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RESUMO GERAL

Tuta absoluta (Meyrick, 1971) (Lepidoptera: Gelechiidae) e Spodoptera frugiperda (Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuide) sdo importantes artropodes-praga causadores de grandes perdas
econdmicas em diferentes culturas agricolas. Esses insetos apresentam rapida disperséo, dificil
controle e resisténcia aos principais inseticidas sintéticos. Desta forma, pesquisas com 6leos
essenciais (OEs) sdo importantes para o desenvolvimento de novos inseticidas. Objetivou-se
avaliar a atividade inseticida dos OEs e dos compostos majoritarios de Eugenia caryophyllus
(Myrtaceae) e Foeniculum vulgare var. dulce (Apiaceae) para S. frugiperda e a seletividade
fisiolégica para o inimigo natural Trichogramma pretiosum Riley 1879 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Além disso, no segundo artigo foi avaliado os efeitos dos OEs de
Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) e Eucalyptus staigeriana (Myrtaceae) para T. absoluta. Os
OEs e os compostos majoritarios foram solubilizados em acetona e aplicados no dorso das
lagartas por meio de microsseringa. Os OEsde E. caryophyllus e F. vulgare foram toxicos para
S. frugiperda. Especificamente, foi observado efeito negativo na duragido da fase larval,
fecundidade e nos parametros demograficos da tabela de vida. Por meio de andlises
cromatogréaficas verificou-se seis compostos em E.caryophyllus, sendo que os majoritarios
foram eugenol (76,2%) e (E)-cariofileno (19,9%). F. vulgare var. dulce apresentou 11
constituintes, sendo (E)-anetol o mais abundante e responsavel pela atividade inseticida para S.
frugiperda. Apenas o OE e os majoritarios de E. caryophyllus causaram toxicidade ao inimigo
natural. O OE de F. vulgare var. dulce e o majoritario (E)-Anetol foram seletivos para T.
pretiosum no periodo de ovo-larva e na fase de pupa. Com rela¢do aos resultados obtidos no
segundo artigo, os OEs de M. alternifolia (DLso = 76,5 pg/lagarta) e E. staigeriana (DLso =
78,5 ng/lagarta) foram toxicos para T. absoluta em aplicacdo tépica. As duasespécies de plantas
afetaram negativamente a duracao da fase de pupa, a longevidade dos adultos, a taxa intrinseca
de aumento, ataxa finita de aumento e a taxa reprodutiva liquida de T. absoluta. Os OEs foram
submetidos a andlise cromatografica. M. alternifolia contém 19 compostos, sendo 0s
majoritarios 4-terpineol (42,2 %), y-terpineno (22,1%) e a- terpineno (10,4%). Enquanto que a
espécie E. staigeriana apresentou 25 constituintes, sendo limoneno (27,3%), geranial (13,8%)
e neral (9,9%) os compostos majoritarios. Os resultados obtidos demonstram o potencial
inseticida dos OEs e majoritarios visando ao controle de S. frugiperda e T. absoluta e novos
estudos devem ser realizados sobre inimigos naturais.

Palavras-chave: Lagartas. Parasitoide. Poaceae. Solanaceas. Produtos botanicos. Controle.
Toxicidade.



