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RESUMO
A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), é uma
praga polifaga cujo controle tem sido realizado principalmente com inseticidas quimicos
sintéticos. Os 6leos essenciais tém sido apresentados como uma alternativa a este método de
controle. Deste modo, o0 objetivo deste trabalho foi determinar o efeito dos Gleos essenciais e
compostos selecionados de espécies das familias Piperaceae, Myrtaceae e Rutaceae sobre S.
frugiperda. As atividades toxicas e deterrente de alimentacdo foram determinadas e comparadas
aquelas demonstradas pelo inseticida botanico Azamax e inseticida sintético Decis 25 EC. A
toxicidade foi avaliada via ovicida e via toxicidade residual e de contato topico para lagartas de
terceiro instar. Com relagdo a atividade toxica residual o 6éleo essencial das folhas de Piper
aduncum (CLsp=11,42 mg/mL) foi o mais téxico, bem como o constituinte safrol (CLs=13,92
mg/mL). Nos testes de atividade toxica via contato topico, a toxicidade dos tratamentos ndo
variou com o tempo (48, 72 e 96h), com exce¢do do constituinte Safrol e do 6éleo essencial da
casca de Citrus aurantium var. dulcis que aumentaram com o passar do tempo. Os Oleos
essenciais extraidos das folhas de Eucalyptus citriodora (CLso=5,04mg/mL), e o0 constituinte S-

citronellal (CLsp=2,71mg/mL) se destacaram no teste de atividade ovicida. Grande parte dos



tratamentos testados apresenaram toxicidade similar ou maior que o inseticida botanico Azamax,
tendo portando grande potencial de uso no controle de pragas e na formulacdo de inseticidas,

especialmente no controle de S. frugiperda.
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ABSTRACT
The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), is a
polyphagous pest whose control has been carried out mainly with synthetic chemical insecticides.
Essential oils have been presented as an alternative to this control method. Thus, the aim of this
study was to determine the effect of essential oils and compounds selected from species of the
family Piperaceae, Myrtaceae e Rutaceae on S. frugiperda. Toxic activities and deterrent feed
were determined and compared those demonstrated by botanical insecticide Azamax and synthetic
insecticide Decis 25 EC. Toxicity was evaluated via ovicida and via residual toxicity and topical
contact to third instar caterpillars. Regarding the residual toxic activity essential oil of Piper
aduncum sheets (LCso= 11.42 mg/mL) was the most toxic, and safrole constituent (LCso= 13.92
mg/mL). In the toxic activity tests via topical contact, the toxicity of the treatments did not change
with time (48, 72 and 96h), except Safrole constituent and essential oil Citrus aurantium var.
dulcis shell which increased over time. Essential oils extracted from the leaves of Eucalyptus
citriodora (LCs0=5.04mg/mL), and the constituent S- citronellal (LCso=2.71mg/mL) they stood in

ovicidal activity test. Much of the tested treatments had similar toxicity to or greater than the



botanical insecticide Azamax, and carrying great potential for use in pest control and insecticide

formulation, especially in the control of S. frugiperda.

KEY WORDS: Armyworm, botanical insecticide, Piper, Melaleuca, Syzygium,

Eucalyptus, Citrus.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho, também conhecida como lagarta-dos-milharais ou lagarta militar,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), € uma espécie com ampla
distribuicdo nas Américas que ocorre ao longo de todo o ano principalmente em regifes de clima
quente (Pedigo 1989, Miranda & Suassuna 2004). Trata-se de uma espécie polifaga e apesar de
preferir gramineas pode ser encontrada em uma diversidade de hospedeiros, tais como: milho (Zea
mays), sorgo (Sorghum bicolor), algoddo (Gossypium herbaceum), amendoim (Arachis hypogaea),
capim-tanzania (Panicum maximum Cv. Tanzania), cana-de-acucar (Saccharum officinarum) e soja
(Glycine max) (Barfield et al. 1980, Boregas et al. 2013, Cruz et al. 1982, Cruz et al. 1999, Pedigo
1989). Para cultivos como milho e arroz é potencialmente danosa e possui grande importancia
econdmica, sendo, a praga mais importante do milho (Cruz et al. 2000).

Segundo Pitre et al. (1983) a sobrevivéncia da prole depende da distribuicdo de posturas de S.
frugiperda, em relacdo a regido da planta, estadio fenoldgico e espécie de hospedeiro uma vez que o
ciclo biol6gico deste inseto pode ser alterado em funcdo do estaddio fenoldgico e da qualidade
nutricional do hospedeiro. Quanto a distribuicdo espacial, lagartas mais jovens (alta densidade
populacional) tém distribuicdo agregada no campo e lagartas em instares posteriores (baixa
densidade populacional) séo dispersas no campo, tendendo a aleatoriedade (Farias et al. 2001).

Quanto a biologia desta praga, os ovos quando vistos de cima séo circulares com diametro de
0,39mm, a forma € oblonga esferoidal em vista de perfil e sdo achatados nos pontos de

contato com os locais de oviposi¢do, possuem coloracdo variando de verde-clara a laranja, e



apos 12 ou 15 h e proximo a eclosdo das larvas eles se tornam escurecidos devido a cabeca
negra da lagarta, vista atraves do corion. Segundo Cruz (1995), a fémea adulta cobre os ovos com
uma camada fina de escamas durante a postura. Ainda de acordo com este autor, ndo ha preferéncia
por local de oviposicdo na planta uma vez que se trata de uma praga polifaga e existe grande
probabilidade da larva encontrar alimento adequado independentemente de onde 0s ovos sejam
colocados.

Sua coloracdo varia de cinza-escuro a quase preto. Apresenta a faixa dorsal com pontos pretos
(pinéculas) na base das cerdas. A cabeca € preta com uma linha clara em forma de Y, bastante
visivel (Gallo et al. 2002, Bianco 1991). No periodo de pré-pupa a lagarta dirige-se ao solo
passando por um periodo sem alimentacdo. Apos um ou dois dias, transforma-se em pupa (Cruz
1995).

Os adultos possuem cerca de 3,5 cm de envergadura com asas anteriores de coloracao pardo-
escura e posteriores brancas acinzentadas (Boica Junior et al., 2006). Lucchini (1977) estudou a
biologia de S. frugiperda em milho na temperatura de 25°C e UR de 70% observando periodo de
incubacéo de trés dias e fase larval de 14,7 dias. A duracdo da fase de pupa variou entre machos e
fémeas, sendo 11,8 e 10,2 dias respectivamente. O ciclo total variou entre 31,3 e 30,2 dias, para
machos e fémeas, respectivamente. O nimero de instares, segundo este mesmo autor, variou de
quatro a sete de acordo com a qualidade nutricional do alimento e o desenvolvimento bioldgico do
inseto. Influeciam também a temperatura, sexo, genética e forma de criacdo deste inseto (Parra &
Haddad 1989).

Devido ao canibalismo, comportamento tipico da espécie, € comum ser encontrado apenas
uma lagarta desenvolvida por cartucho (Raffa 1987). Segundo Fernandes (2003) em populagdes

naturais o canibalismo pode estar relacionado a alimentacdo, densidade populacional,



disponibilidade de individuos vulneraveis e estresse, dentre outros fatores. Este comportamento
pode influenciar a estrutura populacional, a biologia e a competicdo da populacéo.

O milho (Zea mays L.), pertencente a familia Poaceae, vem alcancando ganhos de
produtividade no pais nos ultimos anos, entretanto, ainda ha muita perda durante a producéo (Siloto
2002). Independente da época de cultivo, diversos sdo os fatores responsaveis pela baixa
produtividade, porém, um dos mais limitantes é a ocorréncia da lagarta-do-cartucho, praga-chave da
cultura do milho, frequantemente atingindo o nivel de dano econémico (Afonso-Rosa & Barcelos
2012).

Logo apo6s a emergéncia das plantas de milho, com o surgimento das primeiras folhas, é
possivel observar as posturas efetuadas pelos adultos deste inseto (Toscano et al. 2012). A injdria
causada por esta praga, em milho, inicia-se com as lagartas de primeiros instares, que inicialmente
apenas raspam as folhas e depois de desenvolvidas, conseguem fazer furos, podendo chegar a
danifica-las completamente, culminado na destruicdo do cartucho (Gallo et al. 2002). Segundo
Rubin (2009), as lagartas maiores se dirigem para o interior do cartucho, onde fazem buracos nas
folhas e nos instares finais (8 a 14 dias) podem destruir completamente pequenas plantas ou causar
severos danos em plantas maiores.

Segundo Cruz (1995), os primeiros 30 a 40 dias da cultura, quando a planta apresenta de 8 a
10 folhas, € a fase onde ha maior susceptibilidade do milho a desfolha, podendo esta praga provocar
danos de 15 a 34%. Segundo Rubin (2009), S. frugiperda também pode se alimentar do colmo ou se
dirigirir para a regido da espiga, atacando o pedunculo e impedindo a formacgéo dos grdos ou ainda,
penetrar as espigas na sua por¢do basal ou distal, danificando diretamente os gréos. Pode ainda
reduzir, através da destruicdo das folhas, a producdo do milho em até 20%, devido ao ataque
proximo a epoca do florescimento. Observou-se que em periodos de seca e especialmente em milho

“safrinha” suas popula¢des aumentaram e essa praga passou a ter comportamento diferente,



cortando plantas rente ao solo (semelhante a lagarta-rosca, Agrotis ipsilon), quando ocorre seca
acentuada. Pode ter ainda, no final da cultura, comportamento semelhante a lagarta da espiga,
Helicoverpa zea, no final da safra danificando a espiga em qualquer parte (Gallo et al. 2002).
Tradicionalmente, 0 manejo desta praga € realizado através de produtos quimicos cuja escolha
nem sempre leva em consideracdo o grau de seletividade aos agentes de controle biologico, além
disso tem sido observado um aumento na freqtiéncia de resisténcia nas populacdes de S. frugiperda.
Em razdo destes fatores, dentre outros, vem se verificando uma crescente procura por defensivos
alternativos para o efetivo controle de insetos-praga. Uma das classes de compostos derivados de
plantas, que vem se destacando no controle de insetos, sdo 0s 0leos essenciais, que ja fazem parte

de formulacgbes de inseticidas, capazes de matar e repelir insetos (Isman 2000).

Oleos essenciais e inseticidas botanicos

De acordo com Macias et al. (1998), produtos naturais que apresentam atividade bioldgica
sdo as principais fontes de novas estruturas quimicas Uteis ao desenvolvimento de moléculas com
potencial para utilizacdo na farmacologia, agronomia e outros campos do conhecimento humano.
De acordo com Poser & Mentz (2002), os compostos quimicos produzidos por vegetais podem ser
divididos em dois grandes grupos. O primeiro, produzidos a partir do metabolismo primario das
plantas é essencial a todo ser vivo e possuem funcdes vitais bem definidas, tais como lipideos,
protideos e glicideos. O segundo, produzidos a partir do metabolismo secundéario, normalmente
apresentam estruturas com baixo peso molecular, marcante atividade bioldgica e sdo encontrados
em concentracdes relativamente baixas. Os compostos resultantes do metabolismo primario déo
origem aos metabdlitos secundarios (Cseke et al. 2006). Deste modo, o maior foco de pesquisas tem

ocorrido acerca dos metabdlitos secundarios das plantas devido a sua composi¢cdo quimica



promissora. Taiz & Zeiger (2009) classificam o0s compostos secundarios, em trés grupos
qguimicamente distintos: terpenos, compostos fenolicos e compostos nitrogenados

Tudo se inicia a partir das reacfes fotossintéticas. Estas sdo divididas em duas categorias: A
fase luminosa na qual a luz solar sera absorvida por moléculas de clorofila e transferida destas para
moléculas armazenadoras de energia (adenosina trifosfato - ATP e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato - NADPH); e a fase bioquimica (Reacdo de Calvin), nas quais as moléculas de
ATP que servirdo como fonte de energia e NADPH que serd utilizada para a reducdo no processo de
fixacdo do didxido de carbono CO,), sendo convertido em glicose. A glicose sera entdo
metabolizada de modo a serem formados praticamente todos o0s metabdlitos primarios e
secundarios. Inicialmente a glicose serd convertida em moléculas de &cido piravico que podem
sequir duas vias diferentes (Baser & Buchbauer 2012). Na primeira via, moléculas de &cido
pirdvico entram na via do &cido chiquimico de modo a formar os metabdlitos secundarios
aromaticos (alcaldides indolicos, quinolinicos, isoquinolinicos, ligninas e lignanas, cumarinas e
taninos hidrossollveis) e na segunda via, o piruvato continua sendo oxidado até a formacdo de
moléculas de acetil-coenzima A (acetil-coA) (Baser & Buchbauer 2012, Ootani et al. 2013). Estas
moléculas seguirdo trés vias diferentes: a do &cido citrico, a do mevalonato e a da condensagdo do
acetato. A via do ciclo do &cido citrico, formard os alcal6ides pirrolidinicos, tropanicos,
pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos; a do mevalonato origina os terpendides e 0s
esterois e da condensacdo do acetato as acetogeninas (De la Rosa et al. 2010).

O metabolismo secundéario dos vegetais possui elevada capacidade biossintética, tanto em
relacdo ao numero de substancias produzidas quanto a sua diversidade de compostos em uma
mesma espécie (Poser & Mentz 2002). Além disso, 0s compostos organicos produzidos por ele
parecem ndo ter funcéo direta no crescimento e desenvolvimento das plantas, ndo fazendo parte dos

caminhos bioquimicos priméarios do crescimento e de sua reproducdo celular. A funcdo destes esta



envolvida na adaptacdo das plantas em seu ambiente, como protecdo contra os herbivoros e
microorganismos patogénicos (Taiz & Zeiger 2004). Dentre os metabolitos secundarios o0s
principais grupos de compostos encontrados com atividade biologica sao os alcaloides, flavondides,
cumarinas, taninos, quinonas e 6leos essenciais.

Segundo Saito & Scramim (2000), dependendo da familia botanica da qual sdo extraidos, os
Oleos essenciais podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como pelos glandulares
(Lamiaceae), células parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais
oleriferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Todos 0S
Orgdos da planta podem acumular 6leos essenciais, entretanto, sua composi¢ao pode variar segundo
a localizacdo da parte do qual foi extraido (tais como flores, folhas, cascas dos caules, madeira,
raizes, rizomas, frutos ou sementes). Além disso, a composi¢do quimica de um oOleo essencial
extraido de um mesmo 6rgdo, em uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente de
acordo com a época de coleta, condi¢Ges climaticas e de solo e quanto a necessidade de defesa ou
em proporcéo direta ao risco de ataque e importancia dos tecidos atingidos (Simdes & Spitzer 2002,
Andrade et al. 2010). Oleos essenciais sdo obtidos, sobretudo, a partir da destilagdo por arraste com
vapor d’agua. De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis lipofilicas geralmente
odoriferas e liquidas. Sua principal caracteristica € a volatilidade, diferindo-se, assim, dos 6leos
fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes (Andrade et al. 2010).

Os 06leos essenciais tém em sua composicdo misturas complexas de fenilpropandides ou
terpendides, sendo os ultimos mais frequentes. Podem ser avaliados de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas como: teor ou rendimento, estabilidade e quantificacdo de
constituintes quimicos (Silva et al. 2003). Em geral possuem um composto majoritario. Os
compostos terpénicos mais frequentemente encontrados nos 6leos volateis sdo 0s monoterpenos

(90% dos 6leos) e os sesquiterpenos (Simdes & Spitzer 2002).



A diversidade de substancias ativas em 0leos essenciais de plantas tem motivado estudos na
area farmacéutica, bem como o desenvolvimento de pesquisas envolvendo extratos e 6leos
essenciais. Em pesquisas na area de fitotecnia, tem sido incansavelmente relatado atividade de
extratos e Oleos essenciais de plantas tais como efeito fungistatico, bactericida, herbicida e
inseticida. No controle de insetos pragas tem sido observados efeitos como repeléncia, inibicdo da
oviposicdo, inibicdo da alimentacdo, inibicdo do crescimento, alteracdes do sistema hormonal,
alteracbes morfogenéticas, alteragcdes no comportamento sexual, esterilizacdo dos adultos,
mortalidade na fase imatura ou adulta e deterréncia na alimentacdo, dentre outros (Procépio &
Vendramim, 2003, Akob & Ewete 2007, Kabeh & Jalingo 2007, Kagale et al. 2004) ou ainda
ativando mecanismos de defesa das plantas contra o ataque de pragas (Wink & Van Wyk 2008).
Deste modo, os 6leos essenciais podem ser utilizados para o controle de pragas a partir de sua
aplicacdo direta, da aplicacdo do principio ativo isolado ou ainda como base para descoberta de
novos produtos sintéticos.

Neste contexto podemos destacar as familias boténicas Piperaceae, Myrtaceae e Rutaceae
cujos Oleos essenciais de diversas partes de planta vem demonstrando potencial no manejo de
pragas. Dentro da familia Piperaceae foram selecionadas duas espécies do género Piper: P.
aduncum e P. divaricatum; na familia Myrtaceae foram selecionados os géneros: Melaleuca (M.
leucadendron e M. alternifolia), Syzygium (S. aromaticum) e Eucalyptus (E. citriodora e E.
globulus); por fim na familia Rutaceae foram selecionadas quatro espécies do género Citrus: C.
aurantium, C. limon, C. aurantifolia e C. reticulata. Todas as espécies selecionadas possuem 6leos
essenciais com comprovado potencial bioldgico ndo somente no que diz respeito a atividade
farmacologica, mas também com grande potencial de uso no controle de diversas ordens de insetos

pragas com destaque para a ordem Lepidoptera, como é o caso da lagarta-do-cartucho.



