplos alvos,
alterando de maneira eficaz a atividade celular e os processos bioldgicos dos insetos
(PEREIRA, 2006; SIMOES et al., 2007; BIZZO et al., 2009).

Muitos 6leos essenciais tém propriedades toxicologicas contra diferentes artrépodes
da ordem coledptera, lepidoptera, hemiptera, diptera, orthoptera phthiraptera e
isoptera, devido ao fato de que apresentam multiplos modos de acao, incluindo
atividade repelente e antialimentar, inibicdo da respiragéo, reducdo do crescimento e
fecundidade, destruicdo da cuticula e atividade octopaminica no sistema nervoso
central (ISMAN, 2000; AKHTAR; ISMAN, 2004).

Os inseticidas botanicos tém a vantagem de reduzir o risco de resisténcia cruzada
pela complexa estrutura quimica dos constituintes, diminuindo assim a pressao de
selecdo de insetos resistentes aos agrotoxicos. Além disso, degradam-se
rapidamente causando menos danos a saude humana e ao meio ambiente; muitos
Oleos essenciais sao especificos causando menos prejuizos a organismos nao-alvos
e inimigos naturais quando comparados aos inseticidas sintéticos (ISMAN, 2006;
ROZMAN et al., 2007).
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Helicoverpa amigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € um inseto, responsavel
por ocasionar sérios prejuizos em diversas culturas de grande importancia
econdmica. O principal método de manejo desta praga é diante o controle quimico
com frequentes pulverizacdes de agrotoxicos no ciclo das lavouras, desencadeando
efeitos negativos a salde das pessoas e ao meio ambiente, além de desenvolver
resisténcia nos insetos e incrementar os custos de producdo (FITT, 1989; MORAL-
GARCIA, 2006; CZEPACK et al., 2013).

Desta maneira, objetivou-se avaliar a atividade inseticida de 6leos essenciais Citrus
aurantium (Linnaeus)(Rutaceae), Citrus sinensis (Linnaeus)(Rutaceae) e o
componente majoritario Limoneno; e, os 0Oleos essenciais Piper spp. (Linnaeus)
(Piperaceae); Syzygium aromaticum (Merrill & Perry) (Myrteraceae); Cinnamomum
zeylanicum (Presl) (Lauraceae); Zingiber officinale (Roscoe) (Zingiberaceae) e
Rosmarinus officinalis (Linnaeus) (Lamiaceae) sobre larvas de H. armigera, com o
intuito de procurar métodos alternativos de manejo de possam serem incorporados

dentro de um programa de manejo integrado.

1.2.MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI) setor
Entomologia, Departamento de Producdo Vegetal e o Laboratério de Quimica,
Departamento de Quimica e Fisica no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias
da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE/UFES).

1.2.1. Multiplicacéo e criagao de Helicoverpa armigera

As lagartas de H. armigera utilizadas no experimento foram provenientes da criacédo
estoque do laboratorio de Entomologia do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico em Manejo de Pragas e Doencas (NUDEMAFI), onde os adultos foram
coletados e inseridos em tubos de PVC (20cm de diametro x 25cm de altura)
revestidos internamente com papel branco, a extremidade superior fechada com
papel toalha e tecido do tipo “voile” e a extremidade inferior apoiada em base de

isopor quadrado revestida com papel branco (25cm de lado x 3cm de espessura).



45

Para alimentagdo dos adultos foi oferecida uma solucdo de mel a 10% (m v1), por
meio de algodédo embebido na solugdo em um frasco de vidro de 5mL.

Os ovos de H. armigera depositados nas paredes internas dos tubos e no papel
toalha foram coletados e acondicionados em recipientes plasticos (14cm diametro x
15cm altura). ApoOs a ecloséo, as lagartas eram individualizadas em tubos de vidro
(8,5cm didmetro x 2,5cm altura) preenchidos com até 1/3 de seu volume com dieta
artificial feita a base de feijdo, germe de trigo, farelo de soja e levedura de cerveja
(GRENNE et al., 1976).

As lagartas foram mantidas nesses recipientes até o periodo de pupa. Logo,
retiradas as pupas, tratadas com solucédo de hipoclorito de sédio a 10% e lavadas
com agua deionizada. Todos os estadios de desenvolvimento da praga foram
mantidos em sala climatizada com temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 65
+ 10% e fotoperiodo de 12 horas).

1.2.2. Oleos essenciais

Os Oleos essenciais comerciais de laranja amarga (C. aurantium), laranja doce (C.
sinensis), foram adquiridosna empresa Ferquima Industria e Comércio LTDA e o

componente majoritario D-Limoneno da Empresa Sigma Aldrich.

Os materiais, folhas, frutos, rizomas, e botdes florais para a extracdo dos 06leos
essenciais de pimenta (Piper spp.); cravo-da-india (S. aromaticum); canela (C.
zeylanicum); gengibre(Z. officinale) e alecrim(R. officinalis)foram adquiridos no
comercio na cidade de Alegre, Espirito Santo. Estes foram cortados em pequenas
porcdes de aproximadamente 300g, e submetidos a hidrodestilacdo em triplicata.
Cada material foi colocado em um baldo de 5L e adicionada agua destilada até
metade do baldo que foi acoplado ao Clevenger e submetido a aquecimento. Dessa
forma foi realizada a hidrodestilacdo da atmosfera, por trés horas consecutivas
(PINHEIRO et al., 2013).

Apés a hidrodestilacdo, o hidrolato obtido foi submetido & extragéo liquido - liquido
com pentano (3 x 20mL). Para remocdo da agua remanescente adicionou-se
Na2S0s (sulfato de sodio) anidro na fase organica e em seguida realizou-se filtracao.
O material obtido foi concentrado em evaporador rotativo sob pressao reduzida, a
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massa do Oleo foi aferida para o calculo do rendimento. Os Oleos essenciais
extraidos foram acondicionados em frascos de vidro ambar e armazenados em
freezer até ser analisados (PINHEIRO et al., 2013).

1.2.3. Biensaios

Nos bioensaios, larvas de primeiro instar de H. armigera, foram pulverizadas com
2mL da solucdo de cada Oleo essencial Citrus aurantium, Limoneno, Citrus sinensis,
Rosmarinus officinalis, Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum, Zingiber
officinale e Piper spp.em uma concentracdo de 2%(v.v!) usando um aerégrafo com
pressdo de 15 Ib/pol?. As lagartas foram separadas em grupos de 10 individuos em
placas de Petri® (9cm diametro x 1,5cm altura) contendo a mesma dieta artificial
utilizada na criacdo de manutencdo. Foram realizadas 10 repeticOes para cada
tratamento, com 10 larvas por repeticdo. Avaliou-se a toxicidade aguda dos 6leos

essenciais, pela contagem de lagartas mortas apos 48 horas de tratadas.

1.2.4. Anélise estatistica

Os dados de mortalidade de H. armigeraforam registrados 48 horas apés do inicio
do experimento, e corrigidos pela formula de Abbott e submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

significancia pelo programa SAS (SAS Institute, 2002).

1.3. RESULTADOS E DISCUSAO

Os Oleos essenciais de laranja amarga (C. aurantium); o componente
majoritariolimoneno e laranja doce (C. sinensis)se destacam, pois apresentaram
mortalidade de 97, 94 e 87% respectivamente, diferindo-se estatisticamente dos
6leos alecrim (R. officinalis); canela (C. zeylanicum); cravo-da-india (S. aromaticum);
gengibre (Z. officinale)e pimenta (Piper spp.) com 9, 8, 3, 2 e 0% de mortalidade
respectivamente(Fr7,72=390,27; P<0, 005) (Tabela 1).
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Tabela 1- Mortalidade (%) corrigida de larvas de primeiro instar de Helicoverpa armigera
com Oleos essenciais Citrus aurantium, Limoneno, Citrus sinensis, Rosmarinus officinalis,
Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum, Zingiber officinale e Piper spp. por
pulverizacgéo.