GENERAL ABSTRACT

Tuta absoluta (Meyrick, 1971) (Lepidoptera: Gelechiidae) and Spodoptera frugiperda (Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuide) are important arthropod pests which cause great losses in
different agricultural crops. These insects present rapid dispersal, difficult control and
resistance to the main synthetic insecticides. In this way, researchers with essential oils (EO)
are important for the development of new insecticides. The objective was to evaluate the
insecticidal activity of the EO and the major compounds of Eugenia caryophyllus (Myrtaceae)
and Foeniculum vulgare var. dulce (Apiaceae) against S. frugiperda and the physiological
selectivity for the natural enemy Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Inaddition, in the second manuscript, the effectsof the EOs of Melaleuca
alternifolia (Myrtaceae) e Eucalyptus staigeriana (Myrtaceae) were evaluated against T.
absoluta. The EO and major compounds were solubilized in acetone and applied to the back of
the caterpillars using a microsyringe. The EO of E. caryophyllus and F. vulgare were toxic to
S. frugiperda. Specifically, a negative effect was observed on the duration of the larval stage,
fecundity and on the demographic parameters of the life table of S. frugiperda. Through
chromatographic analysis was verified six compounds in E.caryophyllus, the major ones being
eugenol (76.2%) and (E)-caryophyllene (19.9%). F. vulgare var. dulce showed 11 constituents,
being (E)-anethole the most abundant and responsible for the insecticidal activity for S.
frugiperda. Only the EO and the majorities of E. caryophyllus caused toxicity to the natural
enemy. The EO of F. vulgare var. dulce and the major (E)-anethole were selective for T.
pretiosum in the egg-larva period and in the pupal stage. Regarding the results obtained in the
second manuscript, the EO of M. alternifolia (LD50 = 76.5 pg/caterpillar) and E. staigeriana
(LD50 = 78.5 ng/caterpillar) were toxic to T. absoluta in topical application. The two plant
species affected the duration of the pupal stage, longevity, the intrinsic rate of increase, the
finite rate of increase and the net reproductive rate of T. absoluta. The EO were submitted to
chromatographic analysis. M. alternifolia contained 19 compounds, the major ones being 4-
terpineol (42.2%), vy-terpinene (22.1%) and o-terpinene (10.4%). While the species E.
staigeriana had 25 constituents, with limonene (27.3%), geranial (13.8%) and neral (9.9%)
being the majority compounds. The obtained results demonstrate the insecticidal potential of
the EO and majorities aiming at the control of S. frugiperda and T. absoluta.

Keywords: Caterpillars. Parasitoid. Poaceae. Solanaceous. Botanicals products. Control.
Toxicity.



SUMARIO

PRIMEIRA F:ARTE
INTRODUGAO GERAL ..ottt sttt ne e 11
REFERENCIAS.........ooiiiiitiesee ettt 14
SEGUNDA PARTE: ARTIGOS ..ottt 18
ARTIGO Lottt ettt ettt et et et e e nbe st et e neste e 19
RESUIMIO ...ttt ettt e st e st e e ek e e e ab e e e anne e e nreennneeas 21
N 0] 1 =T PSSR RSRTTPPR 22
I a1 o To (3 v To P T T UT PSP TO TP PRPROROON 23
2. Material @ IMETOOS ........coiiiiieie et bbb 25
2.1. Material biol6gico e condi¢fes ambientais ... 25
2.2. OES e caracterizaCao QUIMIICA .......ccecviieeirieieceestee et e e sre e sre e 25
2.3. Toxicidade aguda dos OEs para S. frugiperda via aplicacéo topica.................... 26
2.4. Determinacao das curvas de dose-resposta e tempo-resposta ..........cceeeveereennnne 26
2.5. Efeitos dos compostos majoritarios dos OEs sobre S. frugiperda............c........... 27
2.6. Efeitos de doses subletais dos OEs nos parametros de histéria de vida de S.
LLEU o1 0TT o I LRSS 27
2.7. Seletividade fisiologica dos OEs e do composto majoritario (E)-Anetol para T.
Q1= 11U ] SO U SR PRUTRORPRN 28
2.7.1. ProCedimentos QETAIS........ceiveiueeieieesieseeseesteesie e ste e steesteesbe e raesreanaesnaennas 28