Este trabalho teve por objetivo deste trabalho testar o potencial inseticida de espécies
selecionadas das familias Piperaceae, Myrtaceae e Rutaceae, bem como 0s compostos majoritarios
destas espécies sobre lagartas de Spodoptera frugiperda via contato tépico e residual, verificando
ainda sua atividade deterrente de alimentacdo e acdo ovicida, tendo como meta contribuir para a
busca de formas de controle alternativo, e de novas moléculas com poténcial inseticida para o

controle desta praga.
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de 6leos essenciais de Piper aduncum
e Piper divaricatum, e do constituinte safrol sobre Spodoptera frugiperda. Os resultados da acao
inseticida foram comparados com dois controles positivos, o inseticida botanico Azamax e o
inseticida sintético Decis 25 EC. No teste de acéo residual, os 6leos de Piper e o constituinte safrol
apresentaram maior toxicidade que o Azamax sobre a lagarta-do-cartucho. No teste tdpico a
susceptibilidade da praga aos 6leos de Piper e aos controles positivos ndo variaram com o passar do
tempo (48, 72, 96h). Por outro lado, a dose letal do safrol apds 96 h (DLsy=52,88 ul/lagarta) de
exposicdo foi menor que a observada apo6s 48 h (DLsp=128,68). Considerando-se em uma mesma
faixa de tempo tanto os éleos de Piper e o constituinte safrol quanto o Azamax, apresentaram
mesma toxicidade, com excecdo das primeiras 48 h em que o Azamax apresentou maior atividade
em relacdo ao safrol. Apds a aplicacdo das maiores concentracdes dos 6leos e do safrol, as lagartas
apresentaram agitacdo e convulsdes e, em seguida, efeito knock-down. No teste de acdo ovicida,
dentre os oOleos testados P. aduncum foi mais toxico a fase embrionaria de S. frugiperda. A
toxicidade apresentada pelo safrol e pelo Azamax ndo diferiu dos Oleos de Piper. Todos o0s
tratamentos, com excecdo do Azamax (que foi neutro), demonstraram atividade deterrente sobre a
alimentacdo de S. frugiperda. O controle positivo Decis mostrou-se mais toxico que os demais

tratamentos em todas as metodologias testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, Piperaceae, acdo residual, contato topico, atividade

ovicida, deterréncia alimentar
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL OF TWO SPECIES OF Piper AND
COMPOND SAFROLE ON Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE)

ABSTRACT — The objective of this study was to evaluate the toxicity of essential oils of Piper
aduncum e P. divaricatum, and the constituent safrole on Spodoptera frugiperda. The results of the
insecticidal action was compared to two positive controls, the botanical insecticide Azamax and
the synthetic insecticide Decis 25 EC. In the residual action test, the oils of Piper and the
constituent safrole showed greater toxicity than Azamax on armyworm. On the topic test the
susceptibility of the pest to oils of Piper and positive controls and does not vary with the passage
of time (48, 72, 96h). However, the lethal dose of safrole after 96 hours (LDsy=52.88 pl/worm) of
exposure was lower than that observed after 48 hours (LDsp=128.68 pl/worm). Whereas in the
same time slot both Piper oils and safrole as a constituent Azamax showed the same toxicity,
except for the first 48 hours that the Azamax showed higher activity compared to safrole. After
application of higher concentrations of the oils and safrole, worms were agitated and seizures and
then knock-down effect. In ovicidal action test, among all the oils P. aduncum it was more toxic to
the embryo stage of S. frugiperda. The toxicity of the safrole and the Azamax did not different
from oil of Piper. All treatments, except Azamax (which was neutral) showed deterrent activity on
feeding of S. frugiperda. The Decision positive control was more toxic than the other treatments in

all tested methodologies.

KEY WORDS: Armyworm, Piperaceae, residual action, topical contact, ovicidal activity, feeding

deterrence
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Introducéo

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida popularmente como
lagarta-do-cartucho é uma espécie com ampla distribuicdo nas Américas que ocorre ao longo de
todo o ano principalmente em regides de clima quente (Miranda & Suassuna, 2004). Embora prefira
gramineas, € uma espécie polifaga podendo ser encontrada em uma diversidade de hospedeiros, tais
como sorgo, Sorghum bicolor; algodao, Gossypium herbaceum; pastagem, Panicum maximum Jacq.
Cv. Tanzénia; cana-de-agUcar, Saccharum officinarum e soja, Glycine max; dentre outras. Além
disso, trata-se da mais importante praga na cultura do milho (Cruz et al. 2000).

Tradicionalmente, 0 manejo desta praga € realizado através de agroquimicos sintéticos tais
como carbamatos, organofosforados e piretrdides, cuja escolha nem sempre leva em consideracao o
grau de seletividade aos agentes de controle bioldgico. Além disso, um aumento na freqiiéncia de
resisténcia nas populagdes de S. frugiperda tem sido observado. Em raz&o destes fatores, tem se
verificado uma crescente procura por defensivos alternativos bem como novas moléculas que
apresentem poténcial inseticida para o controle de insetos-praga. Uma das classes de compostos
derivados de plantas, que vem se destacando no controle de insetos, sdo os 6leos essenciais, cujos
compostos ja fazem parte de formulacdes de inseticidas como é o caso das piretrinas, rotenonas,
nicotina, cevatina, veratridinas, rianodinas, quassindides e da azadiractina, capazes de matar e
repelir insetos (Isman, 2000).

Piper aduncum (L.) (Piperaceae), conhecida com pimenta-de-macaco, € uma planta
aromatica, nativa da Regido Amazonica, que apresenta alto teor de 6leo essencial. O uso medicinal
da "pimenta-de-macaco" tem sido relatado em doencas ginecoldgicas e desordens intestinais (Van
den Berg 1993), como diurético, antiblenorragico, carminativo, excitante digestivo, para males do

figado, no combate a erisipela e tratamento de ulceras cronicas (Coimbra 1994). Em investigacdo
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prévia do potencial inseticida do Oleo essencial de P. Aduncum, este revelou-se toxico a ninfas e
adultos de Diaphorina citri (Volpe et al. 2015), Anticarsia gemmatalis (Ribeiro et al. 2015),
Solenopsis saevissima (Souto et al. 2012), Aphis gossypii (Andrade et al. 2012), Tetranychus
urticae (Araujo et al. 2012), Sitophilus zeamais (Coitinho et al. 2011, Coitinho et al. 2010),
Callosobruchus maculatus (Pereira et al. 2008) e sobre Tenebrio molitor (Fazolin at al. 2007).

A especie Piper divaricatum (Meyer), conhecida popularmente como pau-de-angola é um
arbusto com até 9 metros de altura encontrada nos estados do Amazonas, Pernambuco, Bahia, Para,
Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro (Guimaraes & Monteiro 2006). Levantamento acerca
de sua atividade bioldgica revelou toxicidade sobre Fusarium solani (Silva et al. 2014, Tangarife-
Castano et al. 2014), bem como atividade inseticida sobre Tribolium castaneum (Caballero-
Gallardoet al. 2014) e Solenopsis saevissima (Souto et al. 2012).

A toxicidade apresentada pelos 6leos essenciais extraidos de diferentes espécies de Piper
tem sido atribuida principalmente ao composto safrol (Huang et al.1999), constituinte dos éleos de
P. aduncum e P. divaricatum. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi investigar a acéo inseticida
de 6leos essenciais das folhas de P. aduncum e P. divaricatum, e do constituinte quimico safrol,
através do contato topico e do contato residual e ingestdo, bem como testar sua acéo ovicida e de

deterréncia alimentar sobre S. frugiperda.

Material e Métodos
Obtencao dos Oleos Essenciais, do Constituinte Quimico e dos Inseticidas. Os 6leos essenciais
das folhas de Piper aduncum e P. divaticatum foram obtidos por meio da técnica de hidrodestilacéo
a vapor. O constituinte quimico safrol utilizado nos testes foi obtido através da Ferquima Industria e
Comércio LTDA. Os inseticidas Azamax® e Decis 25 EC® foram comprados em lojas

especializadas em produtos agropecudrias da cidade de Recife/PE.
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Criacéo de Spodoptera frugiperda. A criacdo de Spodoptera frugiperda foi mantida no laboratorio
de Inseticidas botanicos, do departamento de Agronomia, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). As lagartas foram alimentadas com dieta artificial (Burton & Perkins 1972),
e o0s adultos receberam solucdo de agua e mel (10%). A criagdo do inseto bem como o0s
experimentos foram realizados a temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 65 + 5%, e 12h de
fotofase.

Cultivo das Plantas de Milho. Sementes de milho foram semeadas em vasos plasticos contendo
solo, areia e humus. Apds a germinacao foi realizado o desbaste, de modo a restarem de quatro a
seis plantas por vaso. As plantas foram adubadas com sulfato de aménio aos 20 dias apds a
germinacdo e regadas diariamente. Para os experimentos, foram utilizadas plantas com 30-40 dias
de idade.

Toxicidade Residual e Ingestdo. A metodologia usada para avaliar a toxicidade residual foi
adaptada de Borgoni & Vendramim (2005). Neste teste foram utilizadas lagartas de terceiro instar
(10 dias de vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os éleos essenciais, 0 composto
safrol e os controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a. e a testemunha apenas em
alcool. Nos experimentos foram utilizados um minimo de cinco concentragdes por tratamento, que
variaram de 0,01 a 62,5 mg/mL. As secOes foliares de milho, cultivadas em estufa com
aproximadamente trinta dias, foram cortadas em pedacos de 10 cm? e mergulhadas por 5 segundos
nos respectivos tratamentos. Apés a total evaporacdo do solvente, estas foram transferidas uma a
uma para tubos de ensaios de 15 cm de altura por 3 cm de didmetro. As lagartas foram
individualizadas nestes tubos de ensaio e estes foram em seguida vedados com algoddo. Foram
realizadas cinco repeticdes para cada tratamento, com seis lagartas individualizadas, totalizando 30

lagartas por concentracdo. A mortalidade foi avaliada ap6s 24h. Os dados foram analisados pelo
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modelo Probit atraves do software Polo-PC para a determinacdo dos valores das CLsp, com
intervalos de confianca a 95%.

Toxicidade via Contato Topico. A metodologia usada para avaliar a toxicidade via contato topico
foi adaptada de Hummelburnner & Isman (2001). No teste foram utilizadas lagartas de terceiro
instar (10 dias de vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos essenciais, 0
composto safrol e os controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a. e a testemunha
apenas em alcool. Foram utilizadas um minimo de 5 doses por tratamento e estas variaram de 0,2 a
375 mg/mL. O bioensaio consistiu na aplicagdo de 1,0 uL de cada tratamento na parte protoracica
do inseto, utilizando-se uma microseringa Hamilton. As lagartas foram individualizadas em tubos
de ensaios de 15 cm de altura por 3 cm de diametro contendo a mesma dieta artificial da criacdo de
manutencdo. Foram realizadas 5 repeti¢fes para cada tratamento, sendo seis lagartas por repeticéo.
Avaliou-se a toxicidade aguda do 6leo essencial, pela contagem de lagartas mortas apds 48, 72 e 96
h. Os dados foram analisados pelo modelo Probit através do software Polo-PC para a determinacéo
dos valores das DLs, com intervalos de confianga a 95%.

Atividade Ovicida. A metodologia utilizada foi adapatada de Tavares e colaboradores (2010).
Nesta, ovos de S. frugiperda com até 48 h de idade foram delicadamente separados e com o auxilio
de um pincel aderidos com agua em pedacos de papel (15 x 5 cm) em forma de cartela. Um minimo
de 5 concentrac@es, variando de 0,1 a 46,7 mg/mL, foram utilizadas nos teste. As concentracfes
foram preparadas diluindo-se os 6leos essenciais, o composto safrol e os controles positivos
(Azamax e Decis 25 EC) em élcool p.a., a testemunha recebeu apenas alcool. As cartelas de ovos
foram mergulhadas por 5 segundos nos tratamentos e colocadas sobre uma superficie por 10
minutos, para evaporacao do solvente. Foram realizadas 4 repeticdes com 20 ovos cada. As cartelas
foram entédo acondicionadas em placas de Petri (12 x 1,5 cm). A mortalidade dos ovos (subtracdo do

numero total de ovos pelo nimero de lagartas que eclodiram) foi avaliada diariamente por um
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periodo de cinco dias. Os dados foram analisados pelo modelo Probit através do software Polo-PC
para a determinacgéo dos valores das CLso, com intervalos de confianca a 95%.
Deterréncia Alimentar. Para avaliar a deterréncia alimentar dos tratamentos sobre S. frugiperda
foi realizado teste de preferéncia alimentar, em condic¢des de dupla escolha (tratamento x controle),
utilizando-se como tratamentos as CL3o dos 6leos essenciais, do composto e dos controles positivos
(P. aduncum: Azamax e Decis 25 EC) obtidas no teste residual. As folhas de milho foram cortadas
em discos foliares com area de cerca de 6,15 cm? (vazador de 2,8 cm de diametro). Placas de Petri
(15 cm de diametro) foram utilizadas como arenas, com fundo coberto por papel umedecido. Cada
placa foi dividida em quatro quadrantes: em dois deles foram colocados dois discos de folhas com
0s tratamentos e nos outros dois quadrantes foram colocados dois discos tratados apenas com alcool
(testemunha), de forma que os quadrantes com folhas tratadas e ndo tratadas ficassem em
guadrantes opostos. No centro de cada placa foi liberada uma lagarta de terceiro instar de S.
frugiperda, e apos 24 h foi determinada a area restante dos discos foliares, por meio de medidor da
area foliar (Li-Cor, modelo LI1-3000A). A area consumida foi calculada pela diferenca entre a area
fornecida e a area restante. Foram realizados bioensaios independentes para cada tratamento sempre
em comparacdo com o controle, utilizando-se 20 repeticdes para cada tratamento. Em cada
bioensaio foi mantida uma aliquota, medindo-se 10 discos foliares inteiros e usando-se a média das
10 medidas como é&rea fornecida.

A comparacgdo da area consumida entre os diferentes tratamentos foi feita por meio de um
indice de preferéncia, adaptado de Kogan & Goeden (1970):

IP=(2xT)/(C+T)
Onde: IP = indice de preferéncia; T = area consumida no disco de folha tratado; C = area

consumida no disco de folha controle.
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Para a interpretacdo dos resultados, foi determinado o Intervalo de Classificacdo (IClass)
para as médias de tratamentos, com base no IP e desvio padrao, pela formula:

IClass= 1 * t (n-1; 0=0,05) x DP/n,
onde t = valor de "t" tabelado; DP = desvio padrdo;n = nimero de repeticdes. Os tratamentos foram
considerados neutros quando o valor do IP ficou compreendido dentro do IClass; fagodeterrente
quando o valor do IP foi inferior ao menor valor obtido para o IClass, e fagoestimulante quando o
IP foi superior ao maior IClass calculado. Deste modo:

IP=1 + IClass, indica efeito neutro;

IP>1 £ IClass, indica efeito fagoestimulante;

IP<1 % IClass, indica efeito fagodeterrente.

Resultados e Discussao

Toxicidade Residual. Entre os 6leos essenciais, 0 6leo de P. aduncum promoveu toxicidade cerca
de 1,3 vezes maior do que P. divaricatum (Tabela 1). Quando comparada, a atividade do composto
Safrol, esta ndo diferiu daquela registrada para os 6leos de Piper. O inseticida comercial Decis 25
EC foi mais toxico do que os 6leos essenciais e o Safrol, sendo 36,8 vezes mais tdxico do que o
6leo de P. aduncum. Por outro lado, todos os 6leos de Piper e o composto individual Safrol foram
significativamente mais ativos do que o inseticida botanico Azamax.

Lima e colaboradores (2009) avaliaram a toxicidade residual do 6leo de P. hispidinervum
sobre lagartas de terceiro instar de S. frugiperda e encontraram uma CLs, de 28,3 mg/mL apds 24 h
de exposicdo, 0 que indica que as espécies testadas neste trabalho, P. aduncum e P. divaricatum
possuem toxicidade 2,48 e 1,88 vezes maior, respectivamente.

A semelhanca na toxicidade dos dleos testados e a toxicidade relativa do constituinte safrol

no presente estudo sugerem que a propriedade inseticida observada para os 6leos de Piper testados
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sobre S. frugiperda, pode ser atribuida a toxicidade individual deste constituinte, embora a interacéo
deste com os demais constituintes e suas proporcdes também devam ser levadas em consideracéo
(Moraes et al.2012).

Os 6leos de Piper, bem como o constituinte safrol apresentaram grande atividade sobre S.

frugiperda quando comparados com o inseticida botanico comercial Azamax, o que indica potencial
uso em formulacgdes de inseticidas botanicos.
Toxicidade via Contato Topico. A susceptibilidade da praga aos 6leos de Piper ndo variou com o
passar do tempo (48, 72, 96h), o mesmo foi observado para os controles positivos Azamax e Decis
25 EC (Tabela 2). Por outro lado a dose letal do safrol apés 96 h (DLsp=52,88 pg/lagarta) de
exposicao foi estatisticamente menor do que a observada apo6s 48 h (DLsy=128,68 ug/lagarta), o que
indica que a toxicidade aumentou com o passar do tempo. Comparando-se em uma mesma faixa de
tempo (48, 72, 96h), tanto os 6leos de Piper quanto o constituinte safrol apresentaram mesma
toxicidade entre eles e em comparacdo ao controle positivo Azamax, com excec¢do das primeiras 48
h em que o Azamax apresentou maior atividade em relagdo ao safrol. O Decis 25 EC foi mais
toxico que todos os demais tratamentos.

Uma possivel justificativa do aumento da toxicidade do constituinte safrol sobre S.
frugiperda com o passar do tempo é a natureza polar deste constituinte, e por consequéncia, sua
menor velocidade de evaporacdo, e maior tempo de contato com a cuticula do inseto, quando
comparada com a natureza apolar dos Oleos, constituidos principalmente por hidrocarbonetos
monoterpenos. A mesma toxicidade apresentada pelos oOleos de Piper pode ser atribuida a
semelhanga do perfil quimico dos Oleos investigados (Nascimento et al., 2012). A toxicidade
similar apresentada pelos 0leos essenciais de P. aduncum, P. divaricatum e do constituinte safrol
quando comparadas aquela apresentada pelo inseticida natural Azamax indica potencial do uso dos

0leos e do composto testado no controle da lagarta-do-cartucho.
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Assim como o relatado por Lima e colaboradores (2009) em trabalho que avaliou a

atividade bioldgica de P. hispidinervum sobre lagartas de terceiro instar de S. frugiperda via contato
topico, durante o desenvolvimento do bioensaio foi observado que logo apos a aplicacdo do dleo
essencial e do safrol, nas concentracGes mais elevadas, as lagartas (3° instar) apresentaram agitacao
e convulsdes. Em seguida, foi observado o efeito knock-down, em que as lagartas ficaram imoveis
por algumas h e em seguida voltaram a sua atividade normal. Estes sintomas sdo semelhantes aos
apresentados por insetos com intoxicacdo neurotoxica. Alguns compostos presentes em o6leos
essenciais tais como terpendides e fenilpropanoides, podem atuar no bloqueio da octopamina, um
neurotransmissor presente em insetos semelhante a adrenalina em vertebrados (Ennan et al.1998).
Deste modo, pode-se inferir que o fenilpropanoide safrol, presente nos 6leos de Piper testados
possa ter efeito neurotoxico ocasionando o efeito knock-dow observado.
Atividade Ovicida. A Tabela 3 apresentada a atividade ovicida dos 6leos das folhas de P. aduncum
e P. divaricatum, do constituinte safrol e do Azamax e Decis 25 EC, usados como controle positivo,
sobre ovos de S. frugiperda com até 48h pds postura. Dentre os dleos testados P. aduncum foi mais
toxico a fase embrionaria de S. frugiperda que P. divaricatum. A toxicidade apresentada pelo
constituinte safrol ndo diferiu estatisticamente dos 6leos de Piper, assim como o controle positivo
Azamax. O Decis 25 EC apresentou menor CLsy em relacdo aos demais tratamentos, sendo
portando, mais toxico sobre ovos de lagarta-do-cartucho.