Tratamento! N2 (%)Mortalidade®
Laranja amarga (Citrus aurantium) 100 97a
Limoneno 100 94a
Laranja doce (Citrus sinensis) 100 87a
Alecrim (Rosmarinus officinalis) 100 9%b
Canela (Cinnamomum zeylanicum) 100 8b
Cravo-da-india (Syzygium aromaticum) 100 3b
Gengibre (Zingiber officinale) 100 2b
Pimenta (Piper spp.) 100 0Ob
CV(%) 19,58
P <0,005

Temperatura: 25 + 1 °C, UR: 65 + 10% e fotoperiodo de 12h; Médias seguidas com mesma letra na
coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05); 2N: nimero de individuos por
tratamento; 3(%) Mortalidade corrigida pela férmula de Abbott.

A composicdo, concentracdo e a interacdo dos compostos organicos dos Oleos
essenciais dependem da espécie, 6rgdo e modo de extracdo, época de coleta,
condic¢des climéaticas como luz, temperatura, umidade relativa, chuva e fotoperiodo
(SIMOES et al., 2007). Deste modo, a eficiéncia na mortalidade de H. armigera com
Oleos de Citrus spp. pode ter acontecido por causa da diferenciacdo na composicao,

modo e condi¢des de extracao dos 6leos essenciais em estudo.

A laranja amarga, limoneno e laranja doce foram selecionadas para 0s proximos
bioensaios, porque foram os 6leos essenciais que apresentaram mortalidade =80%,
sendo a porcentagem para que uma molécula seja considerada eficiente no controle
de insetos-praga, de acordo com o Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2014).

Os 6leos essenciais de Citrus spp. tem sido estudado devido aos efeitos inseticidas
contra varios artrépodes. Considerados promissores para o Manejo Integrado de
Pragas, atuando por contato, ingestao e fumigacao. Além de ter atividade inseticida,
tem efeitos no crescimento, reducdo na oviposicdo e emergéncia dos adultos,
repeléncia e atividade ovicida. Estudos demonstram a atividade inseticida dos 6leos

essenciais dos citros sobre Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) e
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Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) (ISMAN, 2000; KETOH et al., 2005;
BRITO et al., 2006).

A atividade inseticida dos O6leos essenciais dos citros deve-se aos constituintes
majoritarios limoneno e linalol, terpenos que estdo presentes na estrutura quimica
dos compostos organicos. O mecanismo de acdo destas substancias por contato
degrada os lipidios da cuticula do exoesqueleto, aumentando a atividade dos nervos
sensoriais dos insetos causando hiperexitabilidade dos nervos motores que leva a
convulsao e paralisia (ESTRELA et al., 2006; ROZMAN et al., 2007).

Estudos desenvolvidos relatam que os monoterpenos limoneno, 3-pineno, a-pineno
danam as vias respiratorias dos insetos, agindo rapidamente e interferindo nas
funcdes fisiologicas pela adeséo das particulas dos 6leos essenciais na cuticula dos
espiraculos obstruindo as vias de respiracdo (PRATES et al., 1998; LEE et al., 2003;
CORREA; SALGADO, 2011). Outros relatos referem que os referidos
monoterpendides agem como inibidores da acetilcolinesterase, o que leva a um
excesso do neurotransmissor acetilcolina, produzindo um colapso sinaptico

generalizado e a morte do inseto por asfixia (TSUKAMOTO et al., 2005).

Por outro lado, a baixa mortalidade apresentada pelos 6leos essenciais alecrim (R.
officinalis); canela (C. zeylanicum); cravo-da-india (S. aromaticum); gengibre (Z.
officinale) e pimenta (Piper spp.) sobre lagartas de H. armigera poderia estar ligada
a uma relacdo antagodnica entre os constituintes majoritarios e minoritarios desses
Oleos essenciais. Além disso, deve-se destacar que a composicdo, quantidade e
concentracdo dos constituintes dos 6leos essenciais dependem de fatores como as
condicdes climaticas, idade das plantas e época do ano em que séo extraidos. As
interacbes entre esses constituintes sdo complexas e podem afetar as

caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos essenciais (JIANG et al.,2009).

Em um estudo desenvolvido por Born et al., (2009) observou que o 6leo de alecrim
(R. officinalis) apresentou agdo acaricida e diminuiu a fecundidade contra o acaro
rajado Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae). As concentracdes letais
CLso e CLoo do 6leo essencial do R. officinalis sobre o acaro rajado foram 0,77 e 1,77
uL/L respectivamente. Em outros estudos desenvolvidos por Miresmailli e Isman
2006 e Miresmailli et al., (2006) registraram toxicidade do Gleo de alecrim contra o

acaro rajado por contato.
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Os maiores constituintes do Oleo essencial de canela C. zeylanicum sdo eugenol,
fenilpropandides como cinamaldeido, acetato de cinamila e o 1,8-cineol. Estudos
desenvolvidos demonstram que 0s extratos e os componentes de C. zeylanicum
possuem propriedades fungicas contra Cladosporium musae (Mason) (Capnodiales:
Mycosphaerellaceae), Lasiodiplodia theobromae (Patouillard)(Botryosphaeriales:
Botryosphaeriaceae) e Fusarium proliferatum (Matsush) (Hypocreales: Nectriaceae);
atividade ectoparasita contra Pedaculus humanus capatis (De Geer) (Anoplura;
Pediculidae) e acdo acaricida contra Psoroptes cuniculi (Delafond) (Sarcoptiformes:
Psoroptidae) (RANASINGHE et al., 2002; YANG et al.,, 2005; FICHI et al., 2007,
ANDRADE et al., 2012).

O 6leo essencial de cravo-da-india S. aromaticum é constituido pelos compostos
eugenol, B-cariofileno e acetato de eugenol, elementos que inibem o crescimento de
fungos dos géneros Monilia, Botrytis e Mucor. Em artropodes, o 6leo essencial de S.
aromaticum demostrou inibicdo na emergéncia de adultos de Culex pipiens
(Linnaeus) (Diptera: Culicidae). Recentemente, demonstrou-se que o eugenol é
toxico para a formiga-de-fogo vermelha Solenopsis invicta (Buren) (Hymenoptera:
Formicidade) (RANASINGHE et al., 2002; KAFLE; SHIH, 2013).

Outros trabalhos desenvolvidos por Pereira et al., (2008) constataram que o 0leo
essencial de gengibre (S. aromaticum), promoveram inibicdo no crescimento das
bactérias Staphylococcus aureus (Rosenbach) (Bacillales: Staphylococcaceae) e
Escherichia coli (Escherich) (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae). Freire (2008)
pesquisando cepas de S. aureus e E.coli observou atividade inibitéria dos 6leos
essenciais canela Z. officinalis e manjerona Origanum manjorona (Linnaeus)
(Lamiales: Lamiaceae) sobre o crescimento das bactérias em estudo. O 6leo de Z.
officinalis apresenta atividade larvicida e repeléncia sobre Culex quinquefasciatus
Say (Diptera: Culicidae) (PUSHPANATHAN et al., 2008).

O 6leo do género Piper spp. apresenta uma série de amidas na estrutura quimica,
sendo a piperina o maior constituinte, agindo como neurotoxicos afetando as
principais fungcbes do sistema nervioso central dos insetos. Extratos acetbnicos e
metandlicos de Piper nigrum (Linnaeus) (Piperaceae) causaram 90% de mortalidade
as lagartas da traca de cereais Sitotroga cerealella (Oliver) (Lepidoptera:
Gelechiidae) (BOOF; ALMEIDA,1995). Paula et al., (2000; 2001) reportou efeitos
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inseticidas da piperina sobre o pulgdo Brevicoryne brassicae (Linnaeus) (Hemiptera:

Aphididae) e o cupim Cornitermes cumulans (Kollar) (Isoptera: Termitidae).