2.7.2. Seletividade dos OEs e de (E)-Anetol para fémeas adultas de T. pretiosum.... 28

2.7.3. Seletividade dos OEs e de (E)-Anetol para T. pretiosum em sua fase imatura 29

2.8. Analise dos dad0s ODTIAOS..........ccveieieieieie e eneas 29
3 RESUITATOS. ...ttt b e ns 31
3.1. Caracterizacao quimica CG € CG-MS d0S OES.......c.ccceverivereriienieeseenesiesneniens 31
3.2. Toxicidade aguda dos OEs para S. frugiperda via aplicacdo tépica.................... 31
3.3. Determinacéo das curvas de dose-resposta e tempo-resposta ..........ccccveeverrrennnns 31
3.4. Efeitos dos compostos majoritarios dos OEs sobre S. frugiperda............c.co....... 32
3.5. Efeitos de doses subletais dos OEs nos parametros de historia de vida de S.
LLEO Lo o1 (6 = TSP P PRI 32
3.6. Seletividade dos OEs e (E)-Anetol para fémeas adultas de T. pretiosum............ 33

3.7. Seletividade dos OEs e (E)-Anetol para T. pretiosum em sua fase imatura........ 34



A DIUSCUSSAD .....eeeteeeeeeee e e e e e ettt e e e e e e e e ettt eeeeeeeee s e e e eeeeeeeneee e eeeeeeeeeeeeenaee i ereeeeeseaaaans 34

ST O] o Tod (157 Lo F USSR 38
B. RETEIENCIAS ...t bbbttt s bbbt sbeeneeneas 38
7. Legendas das TIQUIAS .........coeiiiiiiiiniiie ettt sb et sbe e 49
ARTIGO T oottt b et ettt se et et et nenre e 62
RESUIMIO ...ttt ettt et e st e e e st e e e st e e e enb e e e ebn e e enreennneeas 64
e 01 1 - Uo! AT PR RTOP 65
Lo INTFOAUGAO ... bbb bbb bbbt 66
2. Material € MELOTOS ......cviieeiece ettt sne e 68

2.1  Material biologico e condigcfes eXperimentais .........cccccvevverieiieeseereereseeseennens 68

2.2 Obtencdo dos OEs e caracterizagdo qUIMICA........c.coovrerererieene e 68

2.3 Toxicidade aguda dos OEs para T. absoluta em ensaio de aplicacéo topica ...... 69

2.4 Determinagéo das curvas de dose-resposta e tempo-resposta de OEs para T.
ADSOIULA. ... et e e ste e e naae e rae s 70

2.5 Efeitos de doses subletais de OEs nos parametros de historia de vida de T.absoluta

........................................................................................................................................... 70
2.6 ANALISES ESTALISTICAS .. .ovviveieesiicieeiieiee e 71
3. RESUITATOS. ...ttt sttt te et e et e ae e e nteere e te e nneennn 72
3.1. Caracterizagdo quimiCa d0S OES.......cccoceiiiiiiiiiicieeese e 72
3.2. Toxicidade aguda dos OEs para T. absoluta em ensaio de aplicacdo topica ..... 72
3.3. Determinacéo das curvas de dose-resposta e tempo-resposta de OEs para T.
101510 (U] = PRSPPSO 72

3.4. Efeitos de doses subletais de OEs nos parametros de historia de vida de T.absoluta

........................................................................................................................................... 73
4, DISCUSSAO ....c.veeveesieteste sttt etttk b bbb et e bbb bR et e b et b e e b e b e e st e b et nbe b be b e ans 74
ST O] o Tod (157 Lo J USSR PRSPORPRTN 77
B. RETEIENCIAS ... ot b bbbt b bbb neas 78
7. Legenda das FIQUIAS. .........coiiiiiiieie et 85

CONSIDERAGCOE FINAIS ...ttt 96



PRIMEIRA PARTE



11

INTRODUCAO GERAL
A producdo mundial de alimentos é afetada anualmente pelo ataque de inUmeros

insetos-praga. Dentre eles, algumas espécies destacam-se, como a lagarta-do-cartucho do
milho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) e a traca-do-tomateiro
Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae). Spodoptera frugiperda é
considerada praga-chave naregido das Américas pela capacidade em reduzir a produtividade
da cultura do milho (CRUZ, 1995; EARLY et al., 2018), podendo alimentar-se de mais de
350 espécies de plantas hospedeiras (GUO et al.,, 2022; MONTEZANO et al., 2018;
RWOMUSHANA, 2019). Além disso, o habito migratério, a capacidade de suportar
condicbes ambientais extremas por longos periodos e a grande capacidade reprodutiva, sao
caracteristicas que favorecem o alto poder destrutivo dessa espécie (DESNEUX etal., 2011;
HORIKOSHI etal., 2021; LOPINTO; VELLA; AGRO, 2022).