A atividade ovicida dos 6leos essenciais estudados parece estar relacionada a atividade do
constituinte safrol, capaz de interromper o desenvolvimento do embrido e reduzir a sobrevivéncia e
a eclosdo de lagartas (Santos et al. 2012). Em percevejos marrons 0s ovos tratados com safrol
apresentaram formacdo de embrido, mas estes ndo conseguiram completar seu desenvolvimento,

possivelmente porque o safrol ultrapassou o corion do ovo, causando a morte do embrido (Pinton et
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al. 2012). Ainda de acordo com Santos e colaboradores (2012), a azadiractina, principio ativo do
Azamax, possui propriedade semelhante.

Deterréncia Alimentar. Na tabela 4 sdo apresentadas a area foliar média consumida e preferéncia
alimentar de lagartas de terceiro instar de S. frugiperda, entre discos foliares tratados com 6leos de
Piper, com o constituinte safrol e controles positivos Azamax e Decis 25 EC e ndo tratados. Dentre
os tratamentos testados todos demonstraram atividade deterrente sobre a alimentacdo de S.
frugiperda, com excecdo do controle positivo Azamax que foi neutro, ou seja, nem aumentou, nem
reduziu a alimentacdo da lagarta-do-cartucho.

A deterréncia alimentar observada nos 6leos de Piper parece estar relacionada aquela
observada para o constituinte safrol, que ja teve sua atividade deterrente verificada em estudos
realizados por Harmatha & Nawrot (2002) avaliando diversos compostos dentre fenilpropandides e
lignanas, muito embora ndo se possa afirmar que se deva somente a este constituinte. Estes estudos
mostraram que o safrol e outros compostos constituidos de grupos substituintes ndo polares
(metilenodioxi) causaram alta atividade deterrente alimentar para os insetos Sitophilus granarius
(L.), Tribolium confusum (Duv.) e Trogoderma granarium (Ev.).

Como foi observado neutralidade para o Azamax, pode-se inferir a partir dos resultados
obtidos nos experimentos de toxicidade residual e neste de deterréncia, que este controle positivo
ndo atuou estimulando células fagodeterrentes especificas, visto que ndo reduziu a alimentacéo dos
insetos praga, e sim causando efeitos toxicos no meséntero, apds a ingestdo, dado o fato de que

causou mortalidade.

Concluséao
Embora os 6leos essenciais das folhas de P. aduncum e P. divaricatum ndo tenham

alcancado mesmo nivel de toxicidade apresentado pelo inseticida Decis 25 EC, apresentaram
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resultados promissores quando comparados ao inseticida botédnico Azamax. S&0 necessarios
maiores estudos, especialmente quanto ao conhecimento das interacfes e toxicidade dos demais

constituintes dos 0leos essenciais testados.
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Tabelal: Concentracdes letais (CLso), grau de liberdade (GL), qui-quadrado (x?), curvas de
concentracdo-mortalidade de Oleos de Piper, do constituinte safrol e dos controles positivos

Azamax e Decis 25 EC sobre lagartas de S. frugiperda de terceiro instar via residual.

CLso (IC 95%)

Tratamento (mg/mL) CLgo (IC 95%) (mg/mL) GL %2 Equacéo

Piper aduncum 11,429 73.12,95) 21,92(18,75-28,13) 3 512 Y=4,53 ,4x-4,79
Piper divaricatum 15,0513 69-16,50) 22,77 20,29-27,05) 3 3,59  Y=7,12,,4x-8,39
Safrol 13,9212,87-15,00) 21,5319,326-25,45) 4 389  Y=6,77 09x-7,74
Azamax 35,4430 63-41,51) 80,7663,12-125.79) 3 0,38 Y=3,58.44x-555
Decis 25 EC 0,31(0.24.040) 1,160.83.1.07) 3 474  Y=2,560x+1,14
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Tabela 2. Tempos, doses letais (DLsp), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (y?2), curvas

de concentracdo-mortalidade de 6leos de Piper, do constituinte safrol e dos controles positivos.

Azamax e Decis 25 EC sobre lagartas de S. frugiperda de instar via contato topico.

Tratamento T DLs (IC 95%) DLg (IC 95%) GL Equacéo
(ug/lagarta) (ug/lagarta)
Piper aduncum 48h 100,58(80,27_ 123,31) 220,81(177,23_293'02) 3 5,03 Y=3,75|_0gx-7,51
72h 84,82 69710762 233,67 (174,79-354.06) 3 2,18  Y=2,91 ,4x-5,62
96h  82,06(3110-171.47y 277,77 (14037-2382) 3 740  Y=242 ,x-4,63
Piper divaricatum 48h 119,62(74,84_ 171,47) 269189(185,18—698,48) 4 9,11 Y:3,63|_0gx'7.54
72h  66,493965.101,15)  186,71(11933-478,55) 4 9,36 Y=2,86L04x-5,21
96h 54,5431 05 8281 166,69(105.73-424.08) 4 8,49  Y=2,03 ;x-3,50
Safrol 48h 128,68( 91,25- 232,99(195,55_299'52) 3 5,97 Y:4,45|_ogx-9,26
222,97)
72h  102,146007-19017) 396,97 (206 65-2914,00) 4 8,41  Y=2,17 qx-4,37
96h 52,88 (2678- 8714y  226,52(196 01-1067) 4 8,49  Y=202 ,4x-3,50
Azamax 48h 62,99(44152.39156) 504,67(296119.1171) 4 7,00 Y:1,42|_0qx-2,55
72h 44,83(19,09.9511) 321,65(136,99-3112) 4 8,67  Y=1,50 00x-2,47
96h 35147(25,13—48,60) 227,48(147’57_434'28) 4 3,49 Y:1,59|_0qx'2,46
Decis 25 EC 48h  0,14(0,02.031) 5,03(2,35-32,76) 4 155 Y=0,83.04x*0,70
72h - 0,11¢0,01022) 1,540,89-5.90) 3 1,45  Y=11140x+1,07
96h 0,10(0'02_0,21) 1110(0,68—3,07) 3 0,47 Y:1,25L0qx+1,23
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Tabela 3. Concentragdes letais (CLso), grau de liberdade (GL), qui-quadrado (x?), curvas de
concentracdo-mortalidade de 6leos de Piper, do constituinte safrol e dos controles positivos

Azamax e Decis 25 EC sobre ovos de S. frugiperda com até 48h apds postura.

CLso (IC 95%) CLgo (IC 95%)

Tratamento (mg/mL) (mg/mLmL) G.L Y2 Equacéo

Piper aduncum 6,41(542-7,32) 13,53(11,61-16,76) 3 4,64 Y=3,95_ogx-3,19
Piper divaricatum 14,9810,84-21,14) 28,52 20,48-99,36) 3 4,67 Y=4,58 44x-5,39
Saffrol 9,03(7.00-11.47) 43,92 20 16-90,44) 3 6,24  Y=1,87.0x-1,78
Azamax 8,04(0,.90.22,65) 85,55(27.60-2159) 3 742 Y=1,25,5x-1,13
Decis 0,39(0:32.047) 1,31007-203) 3 2,76 Y=2,42,5x-1,00
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Tabela 4. Area foliar média consumida e preferéncia alimentar de lagartas de terceiro instar

de Spodoptera frugiperda, 24 h apds liberacdo em arenas com chance de escolha entre discos

foliares tratados com Oleos de Piper, com o constituinte safrol e controles positivos Azamax e

Decis 25 EC e ndo tratados.

Area foliar consumida (= EP)

Tratamento (CL3g Residual) IP1+ EP 1+ IClass? Classificacdo
Tratamento Controle

Piper aduncum 2,52(%0,21) 4,36(+0,25) 0,73(z0,08) 1+£0,10 Fagodeterrente

Piper divaricatum 1,40 (x0,19) 3,47 (x0,10) 0,58 (+0,07) 1+£0,09 Fagodeterrente

Safrol 1,19 (x0,28) 3,17 (x0,32) 0,51 (x0,06) 1+£0,23 Fagodeterrente

Azamax 2,72(0,25) 1,80(x0,33)  1,21(%0,13) 1+0,12  Neutro

Decis 0,52 (+0,25) 3,56 (x0,31) 0,25 (%0,13) 1+£0,12 Fagodeterrente

tindice de Preferéncia; 2Intervalo de Classificagao.
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de dleos essenciais de Melaleuca
leucadendron e M. alternifolia sobre Spodoptera frugiperda e comparar com dois controles
positivos, o inseticida botanico Azamax e o inseticida sintético Decis 25 EC. A toxicidade residual
apresentada pelos Oleos essenciais de Melaleuca ndo diferiram estatisticamente, entretanto, M.
alternifolia causou nivel de mortalidade similar ao obtido pelo controle positivo Azamax. No teste
de contato topico, ndo houve diferenca estatistica entre a toxicidade apresentada pelos Oleos
essenciais de Melaleuca sobre S. frugiperda em todos os tempos avaliados (48,72 e 96h). Os 6leos
essenciais testados so alcancaram o mesmo nivel de toxicidade do Azamax na avaliacdo realizada
72 h apds a aplicacdo dos tratamentos. Com relacdo a atividade ovicida, ndo houve diferenca
estatistica na toxicidade entre os Gleos essenciais de Melaleuca sobre & fase embrionaria de S.
frugiperda. Estes alcancaram mesmo nivel de toxicidade observada para o controle positivo
Azamax. Todos os tratamentos apresentaram efeito deterrente sobre a alimentacdo de lagartas de
terceiro instar de S. frugiperda, exceto o Azamax que foi neutro. O inseticida sintético Decis 25 EC

apresentou a maior atividade bioldgica sobre a lagarta-do-cartucho em todos os testes realizados.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, Melaleuca, acdo residual, contato tépico, atividade

ovicida, deterréncia alimentar
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INSECTICIDE ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF LEAVES OF Melaleuca leucadendron

AND M. alternifolia ON Spodoptera frugiperda

ABSTRACT — The objective of this study was to evaluate the toxicity of essential oils OF
Melaleuca leucadendron and M. alternifolia on Spodoptera frugiperda and compared with two
positive controls, the botanical insecticide Azamax and synthetic insecticide Decis 25 EC. The
residual toxicity of the essential oil of Melaleuca did not differ statistically; however, M.
alternifolia caused similar mortality level to that seen for the positive control Azamax. In the topic
contact test, there was no statistical difference between the toxicity of the essential oil of
Melaleuca on S. frugiperda in all evaluated times (48.72 and 96h). Essential oils tested only
reached the same level of Azamax the toxicity evaluation conducted 72 hours after treatment
application. Regarding the ovicidal activity, there was no statistical difference in toxicity between
the essential oils of Melaleuca on the embryonic stage of S. frugiperda. These reached the same
level of toxicity observed for the positive control Azamax. All treatments had a deterrent effect on
the supply of larvae of third instar of S. frugiperda, except Azamax which was neutral. The
synthetic insecticide Decis 25 EC showed the highest biological activity against the armyworm in

all tests.

KEY WORDS: Armyworm, Melaleuca, residual action, topical contact, ovicidal activity, feeding

deterrence
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Introducéo

Os produtos naturais sdo as principais fontes de novas estruturas quimicas Uteis ao
desenvolvimento de moléculas com potencial para utilizagdo na farmacologia, agronomia e outros
campos do conhecimento humano (Macias et al. 1998). Nos ultimos anos um maior foco de
pesquisas tem ocorrido acerca dos metabolitos secundarios das plantas devido a sua elevada
capacidade biossintética, tanto em relacdo ao numero de substancias produzidas quanto a sua
diversidade em uma mesma espécie (Poser & Mentz 2002). Na agricultura, os 6leos essenciais e 0s
extratos vegetais estdo sendo utilizados como método alternativo para o controle de insetos-praga e
de doencas causadas por fungos, nematoides, virus e bactérias. Estes 0leos essenciais podem ser
utilizados a partir de sua aplicacdo direta, da aplicacdo do principio ativo isolado ou ainda como
base para descoberta de novos produtos sintéticos.

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), é uma espécie polifaga que
possui ampla distribuicdo nas Américas e ocorre ao longo de todo o0 ano principalmente em regides
de clima quente (Pedigo 1989, Miranda & Suassuna 2004). Possui grande importancia econdmica
uma vez que se trata da principal praga chave do milho. Embora prefira gramineas, é
potencialmente danosa, ndo somente na cultura do milho como em outros importantes cultivos
(Cruz et al. 2000). Tradicionalmente, o controle desta praga é realizado através de produtos
quimicos cuja escolha nem sempre leva em consideracdo o grau de seletividade aos agentes de
controle bioldgico. Além disso, tem sido observado um aumento na freqiiéncia de resisténcia nas
populacdes de S. frugiperda. Uma das classes de compostos derivados de plantas, que vem se
destacando no controle de insetos, sdo os Oleos essenciais, que ja fazem parte de formulacdes de
inseticidas, capazes de matar e repelir insetos (Isman 2000).

Melaleuca leucadendron (L.) (Myrtaceae), conhecida popularmente como cajuputi,

caracteriza-se por ser uma planta lenhosa com distribuicdo na Australia e sudoeste da Asia sendo
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nativa de regides pantanosas e florestas tropicais (Tanaka et al. 2011). Seu 6leo essencial tem sido
testado com excelentes resultados com relacdo a protecdo de grdos armazenados conta o fungo
Aspergillus flavus (Kumar et al. 2007). Além disso, ha relatos na literatura reportando ampla
propriedade bioldgica do 6leo essencial de M. leucadendron no controle de pragas, como: Bemisia
tabaci (Tia et al. 2013), Tyrophagus putrescentiae e Suidasia pontifica (Assis et al. 2011);
Sitophilus zeamais (Coitinho et al. 2010 e 2011) e Aedes aegypti (Noosidum et al. 2008).

Melaleuca alternifolia (Cheel) € comumente conhecida como “arvore de chd" e floresce
principalmente em areas de pantano, proximas a rios. Investigacdo prévia do potencial inseticida do
oleo essencial de M. alternifolia o revelou tdxico a diversas pragas agricolas tais como: Ceratitis
capitata (Benelli et al. 2013), Diaphorina citri Kuwayama (Mann et al. 2012), Tetranychus urticae
(Lim et al. 2011), Varroa destructor (Gashout et al. 2009) e Bemisia tabaci (Schuster et al. 2009,
Choi et al 2003).

Nenhum trabalho foi encontrado até o momento relatando a acdo dos Oleos de M.
leucadendron e M. alternifolia sobre S. frugiperda. Deste modo, com a finalidade de dar
continuidade ao estudo sistematico do potencial inseticida de plantas, o objetivo desse trabalho foi
investigar a atividade inseticida, via contato topico e residual, bem como a deterréncia alimentar e

acdo ovicida de 6leos essenciais das folhas de duas espécies de Melaleuca sobre S. frugiperda.

Material e Métodos
Obtencao dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais de Melaleuca leucadendron e M. alternifolia
utilizados nos testes foram obtidos por meio da técnica de hidrodestilacdo a vapor. Os inseticidas
Azamax e Decis 25 EC foram comprados em lojas especializadas em produtos agropecuérias da

cidade de Recife/PE.
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Criacéo de Spodoptera frugiperda.A criacdo de Spodoptera frugiperda foi mantida no laboratorio
de Inseticidas botanicos, do departamento de Agronomia, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). As lagartas foram alimentadas com dieta artificial (Burton & Perkins
1972), e os adultos receberam solucéo de agua e mel (10%).

Cultivo das Plantas de Milho. Sementes de milho foram semeadas em vasos plasticos contendo
solo, areia e humus e mantidas em casa de vegetacdo. Apds a germinacéo foi realizado o desbaste,
de modo a restarem de quatro a seis plantas por vaso. As plantas foram adubadas com sulfato de
amonio aos 20 dias ap6s a germinacdo e regadas diariamente. Para 0s experimentos, foram
utilizadas plantas com 30 a 40 dias de idade.

Toxicidade Residual. A metodologia usada para avaliar a toxicidade residual foi adaptada de
Borgoni & Vendramim (2005). Neste teste foram utilizadas lagartas de terceiro instar (10 dias de
vida). Os tratamentos foram preparados a partir da diluicdo dos 6leos essenciais de Melaleuca
leucadendron e M. alternifolia e os controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a., e
na testemunha foi utilizado apenas alcool. As secdes foliares de milho foram cortadas em pedagos
de 10 cm? e mergulhadas por 5 segundos nos respectivos tratamentos. Apds a total evaporagdo do
solvente, estas foram transferidas uma a uma para tubos de ensaios de 15 cm de altura por 3 cm
de diametro. Uma lagarta foi colocada em cada tubo e estes vedados com algoddo. As
concentragOes variaram de 0,09 a 85,9 mg/mL, sendo utilizado um minimo de 5 concentra¢des por
tratamento, com seis lagartas individualizadas. A mortalidade foi avaliada apds 24h. Os dados
foram analisados pelo modelo Probit através do software Polo-PC para a determinacéo dos valores
das CLsgp, com intervalos de confianga a 95%.

Toxicidade Via Contato Tépico. A metodologia usada para avaliar a toxicidade via contato topico
foi adaptada de Hummelburnner & Isman (2001). No teste foram utilizadas lagartas de terceiro

instar (10 dias de vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos essenciais das folhas
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de Melaleuca e os controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a. e a testemunha
apenas em alcool. O bioensaio consistiu na aplicagdo de 1,0 uL de cada tratamento na parte
protorécica do inseto, utilizando-se uma microseringa Hamilton. As concentracfes dos tratamentos
variaram de 31,25 a 375 pg/lagarta, utilizando-se um minimo de 5 concentracdes por tratamento.
As lagartas foram individualizadas em tubos de ensaios de 15 cm de altura por 3 cm de diametro
contendo a mesma dieta artificial da criagdo de manutencdo. Foram realizadas 5 repeticbes para
cada tratamento, sendo seis lagartas por repeticdo. Avaliou-se a toxicidade aguda do 6leo essencial,
pela contagem de lagartas mortas apos 48, 72 e 96 h. Os dados foram analisados pelo modelo Probit
através do software Polo-PC para a determinacédo dos valores das DLso, com intervalos de confianga
a 95%.