Desta forma, a atividade inseticida e os possiveis efeitos dos 6leos essenciais
dependem da composicdo quimica, concentracdo e interacdo dos constituintes

majoritarios e minoritarios desses compostos organicos.

1.4. CONCLUSAO

Os Oleos essenciais de C. aurantium, o componente majoritario limoneno, C.
sinensis, R. officinalis, C. zeylanicum, S. aromaticum, Z. officinale e Piper spp.na
concentracdo de 2% (v.v!) apresentaram mortalidade de 97, 94, 87, 9, 8, 3, 2 e 0%
respectivamente, sobre larvas de primeiro instar de H. armigera apés de 48 horas de
serem tratadas. Os Oleos essenciais C. aurantium, o componente majoritario
limoneno e o C. sinensis apresentaram as maiores porcentagens de mortalidade,
pelo que trabalhos futuros poderiam ser desenvolvidos a fim de certificar a eficiéncia
desses produtos em campo com o intuito de desenvolver uma molécula ativa para

ser incorporada no manejo integrado de H. armigera.
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CAPITULO Il

EFEITOS SUBLETAIS DEOLEOS ESSENCIAIS DECitrusaurantium,
CitrussinensisEO COMPONENTE MAJORITARIOLimonenoDECitrus spp.

(Rutaceae) SOBREHelicoverpaarmigera, (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO

Helicoverpaarmigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € um inseto-praga com
grande importancia socioeconémica em diversas regides agricolas do mundo. Esta
espécie € amplamente adaptada epolifaga de plantas hospedeiras cultivadas e
silvestres. O principal método de manejo é diante sucessivas aplicacdes de
agrotoxicos, gerando efeitos negativos ao meio ambiente. Assim, estudos de
métodos alternativos com baixo impacto ambiental e socioeconémico inclui o uso de
Oleos essenciais. Esses 0leos essenciais sdo metabolitos secundarios derivados de
plantas, que apresentam atividade inseticida em diversas populacdes de insetos-
praga. Desta maneira,objetivou-se avaliar a atividade inseticida dos 6leos essenciais
de Citrusaurantium(Linnaeus) (Rutaceae), Citrussinensis (Linnaeus) (Rutaceae) e o
componente majoritario limoneno sobre a biologia e reproducdo deH. armigera. A
caracterizacdo dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa com espectrometria
de massas, a toxicidade dos Oleos essenciais e os efeitos das concentracdes
subletais nas larvas e parametros reprodutivos nos adultos foram respectivamente
avaliados. Todos os tratamentos apresentaram atividade inseticida e efeitos
subletais sobre a biologia e reproducdo da H. armigera, pelo que esses 6leos

essenciais podem ter uso promissorio para o controle de H. armigera.

Palavras-chaves: Toxicologia. Lepidoptera. Biologia. Reproducéao.



55

SUBLETHAL EFFECTS OF ESSENTIAL OILS Citrus aurantium, Citrus sinensis
AND THE MAYORITARY COMPONENT Limoneno OF Citrus spp. (Rutaceae)
ABOUT Helicoverpa armigera, (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) is one of the most
devastating insect pests in different parts of the world. This species is extensively
adapted and polyphagous, with a broad taxonomic range of cultivated and wild host
plants. The main management method is for successive pesticide applications,
generating negative effects to the environment. Thus, studies of alternative methods
with low environmental and socioeconomic impact include the use of essential oils.
These essential oils are chemical compounds, known as plant-derived secondary
metabolites, which exhibit insecticidal activity in a number of insect pest populations.
Therefore, aimed to evaluate the insecticidal activity of essential oils of Citrus
aurantium (Linnaeus)(Rutaceae), Citrus sinensis (Linnaeus)(Rutaceae) and the
major component Limonene on the biology of H. armigera. The characterization of
essential oils by gas chromatography with mass spectrometry, toxicity of essential
oils and sublethal concentration effects on larvae and reproductive parameters in
adults were evaluated respectively. All treatment showed insecticidal activity and
sublethal effects on the biology ande reproduction of H. armigera,so that these

essential oils can have promising use for the control of H. armigera.

Key-words: Toxicology. Lepidoptera. Biology. Reproduction.
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1. INTRODUCAO

Helicoverpaarmigera(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é um inseto praga
cosmopolita, com ocorréncia em diversas regides do mundo incluindo Asia, Africa,
Europa, Oceania eAmérica do sul(FITT 1989; NASERI etal., 2009). Esta espécie
éholometabola, polifaga, com um amplo espectro de culturas hospedeiras de grande
importancia econébmica como o tomate, pimentdo, algoddo, milho, grdo de bico,
sorgo, girassol, soja e amendoim(FITT 1989; CUNNINGHAM; ZALUCKI, 2014).

As lagartas deH. armigera se alimentam de folhas e caules, apresentando
preferéncia pelos pontos de crescimento como brotos, inflorescéncias, frutos e
vagens, causando danos tanto na fase vegetativa quanto que reprodutiva, reduzindo
a qualidade e rendimentos dos frutos (WANG; LI, 1984; BASKAR;
DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2014).

No Brasil, foi identificada morfoldégica e molecularmente, reportando sérios danos
nas culturas de algoddo e soja, nas regides Centro-oeste e Nordeste do pais
(CZEPACK et al., 2013; SPECHT; GOMEZ; PAULA-MORAES, 2013). As perdas
geradas pela lagarta desta praga foi estimada em mais de 5 bilhdes de dolares,
além, do investimento na compra de agrotoxicos, cujo valor estimado em cerca de
500milh&es de dolares(MAPA, 2014).

O principal método de manejo de H. armigera esta baseado na aplicacaofrequentee
continua de agrotéxicos durante o ciclo da cultura, ocasionando efeitos negativos no
meio ambiente e nos recursos nao renovaveis (WHITEHORN et al., 2012; HENRY et
al., 2012). Além disso, as constantes aplicacbes de agrotdxicos tém desenvolvido
resisténcia dessa praga a um amplo grupo de inseticidas como carbamatos,
organofosforados e piretroides (KRANTHI et al., 2002; QAYYUM et al., 2015). Desta
forma, existe uma busca por métodos alternativos de manejo que possam ser
incorporados em programas de manejo integrado de pragas com o intuito de reduzir

0 uso indiscriminado de agrotéxicos.

Os o6leos essenciais tém sido estudados para atividades inseticidas, os quais tem
apresentado acdes que podem interferir na capacidade de eclosdo dos ovos,
oviposicdo, crescimento, alimentacdo e repeléncia, podendo assim serem
empregado no manejo de pragas (SEFFRIN et al, 2010; SHANKER;
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UTHAMASAMY, 2010; BASKAR; IGNACIMUTHU, 2012). Esses compostos sao
derivados de plantas, com estruturas quimicas baseada em componentes
majoritarios que pertencem as classes dos terpenos, fenois e alcaldides (ISMAN
2000; OOTANI et al., 2013) e sao facilmente degradaveis, ndo tem efeitos adversos
ao meio ambiente e sdo ecologicamente seguros aos inimigos naturais, organismos
nao-alvos e aos seres humanos (ROSELL et al., 2008; PAVELA, 2010).

Pesquisas desenvolvidas relatam a atividade inseticida e os efeitos subletais dos
Oleos essenciais sobre insetos pragas da ordem lepidoptera (HALDER et al., 2012;
KHAN, et al.,, 2014; ABEDI et al., 2014; CRUZ et al., 2014; 2016). Dessa forma,
objetivo-se avaliar os efeitos letais e subletais dos 6éleos essenciais de Citrus
aurantium, Citrus sinensis (Rutaceae) e o seu componente majoritario o limoneno,

sobre lagartas de primeiro instar de H. armigera em condi¢des de laboratorio.