A traca-do-tomateiro € uma importante praga de solandceas e uma grande ameaca a
producdo mundial de tomate (BIONDI et al., 2018; DESNEUX et al., 2010, 2021). Esse
lepidoptero-praga tem de 10-12 geragdes por ano (NOZAD-BONAB et al., 2021), alta
capacidade reprodutiva e curto tempo de geracdo (BIONDI et al., 2018; DESNEUX et al.,
2010; GUEDES; PICANCO, 2012), e pode ocasionar perdas de até 100% de producdo
(BIRATU, 2018), devido as lagartas se alimentarem de folhas, flores, caules e frutos de
tomate (DESNEUX etal., 2010, 2011; YADAV etal., 2022).

O controle dessas importantes pragas em sistemas agricolas convencionais é realizado
principalmente pelo uso de inseticidas quimicos sintéticos (GUEDES et al., 2019; KUMAR
et al., 2022; YADAV et al., 2022). No entanto, existem inumeros relatos de populacdes de
S. frugiperda ou T. absoluta resistentes a diversos inseticidas (GUEDESet al., 2019; HADDI
et al.,, 2017; HADDI et al., 2012; LIRA et al., 2020; OKUMA et al., 2018; OMOTO et al.,
2016; VAN DEN BERG; DU PLESSIS, 2022). Além disso, a utilizacdo inadequada desses
compostos causa contaminagdo do ambiente, impacto negativo em inimigos naturais e
polinizadores, residuos nos agroecossistemas, ressurgimento de pragas secundarias e selecdo
de populacdes de pragas resistentes (CARNEIRO etal., 2022; SERRAOetal., 2022; SILVA
et al., 2022).

A selecdo de populacdes de pragas resistentes aos principais inseticidas sintéticos

utilizados demonstra a necessidade do desenvolvimento de novos produtos visando ao
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manejo das diferentes pragas agricolas. Os inseticidas botanicos tém recebido grande atencéo
devido a sua origem natural e a grande variedade de metabdlitos secundarios gque as plantas
apresentam (ACHEUK et al., 2022; KEDIA et al., 2015; VILLAFANE et al., 2011). Os
metabolitos secundarios de plantas sdo considerados promissores no controle de artropodes-
praga (SOMBRA et al., 2020); entre eles, os 6leos essenciais (OEs) tém recebido grande
atencdo em funcdo de seus efeitos letal e subletais sobre pragas (DEVRNJA;
MILUTINOVIC; SAVIC, 2022; GIUNTI etal., 2022; WALIA et al., 2017).