Atividade Ovicida. A metodologia foi adapatada de Tavares e colaboradores (2010). Ovos de S.
frugiperda com até 48 h de idade foram delicadamente separados e aderidos com agua em peda¢os
de papel (15 x 5 cm) em forma de cartela. Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos
essenciais de Melaleuca e os controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em éalcool p.a. e a
testemunha recebeu apenas alcool. As cartelas de ovos foram entdo mergulhadas por 5 segundos
nos tratamentos e colocadas sobre superficie por 10 minutos, para evaporacao do solvente. Foram
realizadas 4 repetices com 20 ovos cada. As concentragdes utilizadas variaram de 0,1 a 13,31
mg/mL. As cartelas foram entdo acondicionadas em placas de Petri (12 x 1,5 cm). A mortalidade
dos ovos (subtracdo do numero total de ovos pelo numero de lagartas que eclodiram) foi avaliada
diariamente por cinco dias. Os dados foram analisados pelo modelo Probit através do software
Polo-PC para a determinacao dos valores das CLso, com intervalos de confianca a 95%.
Deterréncia Alimentar. Para avaliar a deterréncia alimentar provocada pelos tratamentos foi
realizado teste de preferéncia alimentar, em condi¢fes de dupla escolha (tratamento x controle),

utilizando-se como tratamentos as CL3, dos os 0leos essenciais e dos controles positivos (Azamax e
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Decis 25 EC) obtidas no teste residual. As folhas de milho foram cortadas em discos foliares com
area de cerca de 6,15 cm?2 (vazador de 2,8 cm de didametro). Como arenas, foram utilizadas placas de
Petri (15 cm de diametro), com fundo coberto por papel umedecido. Cada placa foi dividida em
quatro quadrantes: em dois deles foram colocados dois discos de folhas (opostos) com 0s
tratamentos e nos outros dois quadrantes foram colocados dois discos tratados apenas com alcool
(testemunha). No centro de cada placa foi liberada uma lagarta de terceiro instar de S. frugiperda, e
apos 24 h foi determinada a area restante dos discos foliares, por meio de um medidor da
area foliar (Li-Cor, modelo LI-3000A). A area consumida foi calculada pela diferenca entre a
area fornecida e a area restante. Foram realizados bioensaios independentes para cada um
tratamentos sempre em comparacdo com o controle, utilizando-se 20 repeticbes para cada
tratamento. Em cada bioensaio foi mantida uma aliquota, medindo-se 10 discos foliares inteiros e
usando-se a média das 10 medidas como area fornecida.

A comparacdo da area consumida entre os diferentes tratamentos foi feita por meio de um
indice de preferéncia, adaptado de Kogan & Goeden (1970):

IP=(@2xT)/(C+T)
onde: IP = indice de preferéncia; T = &rea consumida no disco de folha tratado; C = érea
consumida no disco de folha controle.

Para a interpretacdo dos resultados, foi determinado o Intervalo de Classificacdo (IClass)
para as médias de tratamentos, com base no IP e desvio padrdo, pela formula:

IClass= 1 % t (n-1; 0=0,05) x DP/n,
onde t = valor de "t" tabelado; DP = desvio padrdo;n = numero de repeti¢cdes. Os tratamentos foram
considerados neutros quando o valor do IP ficou compreendido dentro do IClass; fagodeterrente
quando o valor do IP foi inferior ao menor valor obtido para o IClass, e fagoestimulante quando o

IP foi superior ao maior IClass calculado. Deste modo:
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IP=1 % IClass, indica efeito neutro;
IP>1 £ IClass, indica efeito fagoestimulante;

IP<1 % IClass, indica efeito fagodeterrente.

Resultados e Discussao

Toxicidade Residual. Na Tabela 1 séo apresentados os valores das CLsp e CLgg estimados para a
toxicidade residual dos 0leos das folhas de Melaleuca leucadendron e M. alternifolia e de Azamax
e Decis 25 EC, usados como controles positivo, sobre lagartas de terceiro instar de Spodoptera
frugiperda. A toxicidade dos 6leos essenciais (CLsp) de M. leucadendron e M. alternifolia nédo
difereriram estatisticamente, entretanto, a M. alternifolia causou nivel de mortalidade similar ao
obtido pelo controle positivo Azamax. O Decis 25 EC foi o que alcancou maior atividade
bioldgica.

Byung-Ho Lee e colaboradores (2004) testando diversas espécies do género Melaleuca
sobre pragas de grdos armazenados, observou que as doses letais (DLso) obtidas pelos 6leos
essenciais de folhas de M. armillaris, M. decussata, M. ericifolia, M. fulgens, M. lanceolata, M.
linariifolia e M. thymifolia sobre Sitophilus oryzae ndo diferiram estatisticamente, com excecéo dos
6leos de M. armillaris e M. fulgens, que apresentaram toxicidade um pouco maior em relagdo as
demais. Essa similaridade nos padrdes das toxicidades obtidas pode indicar uma semelhanca no
perfil quimico das espécies do género Melaleuca, ou ainda, uma semelhanca nos sitios alvos
alcangados pelos constituintes dos 0leos.

A semelhanca entre a toxicidade do 6leo de M. alternifolia e a apresentada pelo inseticida
natural Azamax indica potencial do uso do oOleo testado no controle da lagarta-do-cartucho, via

residual.
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Toxicidade Via Contato Topico. De acordo com a Tabela 2, a susceptibilidade da praga aos 6leos
de Melaleuca e dos controles positivos ndo variou com o passar do tempo (48, 72, 96h). Em todos
os tempos testados ndo houve diferenca estatistica entre a toxicidade apresentada pelos 6leos
essenciais de Melaleuca sobre S. frugiperda (CLso). Na avaliagdo apos as primeiras 48 h de
aplicacdo os 0Oleos essenciais apresentaram menor atividade bioldgica em relacdo ao Azamax e ao
Decis 25 EC. Apo6s 72 h da aplicacdo dos tratamentos os 0Oleos alcancaram mesma toxicidade
apresentada pelo Azamax, entretando, este voltou a apresentar menor concentracao letal em relacéo
aos 6leos apos 96 h. Dentre os controles positivos o inseticida sintético foi 0 mais toxico em todos
0s tempos testados.

De forma semelhante ao relatado por Lima e colaboradores (2009) ao testar atividade
bioldgica de 0Oleos essenciais de P. hispidinervum sobre lagartas de terceiro instar de S. frugiperda
via contato topico, observou-se que nas concentracdes mais elevadas as lagartas apresentaram
agitacdo e convulsbes imediatamente apds a aplicacdo das solucGes dos Gleos essenciais de
Melaleuca na regido toraxica, seguidas por o efeito knock-down, quando as lagartas ficaram
imOveis por algumas h e em seguida voltaram a sua atividade normal. Estes sintomas
assemelham-se aqueles apresentados por insetos com intoxicacdo neurotoxicas (Ennan et al.1998).
Atividade Ovicida. N&o houve diferenca estatistica (CLso) entre as toxicidades apresentadas pelos
Oleos essenciais de Melaleuca sobre a fase embrionéaria de S. frugiperda (Tabela 3). Estes
alcancaram mesmo nivel de toxicidade observada para o controle positivo Azamax. O Decis 25 EC
apresentou a maior atividade bioldgica sobre ovos de S. frugiperda.

Atividade ovicida de M. alternifolia j& havia sido observada sobre Haemonchus contortus,
um nematdide hematofago endoparasitoide gastrintestinal de ovinos (Grando 2015). Ribeiro (2014)
ao testar atividade de Oleos essenciais sobre ovos de Anticarsia gemmatalis e de S. frugiperda,

concluiram que sua atividade esta relacionada a facilidade de difuséo através da quitina e ao maior
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contato com o sitio de agdo, blogqueando o processo de incubacao e ruptura do corion dos ovos. De
acordo com Santos e colaboradores (2012), a azadiractina, principio ativo do Azamax possui
propriedade semelhante.

Deterréncia Alimentar. Com excecdo do controle positivo Azamax que foi neutro, todos 0s
demais tratamentos, ou seja, 0s 6leos essenciais de Melaleuca e o Decis 25 EC apresentaram efeito
deterrente sobre a alimentacdo de lagartas de terceiro instar de S. frugiperda (Tabela 4).

Os 0leos essenciais tém potencial de atuacdo sobre enzimas digestivas bem como interagir
com o tegumento do inseto (Isman, 2006). A atividade deterrente observada nos 6leos essenciais de
M. leucadendron e M. alternifolia pode estar relacionado ao composto majoritario destes 6leos, o
sesquiterpeno aciclico (E)-nerolidol (Padaliaa et al. 2015), uma vez que este constituinte foi
relatado como deterrente de alimentacdo sobre formas larvais de insetos (Doskotch et al. 1980),
estimulando sitios fagodeterrentes especificos, diferente do que ocorre no controle positivo Azamax

que apenas causou efeitos toxicos no meséntero, apos a ingestdo, sem estimular tais sitios.
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Tabelal. Concentracdes letais (CLsg), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (), curvas de
concentracdo-mortalidade de 6leos de Melaleuca e dos controles positivos Azamax e Decis 25 EC

sobre lagartas de S. frugiperda de terceiro instar via residual.

CLso (IC 95%) CLgo (IC 95%)

Tratamento (mg/mL) (mg/mL) G.L. x2 Equacéo

:\gji:zzialdeeur?gron 76,19(57,24-127 50) 375,97 (191,79-1073) 3 2,23 Y=1,8504x-3,48
g/llfelsrl]?f%(;?a 63,97 (35,79-90,00) 113,05(g2,83-545,94) 3 6,66 Y=518,3x-9,36
Azamax 35,07 (30.2041.22 81,5663.35.12856) 3 040  Y=3,50,05x-5,40
Decis 25 EC 0,31 (0,23-0,39) 1,14 (0.82-1,93) 3 391  Y=2,24,,4x+1,15
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Tabela 2. Tempos, doses letais (DLso), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (3x?), curvas

de concentracdo-mortalidade de 6leos de Melaleuca e dos controles positivos Azamax e Decis 25

EC sobre lagartas de S. frugiperda de terceiro instar via contato topico.

Tratamento T  DLgg (IC 95%) DLg (IC 95%) GL 2 Equacéo
(ug/lagarta) (ug/lagarta) .

M. leucadendron 48h 110137(89,64-134,85) 304153(233,92-451,82) 3 3,15 Y:2191L0qX'5194
72h  105,55@s570-12880) 288,77 (222,55-425,73) 3 245  Y=2,93.4x-593
96h 99195(81,14—122,03) 273,17(210,39_403'37) 3 3,93 Y=2,94Loqx-5,87

M. alternifolia 48h 118,74(99’27.140110) 261,23(214175.341’27) 4 2,37 Y:3a74Lqu'7176
72h 109,25(91,47-129,79) 236,61 (101,17-323,01) 3 201 Y=3,82.04x-7,78
96h  94,76(raataze  2341Tassarsman 3 218  Y=3,26100-6,45

Azamax 48h 62,16(43’54.83’94) 518,07(300194.1224) 4 7,29 Y:1,39|_0qx-2,50
72h 43,9917 g3.96,58) 328,76(136,07-3669) 4 899 Y=146_4x-2,41
06h 34,68 passaren  230.97mmroascon 4 367  Y=L155(00x-2,39

Decis 25 EC 48h 0,14(0102.0’30) 5,08(2135.33150) 4 1,54 Y:0,82|_0qx+0,70
72h 0,11(0’014_0,22) 1,55(0,89-6,00) 3 1,38 Y:l,lOLogx+l,O7
96h  0,1000,01-020) 1,11067-3.120) 3 044 Y=124)4x+1,23
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Tabela 3. Concentracdes letais (CLso), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (x2), curvas

de concentracdo-mortalidade de 6leos de Melaleuca e dos controles positivos Azamax e Decis 25

EC sobre ovos de Spodoptera frugiperda com até 48h ap06s postura.

CLso (IC 95%)

CLgo (IC 95%)

G.L

Tratamento (mg/mL) (mg/mL) Y2 Equacéo

M. leucadendron 19,02(12,74-48,09) 146,66(s4,77-2088) 3 2,01  Y=1,44LogX-1,85
M. alternifolia 18,27 (14,57-24,05) 87,22 53,29-234,05) 4 458 Y=1,89LogX-2,38
Azamax 8,06(0,94-22,69) 85,13 (27,66-1766,72) 3 7,36 Y=1,25.04x-1,13
Decis 0,39(0.32-0,47) 1,31 (0.97-2,025) 3 2,75  Y=2,42,4x-1,01
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Tabela 4. Area foliar média consumida e preferéncia alimentar de lagartas de terceiro instar

de Spodoptera frugiperda, 24 h apds liberacdo em arenas com chance de escolha entre discos

foliares tratados com o6leos de Melaleuca e controles positivos Azamax e Decis 25 EC e néo

tratados.

Area foliar consumida (= EP)

Tratamento (CLzg Residual) IPt + EP 1+ IClass? Classificacdo
Tratamento Controle

Melaleuca leucadendron 1,33(x0,30) 3,78 (x0,16) 0,52 (x0,07) 1+£0,15 Fagodeterrente

Melaleuca alternifolia 1,34 (£0,13) 3,29 (x0,35) 0,58 (0,11) 1+£0,06 Fagodeterrente

Azamax 2,75(x0,07) 1,79(0,41) 1,22(%0,10) 1+£0,20 Neutro

Decis 0,51 (+0,26) 3,55 (x0,31) 0,25 (%0,13) 1+£0,12 Fagodeterrente

!indice de preferéncia; 2Intervalo de classificacao.
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CAPITULO 4
ATIVIDADE INSETICIDA DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS, BOTOES
FLORAIS E DO COMPOSTO MAJORITARIO DE Syzygium aromaticum LINN SOBRE

Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)!
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RESUMO - Este trabalho objetivou avaliar o potencial inseticida de 6leos essenciais extraidos de
folhas e botdes florais de Syzygium aromaticum, bem como de seu constituinte principal eugenol
sobre Spodoptera frugiperda, e dos controles positivos, o inseticida botanico comercial Azamax e 0
sintético Decis 25 EC. No teste de toxicidade residual a praga mostrou-se mais suscetivel ao 6leo
essencial dos botdes florais (CLso= 16,88 mg/mL) que ao das folhas (CLsp= 25,03 mg/mL). O
constituinte eugenol apresentou mesmo nivel de toxicidade que os Gleos essenciais. O controle
positivo Azamax (CLso= 35,44 mg/mL) foi menos ativo que os 6leos e o eugenol. Entretanto, no
teste de contato tdpico, em todos os tempos testados o Oleo essencial das folhas foi mais toxico a
praga que o dos botdes florais, 0 eugenol apresentou toxicidade estatisticamente igual a apresentada
pelos Oleos e somente 0 Oleo essencial das folhas apresentou mesma atividade bioldgica que a
causada pelo Azamax. Em relacdo a atividade ovicida, os Oleos essenciais (folha e botbes), o
eugenol e o controle positivo Azamax apresentaram mesmo nivel de toxicidade. Apenas o 6leo
essencial extraido das folhas e o controle positivo Decis 25 EC causaram deterréncia alimentar

sobre a lagarta-do-cartucho.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, cravo-da-india, acdo residual, contato topico,

atividade ovicida, deterréncia alimentar
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INSECTICIDE ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF LEAVES, FLORAL BUTTONS AND
MAJOR COMPOUND OF Syzygium aromaticum ON Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT — This study evaluated the potential of essential oils insecticide extracted from leaves
and floral buttons of Syzygium aromaticum, as well as its main constituent eugenol on S.
frugiperda, and the positive controls, the commercial botanical insecticide Azamax and synthetic
Decis 25 EC. The residual toxicity test the pest was more susceptible to the essential oil of floral
button (LCso= 16.88 mg/mL) than the leaves (LCso= 25.03 mg/mL). The constituent features
eugenol same level of toxicity essential oils The positive control Azamax (LCso= 35.44 mg/mL) is
less active than the oil and eugenol. However, the topic contact test, at all times tested the essential
oil of the leaves was more toxic to the pest than the flower buds, eugenol statistically the same
toxicity presented by oils and only the essential oil from the leaves showed the same biological
activity that caused by Azamax. In relation to ovicidal activity, essential oils (leaves and buttons),
eugenol and Azamax positive control showed the same level of toxicity. Only the essential oil
extracted from the leaves and the positive control Decis 25 CE caused food deterrence on the fall

armyworm.

KEY WORDS: Fall armyworm, clove India, residual action, topical contact, ovicidal activity,

feeding deterrence
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Introducéo

Um dos cereais mais importantes cultivados atualmente € o milho, uma vez que constitui
base da alimentacdo humana e animal. No Brasil € considerada uma cultura de grande importancia
social e econdmica, porém vem sofrendo muitos problemas que podem estar relacionados a baixa
renda dos agricultores, ao baixo nivel de tecnologia, as doencas e também a incidéncia de pragas,
que causam grandes prejuizos por atacarem em todas as fases do seu ciclo (Neri et al. 2005,
Oliveira et al. 2007).

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, € uma das pragas-chave do milho sendo
potencialmente danosa. O ataque sobre o milho pode ocorrer desde a fase de plantula até o
pendoamento e a formacdo de espigas. Durante os primeiros instares as lagartas raspam o limbo
foliar, provocando o sintoma de "folha raspada”. Em ataques mais tardios podem ser encontrados
entre 0 colmo e espiga, onde perfuram a inflorescéncia feminina destruindo alguns gréos. As
plantas danificadas por lagartas grandes sdo facilmente identificadas devido a grande quantidade de
fezes deixada no local. Nas condicBes brasileiras os prejuizos causados a produgdo por S.
frugiperda, dependem do estagio em que a planta se encontra por ocasido de ataque, de 15% aos 30
dias a 34% no florescimento (Carvalho 1982).

O emprego de Oleos essenciais e constituintes extraidos de plantas com poder inseticida
apresenta algumas vantagens quando comparada aos inseticidas sintéticos: sdo renovaveis e
facilmente degradaveis (Oliveira et al. 2007). O desenvolvimento de resisténcia de insetos a 6leos
essenciais € lento e eles ainda podem ser fontes de novos compostos quando se objetiva o
desenvolvimento de novos inseticidas.

O cravo-da-india, Syzygium aromaticum, é uma arvore de até 15 m de comprimento, nativa
das ilhas Mollucas do Norte (Indonésia) que foi aclimatada na Africa e no Brasil. A parte mais

usada do cravo € o botdo floral (ainda ndo aberto) seco. O 6leo essencial de cravo-da-india
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apresenta como seu principal constituinte o eugenol e possui em propor¢ées menores 0 acetato de
eugenol, B-cariofileno, entre outros compostos com proporcdes pouco significativas. O eugenol é
um composto fenolico, largamente usado na odontologia como componentes de seladores, na
higiene bucal e como anestésico para o alivio de dores de dente (Chong et al. 1999).

Investigacdo prévia do potencial inseticida do 6leo essencial de S. aromaticum o revelou
toxico a diversas pragas agricolas tais como: Anticarsia gemmatalis (Ribeiro et al. 2015), Varroa
destructor (Maggi et al. 2010, Su et al. 2012), Trichoplusia ni (Machial et al. 2010, Jiang et al.
2012), Choristoneura rosaceana (Machial et al. 2010), Tetranychus urticae (Han et al. 2010),
Chrysomya megacephara (Shen et al. 2007), Lycoriella ingénua (Park et al. 2006), S. littoralis
(Pavela et al. 2005), Acanthoscelides obtectus (Viteri et al. 2014), Tribolium confusum,
(Purhematy et al. 2013), Sitophilus oryzae (Mishra et al. 2013), S. zeamais e Callosobruchus
chinensis (Haddi Khalid et al. 2015, Kim et al. 2003), Tribolium castaneum (Abo-El-Saad et al.
2011). Além disso ja foi observada atividade biolégica em formulacGes quando associado com
Bacillus thuringiensis na biologia e imunologia de S. frugiperda (Cruz et al. 2014).