1.2.MATERIALE METODOS

Oestudo foi conduzidono Laboratorio do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas (NUDEMAFI) setor
Entomologia, Departamento de Producdo Vegetal e o Laboratorio de Quimica,
Departamento de Quimica e Fisica no Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias
da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE/UFES).

1.2.1.Multiplicagdo de H. armigera

LarvasdeH.armigera foram obtidas da criacdo estoque do Laboratério de
Entomologia do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico em Manejo de
Pragas e Doencas (NUDEMAFI). Foram alimentadas com dieta artificial descrita por
GRENNE et al., (1976), tendo como base germe de trigo, farelo de soja, levedura de
cerveja, vitaminas e antibioticos, sendo acondicionadas em camara climatizada
(temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 65 + 10% e fotoperiodo de 12
horas).Adultos foram mantidos em gaiolas de PVC (20cm diametro x 25cm altura)
revestidos com papel branco e alimentados com solucdo de mel (10%). Posturas
foram retiradas diariamente e acondicionadas em recipientes plasticos(14cm

didmetro x 15cm altura). As larvas recém-eclodidas foram acondicionadas em tubos
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de vidro (2,5cm diametro x 8,5cm altura) contendo dieta artificial (GRENNE et al.,
1976) permanecendo até a fase de pupa. As pupas foram coletadas e

acondicionadas em gaiolas de acrilico até a emergéncia dos adultos.

1.2.2.0leos essenciais

Os oOleos essenciais comerciais de laranja amarga(C. aurantium), laranja doce(C.
sinensis), foram adquiridos na empresa Ferquima Industria e Comércio LTDA e o

componente majoritario D-Limoneno da Empresa Sigma Aldrich.

1.2.3.Cromatografia gasosa com Espectrometria em massas (GC-MS)

As analises da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais foram feitas no Laboratério
de Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo. Os 6leos essenciais foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria em massa (CG-
EM), modelo QP-PLUS-2010 (SHIMADZU). A coluna cromatografica foi do tipo
capilar de silica fundida com fase estacionaria Rtx-5MS, de 30m de comprimento e
0,25mm de didmetro interno, utilizando hélio como gas de arraste. As temperaturas
foram de 220 °C no injetor e 300 °C no detector. A temperatura inicial da coluna foi
de 60 °C, sendo programada para ter acréscimos de 3 °C a cada minuto, até atingir
a temperatura maxima 240°C (COSTA et al., 2013).

A quantificacdo quimica dos Oleos essenciais foi realizada por cromatografia gasosa,
em equipamento SHIMADZU GC-2010 PLUS, equipado com detector de ionizacao
de chama (CG-DIC). O gés de arraste foi o nitrogénio e coluna capilar Rtx-5MS, 30m
de comprimento e 0,25mm de diametro interno. As temperaturas do injetor e
detector foram 240 e 250 °C, respectivamente. A temperatura programada no forno
foi a mesma nas andlises por CG-EM (COSTA et al., 2013).

As andlises, 10mg de cada 6leo foram diluidas em 1mL de diclorometano, sendo
injetado 1uL da mistura. A identificagdo dos componentes foi feita pela comparagao
de espectros de massas com os dados disponiveis na espectroteca Willey 330.000 e
pelo indice de Kovats (IK) (ADAMS, 2007). O percentual relativo de cada composto

foi calculado através da razdo entre a area integral de seus respectivos picos e a
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area total de todos os constituintes da amostra, cujos dados foram obtidos pelas
analises realizadas no cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama.
1.3. BIOENSAOIS

Foram estabelecidas as concentracdes letais CLso e CLoo, € as concentracdes
subletais CL1o, CL20 e CLao, para cada um dos 6leos essenciais de C. aurantium, C.
sinensis e o componente majoritario Limoneno, fazendo uso de escala logaritmica a

partir da concentracdo que controlou o 100% da populacdo de H. armigera.

1.3.1. Efeitos letais

Larvas de primeiro instar de H. armigera foram tratadas com concentracdes letais de
50 e 90% de 6leos essenciais de C. aurantium, C. sinensis e 0 componente
majoritario limoneno. Em cada tratamento 2mL de solucao (6leo+ tween + alcool +
agua) e para o controle (tween + &lcool + agua), foram pulverizados nas larvas
usando o aerégrafo (SW-130K) com pressédo de 15 Ib/pol?. Foram utilizadas dez
repeticbes com dez larvas para cada repeticdo. As larvas tratadas foram colocadas
em placas de Petri® (9cm diametro x 1,5cm altura), forradas com papel filtro,
seladas com plastico filme e alimentadas com dieta artificial (GRENNE et al., 1976).

1.3.2. Efeitos subletais

Cinquenta larvas de primeiro instar foram tratadas com concentracdes subletais de
10, 20 e 40% dos referidos 6leos essenciais e individualizadas em tubos de vidro
(2,5cm didmetro x 8,5cm altura) e pesadas dez dias apds a pulverizacdo. As pupas
com até 24 horas foram sexadas (ZHAO et al., 2005) pesadas e mantidas em tubos

de vidro até a emergéncia dos adultos.

Para a avaliagdo dos efeitos subletais sobre os parametros reprodutivos, dez pupas
por tratamento foram mantidas em tubos de vidro (2,5cm diametro x 8,5cm altura)
atée a emergéncia dos adultos, sendo posteriormente um casal por repeticao
dispostos em gaiolas do tipo PVC (14cm diametro x 20cm altura), revestido
internamente com papel e alimentados com solugcéo de mel (10%), totalizando cinco

repeticbes por tratamento. Os ovos foram diariamente contados e colocados em
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placas de Petri® (9cm diametro x 1,5cm altura) nas condigbes de Temperatura: 25 +
1°C, umidade relativa: 65 * 10%e fotoperiodo de 12h.Os parédmetros biolégicos
avaliados foram: periodo larval, peso das lagartas, periodo pupal, peso das pupas, e
razdo sexual. Também foi avaliado o periodo de pré- oviposi¢cdo, oviposicao,

viabilidade de ovos, periodo pds- oviposicdo e longevidade de adultos.

1.3.3. Analise estatistica

Os dados de mortalidade dos oOleos essenciais C aurantium, C. sinensis e o0
componente majoritario Limoneno sobre primeiro instar de H. armigeraforam
registrados 48h apads iniciado o experimento e analisados por meio da regressao de
probit utilizando o programa PROC PROBIT (SAS Institute, 2002) para estimar as
concentragdes letais CLio, CL2o, CL4o, CLso € CLgo. Os dados de periodo larval, peso
larval, periodo pupal, peso pupal, razdo sexual, periodo pré- oviposi¢cao, nimero de
ovos, viabilidade de ovos, periodo pds- oviposicdo, e longevidade de adultos foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de significancia pelo programa SAS (SAS Institute, 2002). Todos o0s
dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk utilizando o
programa SAS (SAS Institute, 2002). A oviposi¢cdo e viabilidade de ovos foram

transformadas pelo logio(X).

1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. Cromatografia gasosa com Espectrometria em massas (GC-MS)

A andlise cromatogréafica (GC-MS) do 6leo essencial de C. aurantium revelou a
presenca dos constituintes majoritarios monoterpeno hidrocarboneto D-limoneno
(78,53%) e y-terpineno (12,65%) e para o Oleo essencial C. sinensis os principais
constituintes foram D-limoneno (83,33%) e monoterpeno oxigenado linalol (8,91%)
(Tabelal).

Estudos desenvolvidos com o 6leo essencial de C. sinensis revelam o composto D-
limoneno (78,55%), linalol (8,91%), B-mirceno (5,30%) e B-pineno (2,70%) como 0s
componentes majoritarios (FERHATet al., 2006). Em outro trabalho desenvolvido por
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Minh Tu et al., (2002) os componentes majoritarios de C. sinensis foram D-limoneno
(94,70%) e o mirceno (2,00%). Esses dados assemelham-se ao presente trabalho,
porém, a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais pode variar dentro de uma
mesma espécie da planta em funcdo da época e local de coleta, condicdes
climaticas, idade do material vegetal, periodo e condicbes de armazenamento
(HOSNI et al.,2010) como demonstrado por amostras de C. sinensis coletadas no
Quénia, em que os compostos majoritarios foram a-pineno, a-terpineno, 3-pineno e
sabineno (NJOROGE et al.,2005) e no Vietnd, sendo verificado como principal
constituinte o sabineno (MINH TU et al., 2002).