OEs séo compostos que podemreduzir o risco para a selecdo de populagdes de pragas
resistentes por causa de sua complexa composi¢cdo quimica, que pode influenciar sua
performance em funcdo dos diferentes sitios que atuam no corpo do organismo alvo e
também porque sdo capazes de provocar efeitos negativos nos artropodes pragas em
diferentes estagios de desenvolvimento (ACHEUK etal., 2022; CHAUDHARI etal., 2021).
Em adicdo, essas substancias sao rapidamente degradadas na natureza, sendo assim, os OEs
sdo geralmente considerados seguros para 0 ambiente e para a saide humana (GIUNTI et al.,
2022; ISMAN, 2006; PAVELA, 2016). Apesar dessas informagbes existentes, séo
necessarias pesquisas que busquem avaliar ndo somente o impacto dos OEs sobre as pragas,
mas também sobre 0s inimigos naturais, como exemplo aespécie Trichogramma pretiosum
(Riley, 1879) (Hymenoptera: Trichogrammatidae), importante parasitoide de ovos de pragas
que acometem diversas culturas no Brasil como milho, tomate, soja e brassicas (OLIVEIRA
etal., 2019; OLIVEIRA;RUAN,etal., 2020; RAKES et al., 2021). Além disso, T. pretiosum
é utilizado no controle biolégico de pragas em mais de 15 milhdes de hectares no mundo
(PONCE et al., 2022) e contribui para a reducdo da pressdo de selecdo de populacbes de
insetos, uma vez que € capaz de parasitar hospedeiros resistentes ou ndo aos pesticidas,
permitindo assim a preservacdo da eficacia de moléculas inseticidas (PONCE et al., 2022;
VAN LENTEREN et al., 2018).

Dentre as familias boténicas produtoras de OEs de interesse, se destacam as
Myrtaceae e Apiaceae, visto que incluem plantas aromaticas que estdo sendo exploradas
para a producdo de agroquimicos, em funcdo de que apresentam atividades antialimentar,
repeléncia, inseticida, fumigante e toxicidade de contato e ingestdo para muitas espécies de
insetos-praga  (EBADOLLAHI, 2013; DONNELL et al, 2016; NEGAHBAN;
MOHARRAMIPOUR; SEFIDKON, 2006). Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi
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avaliar o potencial inseticida dos OEs de Eugenia caryophyllus (Myrtaceae) e Foeniculum
vulgare var. dulce (Apiaceae), e de seus compostos majoritarios (E)-Anetol e cariofileno)
para o controle de S. frugiperda e sua seletividade fisiologica para o parasitoide de ovos T.

pretiosum, e dos OEs das mirtaceas Melaleuca alternifolia e Eucalyptus staigeriana para T.

absoluta.
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Resumo

Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuide) pode causar grandes perdas
econbmicas em varias culturas deimportancia agricola. Para seu controle temsido realizadas
multiplas aplicagBes de inseticidas quimicos sintéticos e 0 uso ndo adequado de plantas
geneticamente modificadas que tem promovido a selecdo de populagdes resistentes.
Avaliou-se a atividade inseticida dos 0leos essenciais (OEs) de Eugenia caryophyllus
(Myrtaceae) e Foeniculum vulgare var. dulce (Apiaceae) e de seus compostos majoritarios
para esse noctuideo e, adicionalmente, a seletividade fisioldégica para Trichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Os OEs e 0s compostos majoritarios
foram solubilizados em acetona e aplicados no dorso das lagartas por meio de microsseringa.
Os OEs de E. caryophyllus e F. vulgare foram téxicos para S. frugiperda. Por meio de
andlises cromatogréaficas verificou-se que 0s compostos majoritarios do OE de E.
caryophyllus foram eugenol (76,2%) e (E)-cariofileno (19,9%). Enquanto que para o OE de
F. vulgare var. dulce o (E)-Anetol foi o composto mais abundante e responsavel pela
atividade inseticida para S. frugiperda. Os OEs afetaram negativamente a duracdo da fase
larval e fecundidade, e também pardmetros demograficos de tabela de vida da praga. O OE
de E. caryophyllus foi toxico para T. pretiosum, enquanto o de F. vulgare var. dulce e seu
majoritario (E)-Anetol foram inofensivos para o parasitoide no periodo de ovo-larva e na fase
de pupa. Os OEs apresentam potencial para controle de S. frugiperda, sendo que o de F.
vulgare var. dulce e seu majoritario (E)-Anetol apresentam seletividade fisiologica para T.
pretisoum em sua fase imatura.