Oleos essenciais extraidos de diferentes partes da planta ou da mesma planta em diferentes
estadios de desenvolvimento ou maturagdo podem apresentar significativas diferencas em sua
composi¢do. Nascimento e colaboradores (2012) observaram diferencas da atividade bioldgica de
frutos verdes e maduros de Schinus terebinthifolius Raddi sobre T. urticae. Deste modo o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial inseticida de 6éleos essenciais extraidos de folhas e botdes
florais de S. aromaticum, bem como de seu constituinte principal eugenol sobre S. frugiperda, e

dos controles positivos o inseticida botanico comercial Azamax e o sintético Decis 25 EC.
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Material e Métodos
Obtencado dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais utilizados nos testes foram extraidos de folhas
e botdes florais de S. aromaticum por meio da técnica de hidrodestilacdo a vapor. O constituinte
eugenol foi adquirido comercialmente da empresa Fequimica Industria e Comércio LTDA. Os
inseticidas Azamax e Decis 25 EC foram comprados em lojas especializadas em produtos
agropecuarias da cidade de Recife/PE.
Criacdo de Spodoptera frugiperda. A criacdo de S. frugiperda foi mantida no laboratério de
Inseticidas botanicos, do departamento de Agronomia, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). As lagartas foram alimentadas com dieta artificial (Burton & Perkins
1972), e os adultos receberam solucdo de agua e mel (10%).
Cultivo das Plantas de Milho. Sementes de milho foram semeadas em vasos plasticos contendo
solo, areia e humus. Apds a germinacao foi realizado o desbaste, de modo a restarem de quatro a
seis plantas por vaso. As plantas foram adubadas com sulfato de aménio aos 20 dias apds a
germinacao e regadas diariamente. Para os experimentos, foram utilizadas plantas com 30-40 dias
de idade.
Toxicidade Residual. A metodologia usada para avaliar a toxicidade residual foi adaptada de
Borgoni & Vendramim (2005). Neste teste foram utilizadas lagartas de terceiro instar (10 dias de
vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos essenciais das folhas e botbes florais
de S. aromaticum, o composto eugenol e os controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool
p.a. Na testemulha foi utilizado apenas alcool. As sec¢des foliares de milho, cultivadas em estufa
com aproximadamente trinta dias, foram cortadas em pedagos de 10 cm? e mergulhadas por 5
segundos nos respectivos tratamentos. ApOs a total evaporacdo do solvente, estas foram
transferidas uma a uma para tubos de ensaios de 15 cm de altura por 3 cm de diametro. Uma

lagarta foi colocada em cada tubo e estes vedados com algod&o. Foram realizadas cinco repetices
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para cada tratamento, com seis lagartas individualizadas. A mortalidade foi avaliada apos 24h. Os
dados foram analisados pelo modelo Probit através do software Polo-PC para a determinacdo dos
valores das CLsg, com intervalos de confianca a 95%.

Toxicidade Via Contato Tépico. A metodologia usada para avaliar a toxicidade via contato topico
foi adaptada de Hummelburnner & Isman (2001). No teste foram utilizadas lagartas de terceiro
instar (10 dias de vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos essenciais das folhas
e botdes florais de S. aromaticum, o composto eugenol e os controles positivos (Azamax e Decis 25
EC) em alcool p.a. Na testemunha foi utilizado apenas alcool. O bioensaio consistiu na aplicacdo de
1,0 uL de cada tratamento na parte protoracica do inseto, utilizando-se uma microseringa Hamilton.
As lagartas foram individualizadas em tubos de ensaios de 15 cm de altura por 3 cm de didmetro
contendo a mesma dieta artificial da criacdo de manutencdo. Foram realizadas 5 repeticfes para
cada tratamento, sendo seis lagartas por repeti¢cdo. Avaliou-se a toxicidade aguda do 6leo essencial,
pela contagem de lagartas mortas apos 48, 72 e 96 h. Os dados foram analisados pelo modelo Probit
através do software Polo-PC para a determinacéo dos valores das DLsp, com intervalos de confianca
a 95%.

Atividade Ovicida. A metodologia foi adapatada de Tavares e colaboradores (2010). Ovos de S.
frugiperda com até 48 h de idade foram delicadamente separados e aderidos com dgua em pedacos
de papel (15 x 5 cm) em forma de cartela. Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos
essenciais de folhas e botbes florais de S.aromaticum, o composto eugenol e 0s controles positivos
(Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a. A testemunha recebeu apenas alcool. As cartelas de ovos
foram entdo mergulhadas por 5 segundos nos tratamentos e colocadas sobre superficie por 10
minutos, para evaporacao do solvente. Foram realizadas 4 repeticdes com 20 ovos cada. As cartelas
foram entédo acondicionadas em placas de Petri (12 x 1,5 cm). A mortalidade dos ovos (subtracdo do

numero total de ovos pelo nimero de lagartas que eclodiram) foi avaliada diariamente por cinco
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dias. Os dados foram analisados pelo modelo Probit através do software Polo-PC para a
determinacéo dos valores das CLsp, com intervalos de confianca a 95%.
Deterréncia Alimentar. Para avaliar a deterréncia alimentar foi realizado teste de preferéncia, em
condicdes de dupla escolha (tratamento x controle), utilizando-se como tratamentos as CL3zo dos 0s
Oleos essenciais, 0 composto e dos controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) obtidas no teste
residual. As folhas de milho foram cortadas em discos foliares com &rea de cerca de 6,15 cm?
(vazador de 2,8 cm de didmetro). Como arenas, foram utilizadas placas de Petri (15 cm de
diametro), com fundo coberto por papel umedecido. Cada placa foi dividida em quatro quadrantes:
em dois deles foram colocados dois discos de folhas (opostos) com os tratamentos e nos outros dois
guadrantes foram colocados dois discos tratados apenas com alcool (testemunha). No centro de
cada placa foi liberada uma lagarta de terceiro instar de S. frugiperda, e apds 24 h foi determinada a
area restante dos discos foliares, por meio de um medidor da area foliar (Li-Cor, modelo LlI-
3000A). A area consumida foi calculada pela diferenca entre a area fornecida e a area restante.
Foram realizados bioensaios independentes para cada um dos tratamentos sempre em comparagéo
com o controle, utilizando-se 20 repetices para cada tratamento. Em cada bioensaio foi mantida
uma aliquota, medindo-se 10 discos foliares inteiros e usando-se a média das 10 medidas como area
fornecida.

A comparacgdo da area consumida entre os diferentes tratamentos foi feita por meio de um
indice de preferéncia, adaptado de Kogan & Goeden (1970):

IP=@2xT)/(C+T)
onde: IP = indice de preferéncia; T = area consumida no disco de folha tratado; C = area
consumida no disco de folha controle.

Para a interpretacdo dos resultados, foi determinado o Intervalo de Classificacdo (IClass)

para as medias de tratamentos, com base no IP e desvio padréo, pela formula:
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IClass= 1 % t (n-1; 0=0,05) x DP/n,
onde t = valor de "t" tabelado; DP = desvio padrdo;n = nimero de repeticdes. Os tratamentos foram
considerados quando o valor do IP ficou compreendido dentro do IClass; fagodeterrente quando o
valor do IP for inferior ao menor valor obtido para o IClass, e fagoestimulante quando o IP for
superior ao maior IClass calculado. Deste modo:

IP=1 + IClass, indica efeito neutro;

IP>1 £ IClass, indica efeito fagoestimulante;

IP<1 % IClass, indica efeito fagodeterrente.

Resultados e Discussao

Toxicidade Residual. A praga mostrou-se mais suscetivel ao 6leo essencial dos botdes florais
(CLso= 16,88 mg/mL) de cravo-da-india que ao das folhas (CLsp= 25,03 mg/mL) (Tabela 1). O
constituinte eugenol apresentou mesmo nivel de toxicidade que os 6leos. O controle positivo
Azamax (CLso= 34,53 mg/mL) foi menos ativo que os 6leos e o eugenol. O inseticida sintético
Decis 25 EC foi 0 mais tdxico a lagarta-do-cartucho.

Affonso e colaboradores (2012) apresentaram a composi¢do quimica de diferentes partes da
planta S. aromaticum onde relataram que a concentracdo de fenilpropandides, em especial o
eugenol varia de acordo com a porcdo do vegetal analisada. Deste modo, o 6leo essencial extraido
das folhas frescas de cravo-da-india apresentou menor quantidade de eugenol e dois constituintes
ndo identificados nos dleos extraidos dos botbes florais (1,44% de a-Humuleno e 0,47% de dxido
de cariofileno). Além disso, 99,36% do O6leo essencial dos botbes florais € composto por
fenilpropandides, 0,64% por sesquiterpenos ndo oxigenados e ndo ha sesquiterpenos oxigenados;
enquanto que no 6leo essencial extraido das folhas foram identificados 84,36%, 12,22%, 0,47% de

fenilpropandides, sesquiterpenos ndo oxigenados e sesquiterpenos oxigenados, respectivamente. A
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razdo da maior toxicidade apresentada pelos 6leos dos botdes florais certamente se encontra nestas
diferencas na composicio quimica. E provavel que a maior quantidade de eugenol ou a presenca a
de algum constituinte presente no dleo das folhas que esteja causando antagonismo na mistura dos
constituintes seja responsavel pela reducdo da atividade bioldgica via contato residual.

De toda forma a toxicidade dos 6leos de Syzygium e de seu constituinte eugenol foi
consideravelmente maior que aquela apresentada pelo inseticida comercial botanico Azamax, o que
indica grande potencial no controle de S. frugiperda e de uso na formulacdo de novos inseticidas.
Toxicidade via Contato Topico. A susceptibilidade da praga a todos os tratamentos ndo variou
com o tempo (48,72 e 96h). Diferente do observado no teste de contato residual, em todos o0s
tempos testados o 6leo essencial das folhas de cravo-da-india foi mais toxico (menor CLsg) a praga
que o dos botdes florais (Tabela 2). O eugenol apresentou toxicidade estatisticamente igual a
apresentada pelos 6leos. Somente o 6leo essencial das folhas apresentou mesma atividade bioldgica
que a causada pelo Azamax. O Decis 25 EC foi o tratamento mais tdxico a lagarta-do-cartucho.

Diferente do teste residual, em que os tratamentos entraram em contato com 0s insetos
predominantemente via alimentacdo, no teste de contato topico os tratamentos entram em contato
primordialmente através da penetragdo na cuticula do pronoto da praga. Essa diferenca na
toxicidade apresentada pelos Oleos essenciais pode estar relacionada a alta polaridade de
constituintes presentes apenas no 6leo essencial extraido das folhas de S. aromaticum tais como o a-
humuleno (Affonso et al. 2012, Migliato et al. 2011), embora o eugenol presente em ambos os 6leos
e testado isoladamente seja também polar € provavel que o sinergismo com estes constituintes
(eugenol mais a-humuleno, por exemplo) tenha ocasionado uma intensificacdo na penetracdo na
cuticula pelo oleo das folhas. O caréter lipofilico de alguns inseticidas, associado a espessura e
composicao lipidica da cuticula dos insetos, é responsavel pela maior penetracdo do produto na

cuticula e sua translocacdo até o sitio alvo (Leite et al. 1998). De mesma forma, compostos
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lipofilicos, dada a sua semelhanca com a cuticula, geralmente penetram em maiores taxas no corpo
do inseto.

Atividade Ovicida. Os dleos essenciais de cravo-da-india (botdes), o eugenol e o controle positivo
Azamax apresentaram mesmo nivel de toxicidade (CLsp) sobre os ovos de S. frugiperda. O
inseticida sintético Decis 25 EC apresentou maior potencial ovicida dentre os tratamentos (Tabela
3).

A atividade ovicida de S. aromaticum ja foi relatada para pragas de importancia médica tais
como Aedes aegypti, Anopheles dirus e Culex quinquefasciatus (Siriporn & Mayura 2012). De
forma similar, a atividade bioldgica sobre ovos de insetos do eugenol foi observada in vitro sobre
Haemonchus contortus (Strongylida: Trichostrongylidae) sendo obtida eficacia acima de 50% na
concentracdo de 0,0625% (Pessoa et al. 2002). Esta atividade normalmente estd relacionada ao
bloqueio do processo de incubacédo e ruptura do corion dos ovos dos insetos (Moreira et al. 2007).
Além disso ja foram relatadas atividades de deterréncia na oviposicao sobre A. gemmatalis (Ribeiro
et al. 2015) e S. littoralis (Pavela 2005). A atividade ovicida da azadiractina, principio ativo do
Azamax ja foi descrita por Santos e colaboradores (2012).

Deterréncia Alimentar. Apenas o 6leo extraido das folhas e o controle positivo Decis 25 EC
causaram deterrencia alimentar sobre a lagarta-do-cartucho. Os demais tratamentos foram neutros
em relacdo alimentacdo das lagartas, ndo a inibindo ou estimulando (Tabela 4).

Uma vez que o eugenol e o dleos essencial dos botdes florais (Affonso et al. 2012), ndo
inibiram a alimentacdo das lagartas de S. frugiperda, pode-se inferir que os sitios fagodeterrentes
especificos devam ser estimulados, ndo pelo eugenol, composto majoritario, mas por alguns dos
constituintes mioritarios presentes no 6leo das folhas, mas ausentes no dos botdes, tais como a-

Humuleno e o 6xido de cariofileno.
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Tabelal. Concentragdes letais (CLso), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (y?), curvas de

concentracdo-mortalidade de dleos de Syzygium, do constituinte eugenol e dos controles positivos

Azamax e Decis 25 EC sobre lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro instar via residual.

Tratamento Clz;gg(/lri BE;/O) Clzggé;ﬁsﬁt)% ) GL 2 Equacdo

S. aromaticum 25,03 21.34.28,61) 52,40(43.49.7165) 3 317  Y=3,99,05x-5,59
S. aromaticum? 16,88 14,63.19,62) 37,46/26,69.56.52) 3 484 Y=37004x-4,54
Eugenol 19,17 (16,95-21,99) 37,2830,56-51,91) 3 0,84 Y=4,44,,4x-5,69
Azamax 34,53 (30,07-30.90 73,80(50.32-107.50) 3 079 Y=3,390x-598
Decis 25 EC 0,30 (0.25- 0.38 1,09 (0.76-1.65) 3 143 Y=2,260x+1,20

'Oleo extraido de folhas; “Oleo extraido de botdes.

63



Tabela 2. Tempos, doses letais (DLso), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (3x?), curvas
de concentracdo-mortalidade de 6leos de Syzygium, do constituinte eugenol e dos controles

positivos Azamax e Decis 25 EC sobre lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro instar via

Tratamento T  DLgg (IC 95%) DLg (IC 95%) G.L 2  Equagdo
(ug/lagarta) (ug/lagarta) .

Syzygium aromaticum? 48h 127,88(73’55.221101) 319,36(193122.1514) 3 6,46 Y:3,22|_0_qx'6,79
72h  10467saramrs  28136usassic 3 6,83  Y=2.98,00x-6,03
96h 98,14(47'09_183,44) 258,44(148,74_1979) 3 7,75 Y:3,05|_0qx-6,07

Syzygium aromaticum? 48h 543,83(442133.715’04) 1664(1133.3327) 3 1,61 Y:2,64|_0qx-7,22
72h 432118(358,70—539,81) 1211(875,91—2119) 3 2,41 Y:2,87L0qx-7,55
96h 395107(314,73—516,66) 1485(970,77_3354) 3 5,62 Y:2,23|_0qx-5,79

EUgenOl 48h 350175(178,96-659,36) 869,35(518143.13103) 3 1,77 Y:3,25|_0qx-8,27
72h  325,86(16283-577,08)  862,81(51278-10401) 3 6,94 Y=3,03.4x-7,62
96h 264,67(154,61_413’81) 842,13(507’71_3190) 4 8.11 Y:2,55|_0qx-6,18

Azamax 48h 68,67(43’41.93’49) 565,23(326135.1355) 4 5,40 Y:1,40|_0qx-2,57
72h 46,9432 87-65.99) 365,39 (221,87-790,83) 4 6,79 Y=1,44,x-2.40
96h 38120(26,82—52,86) 264,48(158,20_522'74) 4 3,55 Y:1,53L0qx-2,4l

Decis 25 EC 48h 0,12(0101.0’29) 5,87 (2,55-59,08) 4 1,55 Y:0,77|_0qx+0,69
72h 0,12¢901-0,25) 1,97(1,08-10,15) 3 192 Y=1,05.4x+0,97
96h 0,11(0’01_0’21) 1,23 (0,74-3,70) 3 2,67 Y:1y21L0qX+1117

contato topico.

'Oleo extraido de folhas; 2Oleo extraido de botdes
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Tabela 3. Concentracdes letais (CLso), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (x2), curvas

de concentracdo-mortalidade de 6leos de Syzygium, do constituinte eugenol e dos controles

positivos Azamax e Decis 25 EC sobre ovos de Spodoptera frugiperda com até 48h apos postura.

CLso (IC 95%)

CLgo (IC 95%)

Tratamento (mg/mL) (mg/mL) G.L.  y2 Equacéo
Syzygium aromaticum® 7,84 6,01-9.80) 34,77 (24 50-61,91) 3 587 Y=1,98LogX-1,77
Syzygium aromaticum? 10,47 (7,94-1349) 69,73 42,85-170,55) 4 6,48 Y=1,56LogX-1,59
Eugenol 19,711, 70112,07) 6,47(3.7510.49) 3 635 Y=265LogX-2,15
Azamax 7,70 (0:84-21.56) 84,97 (27.34.156.99) 3 728 Y=123.05x-1,09
Decis 0,38(0,32-0,47) 1,280.96.1.97) 3 2,76 Y=2,42.04x-1,00

'Oleo extraido de folhas; “Oleo extraido de botdes.
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Tabela 4 - Area foliar média consumida e preferéncia alimentar de lagartas de terceiro

instar de Spodoptera frugiperda, 24 h apos liberacdo em arenas com chance de escolha entre

discos foliares tratados com 06leos essenciais das folhas e botGes florais de Syzygium aromaticum, o

constituinte principal eugenol e controles positivos Azamax e Decis 25 EC e néo tratados.