Tabela 1- Composicdo quimica dos 6leos essenciais Citrus aurantium, Citrus sinensis, e as

porcetagemsrelativas dos principais componentes.

Constituintes Kl cal K| tab Citrus aurantium  Citrus sinensis

MH*

a-tujeno 929 931 0,70% -
a-Pineno 935 939 2,06% 1,08%
Canfeno 950 953 - -
Sabineno 974 980 - 1,02%
B-Pineno 976 980 1,57% -
Mirceno 992 991 1,28% 3,60%
a-Terpineno 1016 1018 0,35% -
D-limoneno 1033 1031 78,53% 83,33%
cis-ocimeno 1042 1040 - -
trans-ocimeno 1052 1050 - -
y-Terpineno 1061 1062 12,65% -
Terpinoleno 1089 1088 0,78% -
MO*

n-octanal 1000 1001 0,12% -
Linalol 1099 1098 0,35% 8,91%
Cis- para-menth-2-em-1-ol 1121 1121 0,06% -
Cis-limoneno-oxido 1134 1134 0,14% 0,18%
trans-limoneno- oxido 1139 1139 - 0,16%
Citronellal 1155 1153 - 0,08%
trans-B-terpineol 1165 1163 - 0,14%
Terpin-4-ol 1176 1177 - -
a-terpineol 1189 1189 0,41% -
n-decanal 1204 1204 0,18% 0,62%
Neral 1242 1240 - -
Geranial 1272 1270 - 0,21%
SH*

a-Copaeno 1367 1376 - 0,10%
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Constituintes K| cal 2Kl tab Citrus aurantium  Citrus sinensis
trans-cariofileno 1417 1418 0,18% -
B-bisaboleno 1507 1509 - -

SO*

n-octanol 1075 1070 - 0,57%
n-decanal 1205 1204 0,18% 0,62%
Acetato de Neryl 1366 1365 - -
Acetato de geranyl 1384 1383 0,39% -

a - trans-Bergamoteno 1435 1436 - -
trans-nerolidol 1563 1564 0,25% -
MH/MO - - 97,92/1,26 89,03/10,3
SH/SO - - 0,18/0,64 0,10/0,57

IK indice de Kovats (Adams, 2007):lIK cal= calculado;2lK tab= tabelado; Area %= porcentagem
fornecidas pelo GC/MS. * MH- hidrocarbonetos monoterpenos, MO- monoterpenos oxigenados, SH-

hidrocarbonetos sesquiterpenos, SO- sesquiterpenosoxigenados.

Para o 6leo essencial deC. aurantium, resultados similares foram encontrados por
Hosni et al., (2010) descrevendo o limoneno (96,86%), B-pineno (1,37%), B-ocimeno
(0,31%), sabineno (0,28%) e a-pineno (0,27%) como 0s componentes majoritarios.
Os compostos limoneno, linalol, sabineo, B-a-pineno sdo inseticidas de contato,
atuam como neurotéxicos, e possuem atividade fumigante contra insetos (BUSS;
PARK-BROWN, 2002). Além disso, atuam dissolvendo os lipidios da cuticula do

exoesqueleto, causando desidratacdo e morte dos insetos (MENEZES, 2005).

Os monoterpenos presentes nos 6leos essenciais, como o limoneno, [(-pineno,
mirceno e y-terpineno possuem efeito ovicida, larvicida, repelente, antialimentar e
efeitos toxicos em uma grande variedade de insetos (MAO; ENDERSON, 2010). O
B-pineno possui atividade inseticida contra o piolhoPediculushumanus(Linnaeus)
(Anoplura: Pediculidae) e contra o mosquito Aedes aegypti(Linnaeus) (Diptera:
Culicidae) sendo a dupla ligacdo exociclica nesse composto a responsavel dessa
atividade (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2007).

1.4.2. Efeitos letais

Na estimativa da concentragéo letal (CLso), os dados adequaram-se ao modelo de
Probit, mostrando um x? ndo significativo e baixa heterogeneidade. Os intervalos de
confianca ndo determinaram diferenca significativa entre o 0leo essencial de C.
sinensis e 0 componente majoritario limoneno, porém apresentam diferenca

significativa ao 6leo essencial de C. aurantium. As concentracdes letais para causar
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mortalidade de 50% da populacdo de H. armigera foram 0,27 % para C. sinensis e

0,31% para limoneno, diferindo-se de C. aurantium com 0,48%.

Na concentracdo letal de 90% (CLgo) 0 6leo C. aurantium e limoneno, ndo diferiram
significativamente, porém, apresentaram significAncia do C. sinensis. As
concentracOes letais que causaram o 90% de mortalidade de H. armigera foram 2,90

% para C. aurantium e 2,70% para limoneno, diferindo-se de C. sinensis com 3,68%.

As inclinacdes da curva de concentracdo-mortalidade diferiram entre si, com maior
inclinacdo da curva para C. aurantium (1,65%) seguido do componente majoritario
limoneno com (1,36%) e C. sinensis quem apresentou a menor inclinacédo (1,13%).
Os valores mais altos de inclinagdo da curva indicam que caso ocorram pequenas
variacBes na concentracdo dos Oleos essenciais, grandes variagcdes ocorrerdo na
mortalidade das lagartas de H. armigera (Tabela 2) (APENDICE A - GRAF. 4).

Os resultados obtidos neste trabalho concordam comCruz et al., (2016) quem
testando O6leos essenciais de Ocimum gratissimum (Linnaeus)(Laminaceae),
Eucalytus staigeriana (Muell)(Myrtaceae) e Foeniculum vulgare (Mill)(Apiaceae)
sobre Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) reportaram doses
letais (DLso) de 1,52; 3,20 e 5,04 mg/g respectivamente. As inclinagbes da curva
doses-mortalidade diferiram entre si, com uma maior inclinacédo para O. gratissimum
(4,58%), seguido por E. staigeriana (3,81%) e F. vulgare com a menor inclinacao
(3,10%) sendo o limonenoo constituinte majoritario dos 6leos O. gratissimum, E.

staigeriana e F. vulgare.

Em outro trabalho desenvolvido por Baskar et al., (2014) obtiveram concentracdes
letais CLso e CLoo de 3,86 e 18,34% respectivamente, com inclinagdo da curva
concentracdo-mortalidade de (2,67%), aplicando o Oleo essencial de Artemisia
annua (Linnaeus) (Asteraceae) sobre lagartas de H. armigera. Esses resultados
diferem dos dados obtidos por Abedi et al., (2014) com o 6leo essencial de neem
Azadirachta indica (A.Juss) (Meliaceae) sobre a H. armigera obtendo concentracdes
letais ClLso: 12,95 pg/mL e ClLoo: 31,1 pg/mL, com inclinagdo na curva de
concentracdo-mortalidade de (3,1%), sendo a azadirachtina o constituinte majoritario

do 6leo essencial de neem.
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Tabela 2— Toxicidade dos 6leos essenciais Citrus aurantium, Citrus sinensis e componente
majoritario Limoneno de Citrus spp.sobre primeiro instar de Helicoverpa armigera.