Area foliar consumida (= EP)

Tratamento (CL3g Residual) IPt+ EP 1+ IClass? Classificacdo
Tratamento Controle

Syzygium aromaticum® 1,36 (£0,47) 2,86 (+0,26) 0,63 (x0,11) 1+£0,23  Fagodeterrente

Syzygium. aromaticum® 2,29 (£0,35) 2,35 (x0,45) 0,99 (x0,17) 1+£0,18 Neutro

Eugenol 2,91 (+0,52) 2,07 (+0,66) 1,18 (+0,08) 1+0,25 Neutro

Azamax 2,79(x0,27) 1,77 (x0,33)  1,21(0,14) 1+0,12  Neutro

Decis 0,50 (+0,26) 3,561 (+0,28)  0,25(%0,13) 1+£0,11 Fagodeterrente

lindice de Preferéncia; 2Intervalo de Classificagdo; *Oleo extraido de folhas; “Oleo extraido de botdes.
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RESUMO - Este trabalho teve por objetivo investigar a acdo inseticida de Oleos essenciais das
folhas de Eucalyptus citriodora Hook e Eucalyptus globulus Labill, bem como a do constituinte s-
citronellal e dos controles positivos Azamax e Decis 25 EC sobre Spodoptera frugiperda. Em
relacdo a toxicidade via residual, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracdes letais
(CLsp) do oleo de E. citriodora e o constituinte S-citronellal. Apenas o E. globulus ndo alcangou
mesmo nivel de toxicidade que o controle positivo Azamax. No teste de toxicidade topica, ndo
houve aumento da toxicidade com o passar do tempo (48, 72, 96h) em nenhum dos tratamentos.
Nas primeiras 48 h a toxicidade dos Oleos de Eucalyptus e os S-citronellal ndo diferiram
estatisticamente (DLso) €, com excecdo do constituinte, ndo chegaram a atingir o mesmo nivel de
toxicidade do controle positivo Azamax. No teste de atividade ovicida, a toxicidade causada pelo
oleo E. citriodora e pelo constituinte S-citronellal foi a mesma que a apresentada pelo controle
positivo, 0 inseticida botanico Azamax, entretanto, o 6leo de E. citriodora foi estatisticamente
(CLso) menos toxico que o constituinte. Além disso, o 6leo essencial de E. globulus apresentou
toxidade bastante reduzida em relacdo aos demais tratamentos. Todos os tratamentos testados foram
neutros em relacdo alimentacdo da lagarta-do-cartucho, ou seja, nem inibiram, nem estimularam;

com excecdo do controle positivo Decis 25 EC que foi fagodeterrente.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, Eucalyptus sp., acdo residual, contato topico,

atividade ovicida, deterréncia alimentar
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF LEAVES OF Eucalyptus citriodora, E.
globulus AND THE MAJOR CONSTITUENT ON Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - This study aimed to investigate the insecticidal activity of essential oils from the
leaves of the Eucalyptus citriodora and E. globulus, as well as the s-citronellal constituent and
positive controls Azamax and Decis 25 EC on Spodoptera frugiperda. In relation the way residual
toxicity, there was no statistical difference between the lethal concentrations (LCso) of from
Eucalyptus oil and the S-citronellal constituent. Only the E. globulus has not reached the same
level of toxicity that Azamax positive control. In the topical toxicity test, there was no increase in
toxicity over time (48, 72, 96h) in the treatments. The first 48 hours the toxicity of Eucalyptus oil
and the S-citronellal were not statistically different (LDsg) and, except for the constituent, they
have not reached the same level of Azamax positive control of toxicity. In ovicidal activity test,
the toxicity caused by E. citriodora oil and the S-citronellal constituent was the same as that
shown by the positive control, the botanical insecticide Azamax, however, the E. citriodora oil
was statistically (LCsp) less toxic the constituent. All treatments were neutral about feeding
armyworm, ie neither inhibited nor stimulated; except positive control of Decis 25 EC which was

fagodeterrente.

KEY WORDS: Armyworm, Eucalyptus sp., residual action, topical contact, ovicidal activity,

feeding deterrence
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Introducéo

Na cultura do milho, a lagarta de Spodoptera frugiperda tem o cartucho como seu nicho
preferido (Cruz & Turpin 1983, Cruz & Monteiro 2004). No algodoeiro, as lagartas alimentam-se
de folhas, de botGes florais e, principalmente, de macgés em formacéao (Luttrell & Mink 1999). No
milheto, o habito alimentar é similar ao observado no milho, enquanto que em soja, as lagartas
alimentam-se inicialmente das folhas, passando depois a consumir também vagens na fase inicial de
formacdo (Barros et al. 2010). O controle normalmente € realizado via inseticidas sintéticos,
entretando, as aplicacdes frequentemente sdo tardias e/ou acima do nivel de controle (Grutzmacher
et al. 2000), os quais nem sempre sao eficientes e podem acarretar diversos problemas, tais como:
residuos em alimentos, eliminacdo de inimigos naturais, intoxicacdo dos aplicadores, selecdo de
populacdes de pragas resistentes aos inseticidas, entre outros efeitos diretos e indiretos (Diez —
Rodriguez & Omoto 2001). A busca de outros métodos de controle inclui a utilizacdo de produtos
menos agressivos ao ambiente como € o caso dos inseticidas de origem vegetal (Vendramim 2000).

Oleos essenciais sdo obtidos, sobretudo, a partir da destilagdo por arraste com vapor d’dgua.
De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis lipofilicas geralmente odoriferas e
liquidas. Sua principal caracteristica € a volatilidade, diferindo-se, assim, dos 6leos fixos, mistura
de substéncias lipidicas, obtidos geralmente de sementes (Andrade et al. 2010). Possuem em sua
composicdo misturas complexas de fenilpropandides ou terpendides, sendo os Ultimos mais
frequentes. Em geral possuem um composto majoritario (Simdes & Spitzer, 2002).

Pesquisas na area de fitotecnia tem relatado atividade de extratos e 0leos essenciais de plantas
tais como efeito fungistatico, bactericida, herbicida e inseticida. No controle de pragas tem sido
observados efeitos como repeléncia; inibicdo da oviposicdo, alimentacdo e crescimento; alteracbes

do sistema hormonal, morfogenéticas, no comportamento sexual; esterilizacdo dos adultos;
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mortalidade na fase imatura ou adulta e deterréncia na alimentagédo; dentre outros (Procépio et al.
2003, Akob & Ewete 2007, Kabeh & Jalingo 2007, Kagale et al. 2004).
Eucalyptus citriodora é uma arvore de porte médio, que apresenta cascas rosadas. No Brasil o

o6leo de E. citriodora é comercializado bruto, ou entdo, tendo como base o citronelal, para obter-se o
citronelol, o hidroxicitronelal e o mentol. A literatura reporta sua utilizacdo no controle de diversas
pragas tais como: Myzus persicae e Frankliniella schultzei (Costa et al. 2015), Tetranychus urticae
(Choi et al. 2004, Han et al. 2010, Han et al. 2011), Atta sexdens rubropilosa (Batista-Pereira et al.
2006), Lycoriella ingénua (Park et al. 2006), Trialeurodes vaporariorum (Choi et al. 2003),
Tribolium castaneum (Bossou et al. 2015), Callosobruchus maculatus (Raja et al. 2008, Gusmao et
al. 2013, Pandey et al. 2013) e Z. subfasciatus (Franca et al. 2012).

A espécie Eucalyptus globulus foi a primeira do género a ser introduzida no Brasil, em
1855, entretanto, o inicio da extracdo de 6leo desta espécie ocorreu somente durante a Segunda
Guerra Mundial, devido as dificuldades de importacao deste tipo de dleo essencial (Braga 1971). Ja
foi reportado potencial da utizacdo deste 6leo no controle de diversas pragas: Agrotis ipsilon
(Jeyasankar 2012), T. urticae, e seletividade sobre seu inimigo natural, Phytoseiulus persimilis
(Choi et al. 2004, Lim et al. 2012, Roh et al. 2013), Sternechus pinguis e Rhyssomatus subtilis
(Zunino et al. 2012), Choristoneura rosaceana e Trichoplusia ni (Machial et al. 2010), Aphis
gossypii (Papachristos & Stamopoulos 2004, Mareggiani et al. 2008) e Trialeurodes vaporariorum
(Choi et al. 2003).

Deste modo, o objetivo desse trabalho foi investigar a acdo inseticida de 6leos essenciais das
folhas de E. citriodora e E. globulus, bem como a do constituinte s-citronellal e dos controles

positivos Azamax e Decis 25 EC sobre S. frugiperda.

71



Material e Métodos
Obtencdo dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais das folhas de Eucalyptus citriodora e E.
globulus, bem como a do constituinte s-citronellal, utilizados nos testes foram comprados na
Ferquima Inddstria e Comércio LTDA. Os inseticidas Azamax e Decis 25 EC foram comprados em
lojas especializadas em produtos agropecuarias da cidade de Recife/PE.
Criacdo de Spodoptera frugiperda. A criacdo de S. frugiperda foi mantida no laboratério de
Inseticidas botanicos, do departamento de Agronomia, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). As lagartas foram alimentadas com dieta artificial (Burton & Perkins
1972), e os adultos receberam solucdo de agua e mel (10%).
Cultivo das Plantas de Milho. Sementes de milho foram semeadas em vasos plasticos contendo
solo, areia e hiumus. Apds a germinacao foi realizado o desbaste, de modo arestarem de quatro a
seis plantas por vaso. As plantas foram adubadas com sulfato de aménio aos 20 dias apds a
germinacdo e regadas diariamente. Para os experimentos, foram utilizadas plantas com 30-40 dias
de idade.
Toxicidade Residual. A metodologia usada para avaliar a toxicidade residual foi adaptada de
Borgoni & Vendramim (2005). Neste teste foram utilizadas lagartas de terceiro instar (10 dias de
vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos essenciais, 0 composto e 0s controles
positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a. e a testemunha apenas em alcool. As secOes
foliares de milho, cultivadas em estufa com aproximadamente trinta dias, foram cortadas em
pedacos de 10 cm? e mergulhadas por 5 segundos nos respectivos tratamentos. Apos a total
evaporagao do solvente, as folhas tratadas foram transferidas uma a uma para tubos de ensaios de
15 cm de altura por 3 cm de diametro. Uma lagarta foi colocada em cada tubo e estes vedados com
algoddo. Foram realizadas cinco repeti¢des para cada tratamento (0leos de Eucalyptus, constituinte

e controles positivos e negativo), com seis lagartas individualizadas. Foram utilizados um minimo
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de 5 concentragdes por tratamento, as concentracdes variaram de 0,1 a 85,95 mg/mL. A
mortalidade foi avaliada apos 24h. Os dados foram analisados pelo modelo Probit através do
software Polo-PC para a determinacdo dos valores das CLs, com intervalos de confianca a 95%.
Toxicidade Via Contato Tépico. A metodologia usada para avaliar a toxicidade via contato topico
foi adaptada de Hummelburnner & Isman (2001). Foram utilizadas lagartas de terceiro instar (10
dias de vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os dleos essenciais de E. globulus e E.
citriodora, o composto S-citronellal e os controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a.
na testemunha foi utilizado apenas em alcool. O bioensaio consistiu na aplicagdo de 1,0 pL de cada
tratamento na parte protoracica do inseto, utilizando-se uma microseringa Hamilton. As lagartas
foram individualizadas em tubos de ensaios de 15 cm de altura por 3 cm de diametro contendo a
mesma dieta artificial da criacdo de manutencdo. Foram realizadas 5 repetiches para cada
tratamento, sendo seis lagartas por repeticdo. Avaliou-se a toxicidade aguda do 6leo essencial, pela
contagem de lagartas mortas apds 48, 72 e 96 h, foram utilizados um minimo de 5 doses por
tratamento em cada tempo. Estas variaram de 0,18 a 375 pg/lagarta. Os dados foram analisados
pelo modelo Probit através do software Polo-PC para a determinagdo dos valores das DLsg, com
intervalos de confianca a 95%.

Atividade Ovicida. A metodologia foi adapatada de Tavares e colaboradores (2010). Ovos de S.
frugiperda com até 48 h de idade foram delicadamente separados e aderidos com dgua em pedacos
de papel (15 x 5 cm) em forma de cartela. Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos
essenciais de E. citriodora e E. globulus, o constituinte S-citronellal e os controles positivos
Azamax e Decis 25 EC em éalcool p.a., a testemunha recebeu apenas alcool. Foram utilizadas um
minimo de 5 concentragdes por tratamento, estas variaram de 0,10 a 109,38 mg/mL. As cartelas de
ovos foram entdo mergulhadas por 5 segundos nos tratamentos e colocadas sobre superficie por 10

minutos, para evaporagao do solvente. Foram realizadas 4 repeticdes com 20 ovos cada. As cartelas
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foram entdo acondicionadas em placas de Petri (12 x 1,5 cm). A mortalidade dos ovos (subtracdo do
numero total de ovos pelo nimero de lagartas que eclodiram) foi avaliada diariamente por cinco
dias. Os dados foram analisados pelo modelo Probit através do software Polo-PC para a
determinacéo dos valores das CLsp, com intervalos de confianca a 95%.
Deterréncia Alimentar. Adeterréncia alimentar foi avaliada a partir de um teste de preferéncia
alimentar, em condicGes de dupla escolha (tratamento x controle), utilizando-se como tratamentos
as CLg dos os Oleos essenciais de E. citriodora e E. glubulus, o composto S-citronellal e dos
controles positivos Azamax e Decis 25 EC obtidas no teste residual. As folhas de milho foram
cortadas em discos foliares com area de cerca de 6,15 cm? (vazador de 2,8 cm de didametro). Como
arenas, foram utilizadas placas de Petri (15 cm de didmetro), com fundo coberto por papel
umedecido. Cada placa foi dividida em quatro quadrantes: dois deles foram colocados dois discos
de folhas (opostos) com os tratamentos e nos outros dois quadrantes foram colocados dois discos
tratados apenas com alcool (testemunha). No centro de cada placa foi liberada uma lagarta de
terceiro instar de S. frugiperda, e apds 24 h foi determinada a area restante dos discos foliares, por
meio de um medidor da area foliar (Li-Cor, modelo LI-3000A). A érea consumida foi calculada
pela diferencga entre a area fornecida e a area restante. Foram realizados bioensaios independentes
para cada um dos tratamentos sempre em comparagdo com o controle, utilizando-se 20 repeticdes
para cada tratamento. Em cada bioensaio foi mantida uma aliquota, medindo-se 10 discos foliares
inteiros e usando-se a média das 10 medidas como area fornecida.

A comparacgdo da area consumida entre os diferentes tratamentos foi feita por meio de um
indice de preferéncia, adaptado de Kogan & Goeden (1970):

IP=@2xT)/(C+T)
onde: IP = indice de preferéncia; T = area consumida no disco de folha tratado; C = area

consumida no disco de folha controle.
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Para a interpretacdo dos resultados, foi determinado o Intervalo de Classificacdo (IClass)
para as médias de tratamentos, com base no IP e desvio padrao, pela formula:

IClass= 1 * t (n-1; 0=0,05) x DP/n,
Onde t = valor de "t" tabelado; DP = desvio padrdo; n = nimero de repeticdes. Os tratamentos
foram considerados quando o valor do IP ficou compreendido dentro do IClass; fagodeterrente
quando o valor do IP for inferior ao menor valor obtido para o IClass, e fagoestimulante quando o
IP for superior ao maior IClass calculado. Deste modo:

IP=1 + IClass, indica efeito neutro;

IP>1 £ IClass, indica efeito fagoestimulante;

IP<1 % IClass, indica efeito fagodeterrente.

Resultados e Discussao
Toxicidade Residual. Com relacdo a toxicidade residual, ndo houve diferenca estatistica entre as
concentracdes letais (CLsp) do 6leo de E. citriodora e o constituinte S-citronellal (Tabelal).
Apenas o E. globulus ndo alcangcou mesmo nivel de toxicidade que o controle positivo Azamax. O
controle positivo Decis 25 EC foi 0 mais toxico a lagarta-do-cartucho.

O fato de apenas o 6leo de E. citriodora ter alcangado mesmo nivel de toxicidade do
inseticida boténico utilizado como controle positivo, e do constituinte S-citronellal ter sido maior
que este controle positivo, em detrimento do E. globulus sugere que o composto S-citronellal,
presente majoritariamente em ambos os 0leos, parece ser responsavel pela toxicidade apresentada,
entretanto, € possivel que outros compostos possam apresentar uma interacdo antagonica com este,
reduzindo sua atividade quando nos 6leos essenciais em relagdo a sua atuacdo isolada (Isman et al.

2011).
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Toxicidade via Contato Tépico. Ndo houve aumento da toxicidade com o passar do tempo (48, 72,
96h) em nenhum dos tratamentos. Em todos os tempos testados a toxicidade dos Oleos de
Eucalyptus ndo diferiram estatisticamente (DLso) € ndo chegaram a atingir o mesmo nivel de
toxicidade do controle positivo Azamax (Tabela 2). Nas primeiras 48 h, o constituinte S-citronellal
apresentou mesma toxicidade dos 6leos, embora tenha alcangcado mesma atividade biologica que o
controle positivo Azamax. A partir de 72 h de aplicacdo dos tratamentos, o constituinte S-citronellal
foi mais téxico a lagarta-do-cartucho que os 0Oleos essenciais. Ndo foi observada mortalidade na
testemunha. O inseticida sintético Decis 25 EC foi 0 mais toxico em todos os tempos testados.

O aumento na toxicidade aguda a partir das 72 h de aplicacdo do S-citronellal parece estar

relacionado a maior volatilidade dos 6leos essenciais, de modo que o constituinte, por ser menos
volatil, permanece mais tempo sendo absorvido pela camada cuticular do inseto, chegando em
maior quantidade aos sitios ativos e sendo mais letal.
Atividade ovicida. A toxicidade causada pelo éleo E. citriodora e pelo constituinte S-citronellal
foram iguais a apresentada pelo controle positivo, o inseticida botanico Azamax, entretanto, o dleo
de E. citriodora foi estatisticamente (CLsp) menos toxico que o constituinte. Além disso, o 6leo
essencial de E. globulus apresentou toxidade bastante reduzida em relacdo aos demais tratamentos
(Tabela 3).

A atividade ovicida da azadiractina, principio ativo do Azamax ja foi descrita por Santos e
colaboradores (2012). Embora tenha consideravel atividade bioldgica sobre larvas, esta baixa
atividade ovicida de E. globulus j& foi relatada por Macedo e colaboradores (2009), inclusive
quando comparada com outras espécies deste mesmo género tais como E. citriodora e E.
staigeriana. A atividade ovicida normalmente estd relacionada ao bloqueio do processo de
incubacéo e a ruptura do corion dos ovos dos insetos (Moreira et al. 2007), deste modo é provéavel

que o E. globulus ndo esteja conseguindo causar estes efeitos e que este fato esteja relacionado a
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algum outro constituinte do 6leo que ndo o S-citronellal, uma vez que este apresentou atividade
ovicida.
Deterréncia alimentar. Todos os tratamentos testados foram neutros em relacdo alimentacdo da
lagarta-do-cartucho, ou seja, nem inibiram, nem estimularam; com excecdo do controle positivo
Decis 25 EC que foi fagodeterrente.