Curve ClLso
Slope tEP3 %

CLoo

1 2
Tratamento N GL %

(95%Cl) (95%CIy* P X2

C. aurantium 800 5 1,65+0,11 0,48 0,41-0,57 29 2,19-4,13 <,0019 7,34
Limoneno 800 5 1,36+0,13 0,31 0,25-0,36 2,7 1,91-4,42 <,0001 1,86
C. sinensis 800 5 1,13+0,11 0,27 0,21-0,33 3,7 2,45-6,62 <,0016 7,82

Temperatura: 25 + 1°C, UR: 65 = 10%, e fotoperiodo de 12h;!NUumero de insetos por
tratamento;?Graus de liberdade;3Slope+EP: Inclinagdo da curva + Erro Padrdo;*Intervalos de
confianga nas concentragdes letais 50 e 90 (v.v1).

1.4.3. Efeitos subletais

1.4.3.1. Parametros biolégicos

O periodo larval foi alongado para todos os tratamentos exceto para o limoneno na
CL1o (13,10 dias), que néo diferiu da testemunha (11,34 dias). O maior periodo larval
ocorreu para o 6leo essencial C. sinensis na CLio (15,18 dias), que néo diferiu dos
demais tratamentos (F,90) = 6,73; P = 0,0109) (Tabela 3) (APENDICE A - GRAF. 5).

Desta forma, sugere-se que os 6leos essenciais tiveram um efeito antialimentar em
H. armigera, alongando o periodo larval. Por outro lado, o efeito dos Oleos
essénciais na reducao de peso larval ocorre frequentemente nos estudos de biologia
de insetos, sendo que o0 menor peso apresentado pelas lagartas em um determinado
estddio indica que elas estdo atrasadas no desenvolvimento. (BASKAR;
DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2014)

No estudo desenvolvido por Dhamodaran e Kuppusamy (2015) com extratos de
Caesalpinia bonducella (Linnaeus) (Fabaceae) avaliando diferentes solventes e
concentracOes, reportou atividade antialimentar sobre H. armigera. Esses resultados
foram comparados e discutidos pelos dados obtidos por Krishnappa et al., (2010)
reportando que o Oleo essencial Tagetes patula (Linnaeus) (Asteraceae) mostrou um
efeito antialimentar sobre Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae).
Pavela (2010) afirma quea atividade antialimentar aumenta com o incremento da

dosagem na concentracdo dos Oleos essenciais, tendo um comportamento
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diretamente proporcional. Essas tendéncias n&do foram observadas neste parametro,
ja que o alongamento do periodo larval da H. armigera foi homogéneo paras todas

as concentracoes, execto para o limoneno na CLio.

Todos os tratamentos reduziram o peso das larvas, sendo que o 6leo essencialC.
sinensis, e o componente majoritario limonenonas concentragdes CL2 e Clao €
ainda a CLsodo C. aurantiumobtiveram os menores pesos de larvas, com valores
variando de 152 a 191mg (Fw,e0) = 15,19; P <0, 001) (Tabela 3) (APENDICE A -
GRAF. 6).

Tabela 3— Parametros biologicos de larvas de Helicoverpa armigera tratadas com Oleos

essenciais Citrus aurantium, Citrus sinensis e ocomponente majoritarioLimoneno de Citrus
spp. nas concentracdes subletais 10, 20 e 40%.

Tratamento! Parametros biol6gicos
Periodo larval Peso larval Periodo pupal Peso pupal Razéao sexual
(dias + EP) (mg £ EP) (dias = EP) (mg £ EP) (x EP)"s
Controle 11,34 £ 0,20a 400 = 9,28a 12,36 £ 0,11a 349 + 2,99a 0,41 + 0,04
C. sinensisCL1o 15,18 £ 0,63c 242 +£16,21c 13,46 + 0,13b 221 +13,8b 0,34 £ 0,04
C. sinensisCL2o 14,96 £ 0,47c 191 + 8,46d 14,42 £ 0,22c 183 + 18,5¢c 0,53+0,12
C. sinensisCLao 14,36 £ 0,43c 163 + 24,26d 14,36 + 0,34c 149 + 20,3c 0,58 £ 0,03
Limonene ClLio 13,10+ 0,47b 301 +21,75b 13,18 + 0,27b 274 + 14,1b 0,57 £ 0,10
Limonene ClLzo 14,96 £ 0,41c 176 + 26,49d 14,88 £ 0,21c 165 + 23,4c 0,64 = 0,06
Limonene CLao 14,86 £ 0,62c 152 + 20,95d 14,10+0,24c 143 + 21,5¢ 0,64 = 0,09
C.aurantiumCLio 14,46 +0,37c 286+ 17,18b 13,42 + 0,16b 249 +11,7b 0,49 =+ 0,08
C.aurantiumCL2 14,58 £ 0,33c 228 +£14,03c 14,70 £ 0,24c 231 +16,9b 0,51+ 0,03
C.aurantiumCL4o 14,54 +0,40c 179 + 30,20d 14,28 £ 0,22c 149 + 20,4c 0,49 +£ 0,06
F=6,73;gl=9 F=15,19;9l=9 F=12,00;gl=9 F=32,65;gl=9 F=1,48;¢gl=9
P =0,001 P <0,001 P <0,001 P <0,001 P =0,1889

Temperatura: 25 + 1°C, UR: 65 + 10% e fotoperiodo de 12h;!Médias seguidas com mesma letra na
coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,005); "*N&o significativo.

Os resultados obtidos no presente trabalho assemelham aos obtidos por Cruz et al.,
(2016) quem reportaram reducéo de peso larval emSpodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) testando doses subletais de Eucalytus staigeriana
(Muell)(Myrtaceae), Ocimum gratissimum (Linnaeus)(Laminaceae) e Foeniculum

vulgare (Mill)(Apiaceae), com presenca do limoneno como componente majoritario
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nos referidos 6éleos essenciais, sendo 0 mesmo componente majoritario descoberto

na caracterizacdo quimica do presente trabalho.

Em outro estudo, doses subletais dos Oleos essenciais de Piper hispidinervum
(C.DC.) (Piperaceae) e Syzygium aromaticum (Merrill & Perry) (Myrtaceae) foram
aplicadas em lagartas de S. frugiperda, reportando reducdo de peso larval apenas
nos individuos com S. aromaticum, revelando o eugenol como componente
majoritario na caracterizacdo dos componentes. O aumento nas concentracdes
subletais atinge um comportamento inversamente proporcional em relagdo ao peso
larval dos lepidopteros (CRUZ et al., 2014)

Os efeitos subletais dos Oleos essenciais estdo dados pela presenca e/ou
sinergismo dos componentes majoritarios. Assim, estudos desenvolvidos por
Hummelbrunner e Isman (2001) revelaram efeitos antialimetar em larvas de S.
frugiperda, pela acdo sinérgica de monoterpenos como timol, citronela e a-terpineno.
Deste modo, os 6leos C. sinesis, C. aurantium e o componente majoritario limoneno,

corroboram os resultados obtidos pelos relatos descritos.

O periodo pupal foi alongado para todos os tratamentos em comparacédo ao controle.
Os maiores periodos pupais ocorreram nos tratamentos com CL2o € CL4o dos 6leos
essenciais C. sinensis, C. aurantium e limoneno com valores variando de 14,10 a
14,88 dias, ndo diferindo estatisticamente (Fw,00 = 12,00; P = 0,001) (Tabela 3)
(APENDICE A - GRAF. 7).

Ao igual que o periodo larval, o periodo pupal também foi alongado pela acdo dos
Oleos essenciais, 0 que permite constatar que a intervencao no desenvolvimento em
um dos estadios de H. armigera, tera efeito direto no ciclo biolégico, possibilitando
um menor numero de geracdes por ano. (DHAMODARAN E KUPPUSAMY,2015).

Os resultados obtidos neste trabalho diferem de Cruz et al., (2016) que néo
apresentou significAncia para o periodo pupal nas concentragfes subletais dos éleos
E. staigeriana, O. gratissimum, F. vulgare em S. frugiperda. Em Cruz et al., (2014) o
6leo essencial P. hispidinervum reduziu o periodo pupal de S. frugiperda, pelo que a
acdo de cada Oleo essencial, estd baseado na composicdo, interacdo e/ou
sinergismo dos compostos. Esta interacdo ou sinergismo foi observado por Pavela

(2014), que estudou a toxicidade de 30 componentes e suas combinagdes em
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Spodoptera littorales (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae). Os resultados

mostraram que dentre esses compostos, 135 combinagdes tinham acao sinérgica.

O peso pupal foi reduzido em todos os tratamentos. Os menores pesos pupais foram
encontrados nas concentragcbes ClL2oe CL4o de C. sinensis e limoneno e ainda na
CL40 do C. aurantium, com valores variando de 143 a 183 mg(F,90) = 32,65; P <
0,001) (Tabela 3)(APENDICE A - GRAF. 8). Na raz&o sexual, ndo houve diferenca
entre os tratamentos, com valores de 0,34 a 0,64 (F(9,40) = 1,48; P = 0,1889) (Tabela
3) (APENDICE A - GRAF. 9).

O fato de que larvas de H. armigera apresentaram baixo peso larval e pupal, pode
estar relacionado a presenca e/ou sinergismo dos componentes majoritarios atuando
sobre a metamorfose, ndo causando mortalidade, mas dificultando o
desenvolvimento das lagartas sobreviventespela baixa a¢do da atividade enzimatica
(KHAN, et al., 2014; BASKAR; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2014).

Os resultados obtidos neste trabalho assemelham aos obtidos por Bogorni e
Vendramim (2005)aplicando extrato de Trichilia spp.(C.DC.)(Meliaceae), sobre S.
frugiperdafoi observado a retencdo da exuvia e ecdise incompleta para a fase de
pupa e quando tratadas com 6leos essenciais de E. staigeriana, O. gratissimum, F.
vulgare foi reduzido o peso pupal (CRUZ et al., 2014; CRUZ et al., 2016).

1.4.3.2. Parametros reprodutivos

No periodo de pré-oviposicdo dos adultos de H. armigera, o 6leo essencial de C.
aurantium obteve destaque para a CLz20 e CL4o com 1,10 dias, diferindo-se apenas
docontrole com 2,8 dias (F,40) = 2,82; P = 0,0113) (Tabela 4). A redugdo minimano
periodo de pré-oviposicao de H. armigerana CL2o € CL4o com o 6leo C. aurantiumem
relacdo aos demais tratamentos, pode estar associado a presenca docomponente

majoritario y-Terpineno no 6leo C. aurantium. (COSTA et al., 2013)

No estudo realizado por Cruz et al.,, (2016) o 6leo F. vulgare na DLio e DLzo,
apresentou o menor periodo de pré-oviposi¢cdo (1,40 dias), em larvas de S.
frugiperda. O limoneno foi o componente majoritario descrito para os Oleos

essenciais em ambos os trabalhos. Linalol, limoneno, E-anethol sdo terpenos
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encontrados com frequéncia na composicdo dos Oleos essenciais que, além, de
apresentar efeitos toxicos interferem na biologia dos insetos pela acdo direta ou
sequencial que esses compostos exercem sobre o0s mecanismos funcionais,

diminuindo ou acelerando os processos metabdlicos (ISMAN, 2000).

Todos os tratamentos causaram reducdo na oviposi¢cdo. Porém, limoneno e C.
aurantium na CL2o e CL4o apresentaram as médias mais baixas variando de 335,80 a
208,20 ovos, quando comparadas a testemunha com 2.190,60 ovos (F(9,40) = 144,62;
P < 0,001) (Tabela 4)(APENDICE A - GRAF. 10).

Tabela 4- Parametros reprodutivos de larvas de Helicoverpa armigera tratadas com 0leos

essenciais Citrus aurantium, Citrus sinensis e 0 componente majoritario Limoneno de Citrus
spp. nas concentracdes subletais 10, 20 e 40%.

Tratamento?! Parametros reprodutivos
Pré- S Pés- Viabilidade de  Longevidade
oyiposi(;éo (()Jr']pisgg;) oyiposigéo ovos gdultos
(dias = EP) (dias = EP) (%+ EP) (dias = EP)
Controle 2,80+0,33a 2190,60 +85,81a 2,40+0,24a 72,87 +2,64a 15,80+0,37a
C. sinensisCLio 2,60 +0,40a 819,25+63,35c 1,20+0,20b 30,05+ 3,63d 12,40 £ 0,50b
C. sinensisCL2o 2,40 +0,24a 620,75+69,38d 1,20+0,20b 25,90+4,59e 12,20+0,91b
C. sinensisCLao 2,60 +0,24a 625,80+62,66d 1,00+ 0,00b 23,89+240e 13,00+ 0,54b
Limoneno CLio 2,00+0,31a 1241,84+46,17b 1,60+ 0,24b 40,06 £0,67c 11,60 £ 0,40b
Limoneno CLzo 2,20+ 0,48a 335,80+ 30,25e 1,00+0,00b 32,11+2,41d 12,80+ 0,20b
Limoneno CLao 240+0,50a 221,25+1258e 1,40+0,24b 22,36+1,75e 12,60+ 0,40b
C. aurantiumCLi0 2,40 +0,50a 559,80+ 36,31d 1,40+0,24b 52,24 +3,21b 12,60+ 0,74b
C. aurantiumCL2 1,10 +0,10b 253,25+19,36e 1,20+0,20b 39,57 +1,92c 11,00 £ 0,44b
C. aurantiumCL4 1,10+ 0,10b 208,20+ 34,64e 120+0,20b 31,33+3,15d 11,80+0,48b
F=2,82;9l=9 F=144,62;9l=9 F=4,17;9l=9 F=29,76;gl=9 F=5,68;gl=9
P =0,0113 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P <0,001

Temperatura: 25 £ 1°C, UR: 65 + 10% e fotoperiodo 12h;!Médias seguidas com mesma letra na
coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,005).

A oviposicao foi reduzida pela acdo das maiores concentragfes subletais do 6leo

essencial C. aurantium e do componente majoritario Limoneno, e pela
interac&o/sinergia dos compostos. Costa et al., (2004) observou que a quantidade de
nutrientes obtidos durante a alimentacéo larval pode ter influéncia no niamero de
ovariolos por ovario, reduzindo o potencial de producdo de ovos. No estudo

desenvolvido por Dhamodaran e Kuppusamy (2015) com extratos de C. bonducella,
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obteve deterrencia na oviposicdo de H. armigera de 98,54 e 88,68%, nas

concentracoes letais (CL) 500 e 400 mg/L respectivamente.

A lagarta-do-cartucho S. frugiperda submetida a concentracdes de 30 e 50 mg/L dos
Oleos essenciais de P.hispidinervum e S.aromaticum apresentaram reducdo na
oviposigéo e viabilidade de ovos (CRUZ et al., 2014). No trabalho feito por Cruz et
al., (2016) com odleos de E.staigeriana, O.gratissimum e F.vulgare, reportaram
reducdo na oviposicdo de S. frugiperda em todas as concentracfes subletais,
demonstrando dessa forma reducdo na oviposi¢cdo quando tratados com o0s 0leos

essenciais mencionados.

Todos os tratamentos reduziram o periodo pés-oviposicao difirendo do controle, com
valores variando de 2,40 a 1,00 dias (F,40) = 4,17; P = 0,001) (Tabela 4)assim como
todos os tratamentos reduziram a viabilidade de ovos, quando comparados com o
controle (72,87%), porém, C. sinensis na CLxo e ClL4 € 0 limoneno na ClLao
apresentaram os valores mais baixos, com viabilidade variando de 25,90 a 22,36%
(Fo.40) = 29,76; P < 0,001) (Tabela 4)(APENDICE A - GRAF. 11). Todos os
tratamentos reduziram a longevidade dos adultos em relagdo ao controle com
valores variando de 15,8 até 11 dias (Fe40) = 5,68; P < 0,001) (Tabela 4)
(APENDICE A - GRAF. 12).