Os resultados do presente trabalho indicam que os Oleos de Eucalyptus testados
especialmente o constituinte S-citronellal apresentam potencial no uso de formulacbes de

inseticidas tendo demonstrado acdo residual, topica e ovicida no controle da praga S. frugiperda.
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Tabelal. Concentracdes letais (CLso), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (X?), curvas de
concentracdo-mortalidade de 6leos de Eucalyptus, do constituinte S-citronellal e dos controles

positivos Azamax e Decis 25 EC sobre lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro instar via

residual
Tratamento CLsg (IC 95%) CLgo (IC 95%) GL 2 Equacéo
(mg/mL) (mg/mL)

Eucalyptus citriodora 53,97(29,00—96,37) 140,96(84,31_2229) 3 6,67 Y:3,07|_0gx-5,32
Eucalyptus glObUlUS 75a65(67,60-89,05) 141,28(111’99.228139) 3 2,47 Y:4,72|_0qx-8,87
S- Citronellal 46,08 (41,06-51,01) 77,38(67’30.95’10) 3 3,64 Y:5,69|_0qx-9,47
Azamax 34111(29,46—39,67) 57,62(48'11_77'21) 3 0,75 Y:3,69L0gx'5,57
Decis 25 EC 0,31(0123.0’40) 1,20(0’34.2113) 3 2,55 Y:2,17|_0qx+1,10
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Tabela 2. Tempos, doses letais (DLso), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (3x?), curvas
de concentracdo-mortalidade de 6leos de Eucalyptus, do constituinte S-citronellal e dos controles

positivos Azamax e Decis 25 EC sobre lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro instar via

contato topico.

Tratamento T DLy (IC 95%) DLg (IC 95%) G.L. 12 Equacéo
(ug/lagarta) (ug/lagarta)

Eucalyptus citriodora 48h 169,50(142111.200’49) 432,67(343100.515’13) 4 5,67 Y:3,15|_0qx-7,02
72h 151170(125,27—181,64) 428,85(333’52_527'40) 4 4,38 Y:2,84Loqx-6,19
96h 122181(99,15—148,87) 383,14(294’59_558'19) 4 4,58 Y:2,59Loqx-5,42

Eucalyptus glObUlOS 48h 164,43(133177.205’15) 479,88(351149.94179) 3 4,37 Y:2,76|_0qx-6,11
72h  144,18(11851175720 380,04 (201,13.572,84) 3 0,89  Y=3,05.04x-6,57
96h 130171(106,10—161,35) 379,55(284,00_595'92) 3 3,18 Y:2,77Loqx-5,86

S-citronellal 48h 73,98(25’36.172131) 354172(156,62-4655) 3 6,59 Y:1,88|_0qx-3,52
72h  57,8000.96.79.1 201 64ugs o520y 3 496 Y=1,82100-3.21
96h 38,54(25'24_55’77) 291,53(178,45_521'57) 3 4,07 Y:l,46|_oqx-2,31

Azamax 48h 68,90(43’59.93’50) 557,38(323124.1325) 4 531 Y:1,40|_0qx-2,59
720 44,2215 44.95,13) 324,00/136,20-3333) 4 879 Y=1,484x-2,43
96h 38,45(27'10_53’05) 261,58(155,97_514'11) 4 3,50 Y:l,54|_oqx-2,44

Decis 25 EC 48h 0,13(0102.0’29) 5,07(2134.34124) 4 1,55 Y:O,81L09x+0,77
72h 011001022 1,55(0.89.5,01) 3 1,38 Y=1,10000x+1,07
96h  0,110.02.021) 1,110 68.3.11 3 053  Y=126,0x+1,23
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Tabela 3. Concentracdes letais (CLs), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (x2), curvas
de concentracdo-mortalidade de 6leos de Eucalyptus, do constituinte S-citronellal e dos controles

positivos Azamax e Decis 25 EC sobre ovos de Spodoptera frugiperda com até 48h apos postura.

Tratamento CLso (IC 95%) CLg (IC 95%) G.L. 2 Equacéo
(mg/mL) (mg/mL)

E. citriodora 5,04 366.6,56) 28,42(19,45-52,01) 3 041  Y=1,71104x-1,20

E. glObU'OS 53,76(46,94—62,90) 119,80(95'95_156,72) 3 2,09 Y=6,68Logx-6,37

S- citronellal 2,71(2’02.3151) 13,22(9149.21117) 3 457 Y:1,86|_0qx-0,81

Azamax 8,63(1,83-20,47) 76,4328 27-135,67) 3 6,43  Y=1,35.0x-1,27

Decis 0,40(0,32_0]49) 1,40(1,03_2'25) 3 1,56 Y=2,33|_oqx-0,94
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Tabela 4. Area foliar média consumida e preferéncia alimentar de lagartas de terceiro instar

de Spodoptera frugiperda, 24 h apds liberacdo em arenas com chance de escolha entre discos

foliares tratados com dleos de Eucalyptus, com o constituinte S-citronellal e controles positivos

Azamax e Decis 25 EC e nao tratados.

Tratamento (CL3g Residual) Area foliar consumida (+ EP) IPt + EP 1+ IClass? Classificacdo
Tratamento Controle

Eucalyptus citriodora 2,34 (£0,47) 2,10 (x0,63) 1,06 (x0,25) 1+£0,22 Neutro

Eucalyptus globulus 2,15 (+0,55) 2,78 (0,33) 0,87 (x0,07) 1+£0,27 Neutro

S —citronelal 2,24 (+0,28) 2,15 (£0,55) 1,03 (x0,07) 1+£0,14 Neutro

Azamax 2,72(x0,25) 1,80(0,33) 1,21(+0,13) 1+0,12 Neutro

Decis 0,48 (+0,27) 3,56 (x0,31) 0,24 (x0,14) 1+£0,13 Fagodeterrente

1 Indice de Preferéncia; 2 Intervalo de Classificacao.
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CAPITULO 6
ATIVIDADE BIOLOGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS CASCAS DE Citrus spp. E DE
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade biologica de Citrus aurantium var.
amara e var. dulcis, Citrus limon, Citrus aurantifolia e Citrus reticulata, bem como dos
enantidbmeros R e S-limoneno, utilizando dois controles positivos, o inseticida botanico Azamax e 0
inseticida sintético Decis 25 EC sobre Spodoptera frugiperda. No teste de contato residual, dentre
0s 6leos essenciais e constituintes testados o Unico cuja concentracdo letal (CLsg) alcangou mesmo
nivel de toxicidade observado para o controle positivo Azamax foi o C. aurantifolia. O constituinte
R-limoneno ndo causou mortalidade na praga mesmo nas maiores concentracdes testadas (125
pl/mL). No teste de contato tdpico, nas primeiras 48 h, o Unico dentre os Gleos essenciais e
compostos a alcancar mesmo nivel de toxicidade apresentado pelo controle positivo Azamax foi o
S-limoneno. Apds 72 h da aplicacao dos tratamentos os constituintes R e S-limoneno, bem como o0s
Oleos essenciais das espécies C. aurantium var. amara e C. reticulata tiveram toxicidade
estatisticamente igual a apresentada pelo Azamax. Com relacdo a atividade ovicida, todos os 6leos e
compostos testados, com excecdo do 6leo de C. aurantium var. dulcis, atingiram mesmo nivel de
toxicidade que a do controle positivo Azamax. Dentre os tratamentos testados apenas 0s 6leos
essenciais das cascas de C. aurantium var. amara, C. limon e o controle positivo Decis 25 EC
apresentaram efeito de deterréncia sobre a alimentacao de larvas de terceiro instar de S. frugiperda,

todos os demais tratamentos foram neutros.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, Citrus, acdo residual, contato topico, atividade

ovicida, deterréncia alimentar
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF PEEL OF Citrus spp. AND LIMONENE

ENANTIOMERS ON Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the biological activity of Citrus
aurantium var. amara e var. dulcis, Citrus limon, Citrus aurantifolia e Citrus reticulata, and the R
and S-limonene enantiomers using two positive controls, botanical pesticide Azamax and synthetic
insecticide Decis 25 EC on Spodoptera frugiperda. The residual contact test, among the essential
oils and components tested the one whose lethal concentration (LCsg) reached the same level of
toxicity observed for the positive control Azamax was C. aurantifolia. The R-limonene constituent
caused no mortality even at the highest concentrations tested (125 puL/mL). In the topic contact
test, the first 48 hours, the only one of essential oils and compounds to achieve the same level of
toxicity presented by positive control Azamax was the S-limonene. After 72 hours of treatment
application compounds R- and S-limonene and essential oils of C. aurantium var. dulcis and C.
reticulata had statistically equal toxicity presented by Azamax. Among the treatments tested only
the essential oils from the peel of C. aurantium var. amara, C. limon and the positive control Decis
25EC showed deterrence feeding effect on third instar larvae of S. frugiperda, all other treatments

were neutral.

KEY WORDS: Armyworm, Citrus sp., residual action, topical contact, ovicidal activity, feeding

deterrence
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Introducéo

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda Smith, tem mais de 60 variedades de plantas
como hospedeiras, distribuidas em mais de 20 familias boténicas (Cruz 1995). Sua ocorréncia tem
sido generalizada nos ultimos anos logo apds a emergéncia do milho, causando redugdo no nimero
de plantas na area. Além disso, ataca e causa severos danos em outras fases de desenvolvimento da
planta, inclusive durante a fase de formacédo da espiga e dos gréos (Cruz 1999). Apresenta ampla
distribuicdo geogréafica, ocorrendo desde a regido central dos Estados Unidos até a Argentina e em
algumas ilhas da india (Schmidt 2002). No Brasil, ocorre durante todo o ano e as perdas podem
variar com a cultivar, local de semeadura e praticas agronémicas (Matos Neto et al. 2004, Silva et
al. 2008). O manejo desta praga € normalmente realizado através de produtos sintéticos cuja
escolha nem sempre leva em consideracdo o grau de seletividade aos agentes de controle
bioldgico, além disso tem sido observado um aumento na freqiiéncia de resisténcia nas populagdes
de S. frugiperda. Em razao destes fatores, dentre outros, vem se verificando uma crescente procura
por defensivos alternativos para o efetivo controle de insetos-praga.

Uma das classes de compostos derivados de plantas que vem se destacando no controle de
insetos sdo os Oleos essenciais. Sdo também fontes primarias de constituintes utilizados nas
formulacBes de muitos inseticidas sintéticos, capazes de matar e causar alteragdes no
comportamento e biologia de insetos (Isman 2000). Deste modo, nos ultimos anos, como
alternativa aos inseticidas sintéticos, 6leos essenciais vém sendo amplamente investigados quanto
ao seu potencial contra insetos e acaros, inclusive com avaliagdo direta de alguns compostos
principais destes Oleos (Oliveira et al. 2015, Camara et al. 2015, Alves et al. 2013, Araujo et al.
2012, Born et al. 2012, Nascimento et al. 2012).

Conhecida popularmente como laranja amarga, Citrus aurantium var. amara, € uma arvore

frutifera pequena, em torno de 5 metros de altura, (Marchei et al. 2006), nativa do sudoeste asiatico
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e cultivada em pomares domesticos em todo o Brasil. A laranja doce, C. aurantium var. dulcis, é
uma arvore pequena com uma casca castanho acinzentado suave e ramos que se espalham de forma
regular. O fruto € um pouco mais aspero e mais escuro do que a laranja amarga, as flores sdo mais
fortemente perfumadas e as glandulas da casca s@o céncavas (Lorenzi et al. 2006). A literatura
reporta atividade inseticida do 0leo essencial da espécie C. aurantium sobre diversos artropodes de
importancia agricola, tais como: Tribolium castaneum (Pugazhvendan et al. 2012), Corcyra
cephalonica (Jacob et al. 2013), Sitotroga cerealella, (Ja-Eun et al. 2016), Tetranychus urticae
(Choi et al. 2004, Araujo et al. 2010, Attia et al. 2012), Bemisia tabaci biotipo B (Ribeiro et al.
2010), Trialeurodes vaporariorum (Choi et al. 2003), Cadra cautela, (Sim et al. 2006), Lycoriella
mali (Choi et al. 2006) e Odontotermes obesus (Singh et al. 2001), alem disso ja foi relatada
atividade bioldgica quando diluida em dieta de S. frugiperda (Villafane et al. 2011).

O limoeiro verdadeiro, Citrus limon, conhecido popularmente como limdo siciliano é
originario da Regido Sudeste da Asia (Penidon & Silva 2007). Diversos trabalhos apontam o
potencial praguicida do Gleo essencial desta espécie sobre diversos artdépodes, tais como: T.
castaneum (Abou-Taleb et al. 2015), Callosobruchus spp. (Pandey et al. 2013), Z. subfasciatus
(Franca et al. 2012), Ephestia kuehniella, (Ayvaz et al. 2009, Karaborklu et al. 2011), Anastrepha
fraterculus e Ceratitis capitata (Ruiz et al. 2014), Sternechus pinguis e Rhyssomatus subtilis
(Zunino et al. 2012), Aceria guerreronis (Patnaik et al. 2010) e sobre Spodoptera littoralis (Pavela
2005).

Citrus aurantifolia é conhecida popularmente como lima acida, lima da Pérsia, limao tahiti
ou lim3o galego. A espécie, é nativa do sudeste da Asia (Saunt 1990). Seus frutos sdo pequenos de
formato oval ou esférico, superficie lisa de coloracdo verde-amarelada quando maduros e sabor

muito acido (Lorenzi et al. 2006). A literatura reporta o potencial do 6leo essencial da lima &cida
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sobre os mais diversos artropodes praga: T. castaneum (Abou-Taleb et al. 2015), T. vaporariorum
(Choi et al. 2003, Delkhoon et al. 2013), S. littoralis (Pavela 2005) e T. urticae (Choi et al. 2004).

Segundo Lorenzi et al. (2006), Citrus reticulata é uma arvore de pequeno porte, flores
perfumadas, conhecidas pela facilidade com que sua casca € retirada e com que Seus gomos se
separam. Seu 6leo essencial ja apresentou potencial no controle de diversos grupos de pragas tais
como: T. castaneum (Mohamed et al. 2008, Zia et al. 2013, Chen et al. 2014, Mobki et al. 2014),
Callosobruchus chinensis (Zia et al. 2013), Trogoderma granarium (Zia et al. 2013), Z.
subfasciatus (Franca et al. 2012), E. kuehniella (Mikhaiel et al. 2011), S. oryzae (Mohamed et al.
2008), T. urticae (Choi et al. 2004) e T vaporariorum, (Choi et al. 2003).

Geralmente, a acdo inseticida de um Oleo essencial esta relacionada a sua complexa
composicdo quimica, dentre seus constituintes estdo presentes compostos quirais. Um composto é
dito quiral quando ndo pode ser sobreposto a sua imagem especular e possui dois enantidmeros
(Substancia R e substancia S) (Zhao & Liu 2009). Resultados interessantes foram observados para
0S compostos enantidbmeros, como 0 R e S-limoneno. Exposicdo desses compostos ao acaro rajado,
T. urticae, promoveu diferengas significativas na mudanga de comportamento da praga. O R-
limoneno ndo apresentou acdo repelente e os acaros preferiram ovipositar no disco tratato. Por outro
lado, o estereoisdomero, S-limoneno apresentou atividade repelente e deterrente de oviposicao
(Camara et al. 2015).

Deste modo o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade bioldgica dos 6leos essenciais
das cascas de C. aurantium var. amara e var. dulcis, C. limon, C. aurantifolia e C. reticulata, bem

como dos enantidmeros R e S-limoneno sobre S. frugiperda.
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Material e Métodos
Obtencdo dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais utilizados nos testes foram comprados na
Ferquima Inddstria e Comércio LTDA. Os inseticidas Azamax e Decis 25 EC foram comprados em
lojas especializadas em produtos agropecuarias da cidade de Recife/PE.
Criacdo de Spodoptera frugiperda. A criacdo de S. frugiperda foi mantida no laboratério de
Inseticidas botanicos, do departamento de Agronomia, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). As lagartas foram alimentadas com dieta artificial (Burton & Perkins
1972), e os adultos receberam solucdo de agua e mel (10%).
Cultivo das Plantas de Milho. Sementes de milho foram semeadas em vasos plasticos
contendo solo, areia e himus. Ap6s a germinacao foi realizado o desbaste, de modo arestarem de
quatro a seis plantas por vaso. As plantas foram adubadas com sulfato de amonio aos 20 dias ap0s
a germinacdo e regadas diariamente. Para os experimentos, foram utilizadas plantas com 30-40
dias de idade.
Toxicidade Residual. A metodologia usada para avaliar a toxicidade residual foi adaptada de
Borgoni & Vendramim (2005). Neste teste foram utilizadas lagartas de terceiro instar (10 dias de
vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os Oleos essenciais, 0S compostos e 0S
controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a. e a testemunha apenas em alcool. As
secOes foliares de milho, cultivadas em estufa com aproximadamente trinta dias, foram cortadas
em pedacos de 10 cm? e mergulhadas por 5 segundos nos respectivos tratamentos. Apoés a total
evaporacdo do solvente, estas foram transferidas uma a uma para tubos de ensaios de 15 cm de
altura por 3 cm de didmetro. Para cada tratamento foi utilizado um minimo de 5 concentragdes,
estas variaram de 0,10 a 10,38 mg/mL. As lagartas foram individualizadas nos tubos de ensaio e
estes vedados com algoddo. Foram realizadas cinco repeti¢cbes para cada tratamento, com seis

lagartas individualizadas. A mortalidade foi avaliada apds 24h. Os dados foram analisados pelo
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modelo Probit atraveés do software Polo-PC para a determinacdo dos valores das CLsp, com
intervalos de confianca a 95%.