A reducdo na viabilidade dos ovos pode ter acontecido pelo efeito dos Oleos
essenciais, sendo conhecida como acédo transovariana, podendo ser observada nos
ovos apos 3 ou 4 dias (PRATISSOLI, et al., 2004). No campo, a reducao do nimero
de ovos e a eclosdopodem influenciar diretamente a densidade das larvas e reduzir
diretamente os prejuizos e danos ocasionados pelas lagartas (MARONEZE;
GALLEGOS, 2009). Assim também, o efeito dos referidos 6leos essenciais nas
respectivas concentracoes, teve consequéncias na longevidade dos adultos de H.
armigera, devido ao efeito antialimentar ocasionado nas lagartas. Alguns compostos
com acdo toxica podem agir sobre os quimiorreceptores dos insetos, estimulando as
células de dissuaséo ou blogueando fagostimulantes como o agucar, inibindo assim
0 processo de alimentacdo (MURDUE; NISBET, 2000).

1.4.4. Sobrevivéncia de adultos de Helicoverpa armigera
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Todos os tratamentos reduziram a sobrevivéncia dos adultos de H. armigera, nas
respectivas concentracbes dos Oleos essenciais, quando comparados com o
controle. O 6leo essencial C. sinensis nas concentragdes subletaisCL1o, CL2o € CLao
apresentaram um pico de mortalidade no décimo quarto dia apds tratadas (F=13,03;
gl= 3; P<0,001) (Gréfico 1).
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Grafico 1 — Sobrevivéncia diariade Helicoverpa armigera tratadas com 6leo essencial Citrus
sinensisnas concentracdes de 10, 20 e 40%(T°: 25+1°C, UR: 65+10%, Fotoperiodo: 12h)
(F=13,03; gl= 3; P<0,001).

O tratamento com limoneno nas concentragdes subletais CLio e CLz2oapresentaram
resultados semelhantes, com picos de mortalidade de 13 dias, néao diferindo da CL40

com sobrevivéncia até no décimo quarto dia (F= 18,34; gl= 3; P<0,001) (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Sobrevivéncia diariade Helicoverpa armigera tratadas com o0 componente
majoritario Limoneno nas concentracfes de 10, 20 e 40% (T°: 25+1°C, UR: 65+10%,
Fotoperiodo: 12h) (F= 18,34, gl= 3; P<0,001).

O dleo essencial C. aurantium nas concentragdessubletais CLio, CL20 apresentaram
picos de mortalidade de 14, e 12 respectivamente, e a CLsode 13 dias (F= 18,11; gl=
3; P<0,001) (Gréfico 3). O limoneno e o linalol sdo constituintes majoritarios do 6leo
essencial dos Citrus spp. associados & acao supressora de apetite e inibidor de
crescimento de insetos artrépodes (JUNIOR, 2003). Os resultados obtidos neste
trabalho assemelham se ao estudo desenvolvido por Cruz et al.,, (2016) quem
reportou diminuicdo na sobrevivéncia de S. frugiperda com 6leos essenciais E.
staigeriana, O. gratissimum, F. vulgare. Cruz et al., (2014) obteve resultados
semelhantes com Oleos essenciais de P. hispidinervum e Syzygium aromaticum

sobre a sobrevivéncia de S. frugiperda.
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Grafico 3 — Sobrevivéncia diaria de Helicoverpa armigera tratadas com 6leo essencial Citrus
aurantiumnas concentracdes de 10, 20 e 40% (T°: 25+£1°C, UR: 65+£10%, Fotoperiodo: 12h)
(F=18,11; gl= 3; P<0,001).

A mortalidade de populacdes de insetos-praga ndo deve ser o principal objetivo do
uso de moléculas inseticidas. Elevadas taxas de mortalidade resultam de altas
concentracbes e de grandes quantidades de matéria prima (SILVA et al., 2013).

Assim, baixas concentracbes podem causar alteracbes na biologia e reproducéo,
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diante deterréncia alimentar apresentando efeitos prejudiciais na oviposicdo e
sobrevivéncia dos insetos-praga, além, de ndo ter efeitos adversos ao meio
ambiente. Assim, os resultados demonstram que os 6leos essenciais de Citrus spp.
e 0 componente majoritario limoneno, sdo uma alternativa promissora a ser

empregada dentro de um programa de manejo integrado de H. armigera.

1.5. CONCLUSAO

Os oleos essenciais C. sinensis, C. aurantium e o componente majoritarioLimoneno
apresentaram toxicidade, reducdo de peso larval e pupal, alongamento no periodo
larval e pupal, reducédo na oviposicdo e pds-oviposicao, reducdo na viabilidade de
ovos, longevidade e sobrevivéncia de adultos de H. armigera, praga importante de
diversas culturas no mundo. De aqui, constituintes majoritarios de Citrus spp.
poderiam ser utilizados no futuro para isolar moléculas ativas e desenvolver novas
formulacbes botanicas para ser incorporado dentro de um programa de manejo

integrado de H. armigera.
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Gréfico 4 — Curva concentragdo — resposta dos 0leos essenciais C. aurantium, Limoneno e
C. sinensis sobre larvas de primeiro instar de Helicoverpa armigera.
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Gréfico 5 — Periodo larval (dias) de Helicoverpa armigera tratadas com 6leos essenciais C.
sinensis, Limoneno e C. aurantium nas concentracdes subletais 10, 20 e 40% (F,90) = 6,73;
P <0,0109).
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Gréfico 6 — Pesolarval (mg) de Helicoverpa armigera tratadas com oOleos essenciais C.
sinensis, Limoneno e C. aurantium nas concentracdes subletais 10, 20 e 40% (F(9,90)
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Gréfico 7 — Periodo pupal (dias) de Helicoverpa armigera tratadas com 6leos essenciais C.
sinensis, Limoneno e C. aurantium nas concentracdes subletais 10, 20 e 40% (F9,90)
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Gréfico 8 — Peso pupal (mg) de Helicoverpa armigera tratadas com 6leos essenciais C.
sinensis, Limoneno e C. aurantium nas concentragdes subletais 10, 20 e 40% (Fp.40) =
32,65; P = 0,001).
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Grafico 9 — Razdo sexual de Helicoverpa armigera tratadas com Oleos essenciais C.
sinensis, Limoneno e C. aurantium nas concentracdes subletais 10, 20 e 40% (F,40) = 1,48;
P =0,1889), ns, ndo significativo.
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Gréfico 10 — Oviposig¢do (un.) de Helicoverpa armigera tratadas com o6leos essenciais C.
sinensis, Limoneno e C. aurantium nas concentragdes subletais 10, 20 e 40% (Fp.40) =
144,62; P < 0,001).
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Gréfico 11 — Viabilidade de ovos (%) de Helicoverpa armigera tratadas com Oleos essenciais
C. sinensis, Limoneno e C. aurantium nas concentragcdes subletais 10, 20 e 40% (F,40) =
29,76; P < 0,001).
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Gréfico 12 — Longevidade de adultos (dias) de Helicoverpa armigera tratadas com o6leos
essenciais C. sinensis, Limoneno e C. aurantium nas concentracdes subletais 10, 20 e 40%
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APENDICE B - FIGURAS

ALARRLS,

AR

Figura 2 — Avaliacdo de parametros biologicos (peso larval, periodo larval, peso pupal,
periodo pupal, razdo sexual).

Figura 3 — Avaliagdo de parametros biolégicos em cémaras climatizadas BOD com
Temperatura: 25 + 1°C, UR: 65 + 10%, e fotoperiodo de 12h.
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Figura 4 — Avaliacdo de parametros reprodutivos (pré-oviposi¢cdo, oviposicdo, pos-
oviposicéo, viabilidade de ovos, longevidade de adultos).

Figura 5 — Contagem de ovos de Helicoverpa armigera.