Toxicidade via Contato Topico. A metodologia usada para avaliar a toxicidade via contato topico
foi adaptada de Hummelburnner & Isman (2001). No teste foram utilizadas lagartas de terceiro
instar (10 dias de vida). Os tratamentos foram preparados diluindo-se os Oleos essenciais, 0s
compostos e 0s controles positivos (Azamax e Decis 25 EC) em alcool p.a. e a testemunha apenas
em alcool. O bioensaio consistiu na aplicagao de 1,0 uL de cada tratamento na parte protoracica do
inseto, utilizando-se uma microseringa Hamilton. As lagartas foram individualizadas em tubos de
ensaios de 15 cm de altura por 3 cm de diametro contendo a mesma dieta artificial da criacdo de
manutencdo. Utilizou-se um minimo de cinco doses por tratamento, estas variaram de 0,2 a 500
ug/lagarta. Foram realizadas cinco repeticbes para cada tratamento, sendo seis lagartas
individualizadas por repeticdo. Avaliou-se a toxicidade aguda do 6leo essencial, pela contagem
de lagartas mortas ap6s 48, 72 e 96 h. Os dados foram analisados pelo modelo Probit através do
software Polo-PC para a determinacéo dos valores das DLsp, com intervalos de confianca a 95%.
Atividade Ovicida. A metodologia foi adaptada de Tavares e colaboradores (2010). Ovos de S.
frugiperda com até 48 h de idade foram delicadamente separados e aderidos com dgua em pedacos
de papel (15 x 5 cm) em forma de cartela. Os tratamentos foram preparados diluindo-se os 6leos
essenciais de Citrus, os enantibmeros de R e S-limoneno e os controles positivos Azamax e Decis
25 EC em élcool p.a., a testemunha recebeu apenas &lcool. As cartelas de ovos foram entéo
mergulhadas por 5 segundos nos tratamentos e colocadas sobre superficie por 10 minutos, para
evaporacdo do solvente. Foram realizadas 4 repeticbes com 20 ovos cada. Utilizou-se um minimo
de 5 concentragdes por tratamento, estas variaram de 0,1 a 62,5 mg/mL. As cartelas foram entéo
acondicionadas em placas de Petri (12 x 1,5 cm). A mortalidade dos ovos (subtracdo do numero

total de ovos pelo numero de lagartas que eclodiram) foi avaliada diariamente por cinco dias. Os
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dados foram analisados pelo modelo Probit através do software Polo-PC para a determinacdo dos
valores das CLsg, com intervalos de confianca a 95%.
Deterréncia Alimentar. Para avaliar a deterréncia alimentar provocada pelos tratamentos foi
realizado teste de preferéncia alimentar, em condicGes de dupla escolha (tratamento x controle),
utilizando-se como tratamentos as CLjzo dos os 6leos essenciais, 0s compostos e dos controles
positivos (Azamax e Decis 25 EC) obtidas no teste residual. As folhas de milho foram cortadas em
discos foliares com area de cerca de 6,15 cm? (vazador de 2,8 cm de diametro). Como arenas, foram
utilizadas placas de Petri (15 cm de diametro), com fundo coberto por papel umedecido. Cada placa
foi dividida em quatro quadrantes: dois deles foram colocados dois discos de folhas (opostos) com
0s tratamentos e nos outros dois quadrantes foram colocados dois discos tratados apenas com alcool
(testemunha). No centro de cada placa foi liberada uma lagarta de terceiro instar de S. frugiperda, e
apos 24 h foi determinada a area restante dos discos foliares, por meio de um medidor da area foliar
(Li-Cor, modelo LI-3000A). A éarea consumida foi calculada pela diferenca entre a area fornecida
e a area restante. Foram realizados bioensaios independentes para cada um dos tratamentos sempre
em comparacdo com o controle, utilizando-se 20 repeticdes para cada tratamento. Em cada
bioensaio foi mantida uma aliquota, medindo-se 10 discos foliares inteiros e usando-se a média das
10 medidas como é&rea fornecida.

A comparacgdo da area consumida entre os diferentes tratamentos foi feita por meio de um
indice de preferéncia, adaptado de Kogan & Goeden (1970):

IP=@2xT)/(C+T)
onde: IP = indice de preferéncia; T = area consumida no disco de folha tratado; C = area
consumida no disco de folha controle.

Para a interpretacdo dos resultados, foi determinado o Intervalo de Classificacdo (IClass)

para as medias de tratamentos, com base no IP e desvio padréo, pela formula:
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IClass= 1 % t (n-1; 0=0,05) x DP/n,
Onde t = valor de "t" tabelado; DP = desvio padrdo; n = nimero de repeticdes. Os tratamentos
foram considerados quando o valor do IP ficou compreendido dentro do IClass; fagodeterrente
quando o valor do IP for inferior ao menor valor obtido para o IClass, e fagoestimulante quando o
IP for superior ao maior IClass calculado. Deste modo:

IP=1 + IClass, indica efeito neutro;

IP>1 £ IClass, indica efeito fagoestimulante;

IP<1 % IClass, indica efeito fagodeterrente.

Resultados e Discussao

Toxicidade Residual. O constituinte R-limoneno ndo causou mortalidade na praga mesmo nas
maiores concentracdes testadas (125 pl/mL). Dentre os 6leos essenciais e constituintes testados o
unico cuja concentracdo letal (CLsp) alcancou mesmo nivel de toxicidade observado para o
controle positivo Azamax foi o C. aurantifolia. O 6leo essencial de C. reticulata alcancou mesmo
nivel de atividade bioldgica que o apresentado por C. aurantifolia. A mortalidade causada pelas
espécies C. reticulata e C. aurantium var. amara e var. dulcis e o constituinte S-limoneno nédo
diferiram estatisticamente.

A baixa atividade bioldgica do 6leo essencial das folhas de C. limon em relagdo a outras
espécies de mesmo género foi anteriormente relatada por Villafane e colaboradores (2011) ao testar
mortalidade larval e de pupas de S. frugiperda a partir da ingestdo de 6leos essenciais diluidos em
dieta. No teste de contato residual, de forma similar & metodologia testada por Villafane et al.
(2011) a principal forma de penetragdo dos tratamentos é via mesentero, a partir da alimentacéo.

Oleos essenciais s3o geralmente misturas de monoterpenos, —sesquiterpenos e

fenilpropandides, que podem existir nas formas estereoisomeras. Em geral, a presenca desses
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estereoisdOmeros na natureza é na forma de excesso enantiomérico, ou seja, a presenca de uma das
formas estereoisomérica em maior quantidade. Em 0Oleos essenciais de frutos de espécies de Citrus
spp. 0 R-limoneno é mais abundante do que o S-limoneno (Palacios et al. 2009, Melliou et al 2009).
E possivel que essa diferenca na toxicidade apresentada pelos Oleos essenciais testados esteja
relacionada a proporcdo entre R e S-limoneno e a interacdo destes com os demais constituintes
presentes em cada um dos 0leos essenciais.

Toxicidade via Contato Topico. Com relacdo a toxicidade a partir da aplicacéo via tegumento, nao
foi observado aumento na toxicidade com o passar do tempo (48, 72, 96h) em nenhum dos
tratamentos testados, com excessdo do Oleo essencial de C. aurantium var. dulcis cuja CLsp na
avaliacdo 96 h apds a aplicacdo (164,26 pg/lagarta) foi estatisticamente menor que a da avaliacéo
de 48 h (256,28 pg/lagarta) (Tabela 1). Nas primeiras 48 h, o Unico dentre 6leos essenciais e
compostos a alcancar mesmo nivel de toxicidade apresentado pelo controle positivo Azamax foi o
S-limoneno. Apds 72 h da aplicacdo dos tratamentos os constituintes R e S-limoneno, bem como o0s
6leos essenciais das espécies C. aurantium var. amara e C. reticulata tiveram toxicidade
estatisticamente igual a apresentada pelo Azamax. Apo6s 96 h nenhum dos éleos ou compostos
alcancou mesmo nivel de atividade bioldgica do Azamax, entretanto C. aurantium amara e C.
reticulata foram os mais toxicos dentre os Oleos testados. O inseticida sintético Decis foi mais
toxico que os demais tratamentos.

O oleo essencial de C. aurantium apresentou maior toxicidade dentre os do género Citrus
spp. quando 20 espécies foram testadas sobre o lepidoptero-praga Sitotroga cerealella (Ja-Eun et al.
2016). Além disso, ja apresentou toxicidade sobre S. frugiperda quando diluido em dieta (Villafane
et al. 2011). De forma similar, C. reticulata também j& apresentou toxicidade de contato a outros

lepidopteros praga, tais como Ephestia kuehniella (Mikhaiel et al. 2011).
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Atividade Ovicida. Na Tabela 3 € apresentada a atividade ovicida dos 6leos das cascas de Citrus
spp., dos constituintes R e S-limoneno e dos controles positivos Azamax e Decis 25 EC sobre ovos
de S. frugiperda com até 48h pos postura. Nao houve diferenca estatistica entre os 0leos essenciais
testados, com excecdo do C. reticulata (CL50= 13,33 mg/mL), que foi mais tdxico que os demais.
Todos os 6leos essenciais testados atingiram memso nivel de toxicidade que o controle positivo
Azamax, com excessdo de C. aurantium var. dulcis. As concentracdes letais causadas pelos
constituintes R e S-limoneno sobre ovos de S. frugiperda foram estatisticamente iguais. O inseticida
sintético Decis 25 EC foi 0 mais toxico entre os tratamentos.

A atividade ovicida dos 6leos essenciais do género Citrus spp., embora pouco citada na

literatura para lepidopteros, ja é conhecida para insetos da ordem Diptera. O 6leo essencial das
cascas de C. limon, cujo constituinte principal é o limoneno (R e S), apresentou CLsp € CLgo de 95,8
mg/mL e 102,7 mg/mL, respectivamente sobre Aedes aegypti (Furtado et al. 2005). Lamiri et al.
(2001) demonstraram a atividade ovicida de 6leos essenciais do género Citrus contra o diptero
Mayetiola destructor Say.
Deterréncia Alimentar. Dentre os tratamentos testados apenas 0s 6leos essenciais das cascas de C.
aurantium var. amara, C.limon e o controle positivo Decis 25 EC apresentaram efeito de
deterréncia sobre a alimentacdo de larvas de terceiro instar de S. frugiperda (Tabela 4), todos os
demais tratamentos foram neutros.

Terpenos e fenilpropanoides volateis sintetizados por espécies vegetais podem ter,
dependendo do inseto em andlise, propriedades atrativas (alimentacédo, polinizacdo) e/ou deterrentes
e inseticidas (Simas et al. 2004). Entretanto, os terpendides R e S-limoneno isoladamente nao
inibiram nem estimularam a alimentacdo das larvas da lagarta-do-cartucho. Deste modo, pode-se
inferir que outros constituintes presentes nos 6leos essenciais de C. aurantium var. amara, C. limon

sejam responsaveis pela acdo de deterréncia alimentar verificada, tornando o alimento impalatavel
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aos insetos por acdo direta. Compostos fagodeterrentes interferem nos quimiorreceptores das
larvas, pela estimulacdo de células “deterrentes” especificas, que sdo células que causam
comportamento antagdnico a alimentacdo, situadas nas pecas bucais — palpos maxilares e

probdcide, e também nas extremidades das pernas — nos tarsos (Blaney & Simmonds, 1990).
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Tabelal. Concentragdes letais (CLso), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (y?), curvas de
concentracdo-mortalidade de Oleos de Piper, do constituinte safrol e dos controles positivos

Azamax e Decis 25 EC sobre lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro instar via residual

Tratamento

CLso (IC 95%)

CLgo (IC 95%)

G.L.

XZ

Equacéo

(mg/mLL) (mg/mL)
Clirus aurantium var. 66057as 705 14184anseomsy 3 097 Y=3,86100x7,03
dCL'JtIE‘:SS aurantium var. 69976010050 136.64gsserozy 3 750 Y=441,x-8,13
Citrus limon 95970010011 1368002016005 3 559 Y=8,32,00x-16,50
Citrus aurantifolia 40,58 (36 47.45,75) 69,57 (59,03-90,69) 3 4,43 Y=5,47,44x-8,80
Citrus reticulata 54,06 45,56-67,10) 135,34 99,85-229.91) 3 4,42 Y=3,22,04x-5,57
S-limoneno 60,21 (54 81-65,93) 97,8885 80-121,77) 3 4,35 Y=7,84,4x-7,64
Azamax 34,0629.46.39.50 752705311177 3 0,83 Y=3,72005x5,70
Decis 25 EC 0,2600.200.30 1,020731.71 3 471 Y=2,18,0+1,27
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Tabela 2. Tempos, doses letais (DLso), grau de liberdade (GI), qui-quadrado (x?), curvas de
concentracdo-mortalidade de dleos de Citrus, dos constituintes R e S-limoneno e dos controles

positivos Azamax e Decis 25 EC sobre lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro instar via

contato topico.

Tratamento T DL, (IC 95%) DLgo (IC 95%) GL o Equacéo
(ug/lagarta) (ug/lagarta)
Citrus aurantium var. 48h 121,83(100150.147’80) 309,32(239’74.454132) 3 1,16 Y:3,31|_0_qx'6,91
amara 72h 102195(85,02—123,47) 245,39(195'15_343]10) 3 0,13 Y=3,40|_0gx-6,84
96h  93,3976,02-113,21) 243,033,189 98-349,88) 3 0,07 Y=3,09,4,x-6,08
Citrus aurantium var. 48h 256,28(212,89_310’54) 642,96(495'41_955’83) 3 3,64 Y:3,21L0qx-7,73
dulcis 72h 235122(193,18-287,53) 638192(484,42-986,60) 3 4,19 Y:2,95|_0qx-7,00
96h  164,26(124,75-200,13) 632,61 (445,50-1147) 3 465 Y=2,19 ,,x-4,85
Citrus limon 48h 211100(171,01—258,54) 639,70(474'55_1050) 3 3,02 Y:2,66L0gx-6,18
72h  188,28149 46-233,18) 624,39 454,56-1067) 3 5,67  Y=2,46| 4x-5,60
96h  171,54(5994-336.65) 605,88316.97-23804) 3 6,83  Y=234 4x-5,23
Citrus aurantifolia 48h 395135(281,83—698,29) 382,84(289'98_549,01) 5 5,09 Y:l,62|_ogx_4,18
72h  302,01(230,94-415,91) 1853,1100-4485) 5 8,43  Y=1,63 44x-4.03
96h 214,21 (162.15-286.43) 1400g5601-3198) 6 3,32 Y=1,57, oqx-3,66
Citrus reticulata 48h 150,76(111’72. 193,35) 613,57(429115.1136100) 3 0,23 Y:2,10|_0qx-4,58
72h  110,25(5052- 148.25) 592,33(374,66-1322) 3 4,18  Y=1,56,04x-3,48
96h  104,9877 05 -138.45) 498,43 329 94-1000) 3 538  Y=1,84,,x-3,83
R-limoneno 48h 194,08(153153.251’95) 756,80(513’31.1413) 3 5,99 Y:2,17|_0qx-4,96
72h  164,33(g3,17-371,76) 613,47 (298 57-9868) 3 7,05 Y=2,24,5x-4,96
96h  147,43(7309-312.44) 534,35(268,37-7002) 3 7,08  Y=229 ,x-4,97
S-limoneno 48h 116128(82,66-156,25) 782,95(475’94_1957) 4 2,92 Y:1,55|_ng-3,20
72h  89,31(6336-11943) 467,60 305 52-976,27) 3 1,96  Y=1,78,4x-3,48
96h 76,725 ,30-10052) 339,61 734 93.623.60) 3 0,36 Y=1,98, ,4x-3,74
Azamax 48h 63106(44,60—89,61) 503,19(295'53_1155) 4 6,97 Y:114‘2LOQX'2:56
72h 44,80(19,10-95,10) 321,54 136 90-3109) 4 8,61  Y=1,49 x-2,47
96h 35,5525 24-48,63) 225,45(146 57-429.00) 4 3,37 Y=1,6044x-2,48
Decis 25 EC 48h 0,14(0102_0'31) 5,05(2135_32157) 4 1,50 Y:0,82|_ogx+0,69
72h 0,11(0,01-0,23) 1,540,89-5,89) 3 0,68  Y=1,12,4x+1,07
9%6h 011001001 1,150 70321 3 053 Y=12410x+1,21

104



Tabela 3. Concentracdes letais (CLs), grau de liberdade (G.L.), qui-quadrado (x2), curvas
de concentracdo-mortalidade de 6leos de Citrus, dos constituintes R e S-limoneno e dos controles

positivos Azamax e Decis 25 EC sobre ovos de Spodoptera frugiperda com até 48h ap6s postura.

Tratamento CLsp (IC 95%) CLgo (IC 95%) GL 2 Equacéo
(mg/mL) (mg/mL) .
C. aurantium var. amara 29,9221 44-50.26) 237,75(97 17-2559) 3 505 Y=1,42 x-2,10
C. aurantium var. dulcis 29157(23,06—39,90) 142114(90,11—297,58) 3 5,36 Y=3,02Logx-4,48
C. limon 30,56(22’31.50’44) 81,23(49’57.349177) 4 8,83 Y:1,88Loqx-2,76
C. aurantifolia 18,87(17’53.25’36) 100185(58,35-289,86) 3 2.28 Y:1,76|_0qx-2,25
C. reticulata 13,33(9’33_17’44) 87,27(52'72_251‘55) 3 5,25 Y=l,57|_ogx-1,77
R-limoneno 22,05(6,30-35,32) 75,21 (43,13-4239) 3 649 Y=241,x-3,23
S-limoneno 26,24(19’79.43’11) 164,63(79’55.931110) 3 2,39 Y:1,61|_0qx-2,28
Azamax 7,44(0’52_23’01) 93,29(27’53_10330) 3 7,71 Y:l,l7|_ogx-1,02
Decis 0,390,32-08) 1,31(0,98-2,00) 3 271 Y=2,42,4x-1,00
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Tabela 4. Area foliar média consumida e preferéncia alimentar de lagartas de terceiro instar

de Spodoptera frugiperda, 24 h apds liberacdo em arenas com chance de escolha entre discos

foliares tratados com oleos de Citrus spp., com o constituinte S-limoneno e controles positivos

Azamax e Decis 25 EC e nao tratados.

Tratamento (CL3g Residual) Area foliar consumida (+ EP) IPt+ EP 1+ IClass? Classificacdo
Tratamento Controle

C. aurantium var. amara 1,02 (£0,24) 3,24 (x0,42) 0,48 (x0,13) 10,12 Fagodeterrente
C. aurantium var. dulcis 2,19 (x0,50) 2,39 (0,21) 0,95 (0,16) 1+£0,24 Neutro

C. limon 1,54 (£0,33) 3,85 (x0,27) 0,57 (x0,11) 1+£0,05 Fagodeterrente
C. aurantifolia 2,21 (£0,24) 2,38 (£0,23) 0,96 (x0,06) 1+£0,12 Neutro

C. reticulata 2,59 (+0,40) 2,18 (0,24) 1,08 (x0,13) 1+£0,19 Neutro
S-limoneno 2,32 (+0,39) 2,26 (£0,40) 1,01 (x0,17) 1+£0,19 Neutro
Azamax 2,77(x0,30) 1,70(x0,42) 1,24(+0,12) 1+£0,13 Neutro
Decis 0,51 (+0,23) 3,561 (x0,25) 0,26 (x0,12) 1+£0,11 Fagodeterrente

1 Indice de Preferéncia; 2 Intervalo de Classificacao.
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CAPITULO 7
CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos realizados demonstraram o potencial dos 6leos essenciais de diferentes
partes de plantas das familias Piperaceae, Myrtaceae e Rutaceae no controle da lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda. Na avaliacdo da toxicidade via dérmica e ingestdo
(metodologias de contato topico e residual) os destaques foram os 6leos do género Piper e o
constituinte safrol. Os tratamentos mais toxicos a fase embrionaria da praga foram o dleo
essencial extraido da folha de Eucalyptus citriodora e o constituinte S- citronellal. Grande parte
dos tratamentos testados apresentaram toxicidade similar ou maior que o inseticida botanico
Azamax, o que reforca o potencial destes no controle alternativo de pragas e a possibilidade de uso
dos composto identificados na formulacédo de inseticidas. Entretanto, para que isso seja viabilizado
sd80 necessarios experimentos adicionais, testando mais compostos provenientes dos Gleos
essenciais em sua forma isolada e também sob a forma de misturas (blendas), objetivando verificar

a interacdo destes e potencializar o seu efeito.
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