Palavras-chave: Zea mays. Lagarta-do-cartucho. Parasitoide. Inseticidas botanicos. Manejo.
Seletividade
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Abstract

Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) causes major losses in several crops
of agricultural importance. Control is carried out with multiple applications of synthetic
chemical insecticides and the use of genetically modified plants. However, the incorrect use
of both forms of control has led to the selection of insects resistant. Thus, the objective of
this study was to evaluate the insecticidal activity of essential oils (EO) and major compounds
of Eugenia caryophyllus (Myrtaceae) e Foeniculum vulgare var. dulce (Apiaceae) as an
alternative to control S. frugiperda. Additionally, the physiological selectivity for
Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) was evaluated. The EO
and major compounds were solubilized in acetone and applied to the back of the caterpillars
using a microsyringe. EO of E. caryophyllus and F. vulgare caused toxicity to S. frugiperda.
Chromatographic analysis revealed that the major compounds of E. caryophyllus were
eugenol (76.2%) and (E)-caryophyllene (19.9%). While the compound (E)-Anethole was the
most abundant and responsible for the insecticidal activity of F. vulgare. The EO negatively
affected the duration of the larval stage and fecundity, and also demographic parameters of
the life table of S. frugiperda. Regarding the effects on the natural enemy, EO of E.
caryophyllus was toxic to T. pretiosum, while F. vulgare var. dulce and (E)-Anethole were
harmless to the parasitoid in the egg-larvae period and in the pupal stage. The EO has the
potential to control S. frugiperda. F. vulgare var. dulce and the major (E)-Anethole stood out
due to the physiological selectivity for the immature phase of T. pretiosum.

Keywords: Zea mays; Fall armyworm. Botanical insecticides. Parasitoid. Management.
Selectivity
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1. Introducéo
A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:

Noctuidae) € um importante lepiddptero-praga que pode causar danos a mais de 300 espécies
de plantas, principalmente aquelas pertencentes as familias Poaceae, Asteraceae e Fabaceae
(Montezano etal. 2018). E considerada uma das principais pragas que acometem importantes
commodities agricolas nas Américas (Ashley et al. 1989; FAO 2018; Guo et al. 2022) ¢ ja foi
encontrada nos continentes Africano, Asiatico e na regido mediterranea da Europa (Goergen
et al. 2016; Lietal. 2020; Tay et al. 2022; EPPO 2023).

O método quimico tem sido uma das principais formas de controle de S. frugiperda,
mas devido a plasticidade genética da praga, alta fecundidade e principalmente a intensa
pressao de selecdo que € submetida, temocorrido a selecdo de populacdes resistentes desse
noctuideo aos principais inseticidas sintéticos aplicados para seu controle (Lira et al. 2020;
Zhao et al. 2020; Muraro et al. 2022). Além disso, 0 uso inadequado de inseticidas pode
reduzir populacbes de inimigos naturais, além de aumentar os riscos de contaminagdo
ambiental. Outro método de controle comumente usado sdo as plantas geneticamente
modificadas, todavia devido ao uso inadequado relatos de selecdo de populacdes resistentes
sdo recorrentes (Chandrasena et al. 2018; Amaral et al. 2020; Yang et al. 2022).

A busca por novas moléculas, com menor risco ambiental, esta sendo cada vez mais
acentuada, e neste contexto, 0s 0leos essenciais (OESs) de plantas estdo sendo cada mais vez
explorados visando ao controle dessa praga (Sombra et al. 2020; Lucia and Guzméan 2021,
Giunti et al. 2022). Os OEs constituem-se numa fonte abundante de substancias bioativas e
geralmente possuem baixa permanéncia no solo, baixa contaminacdo ao ambiente, podem
ser seletivos aos inimigos naturais e apresentam diferentes mecanismos de agéo, o que pode
retardar a selecdo de populacBes de organismos resistentes (Tangtrakulwanich e Reddy 2014,
Tembo et al. 2018; Chaudhari et al. 2021). Os metabdlitos secundarios presentes nos OEs
podem atuar como mecanismos de defesa contra insetos herbivoros (Isman et al. 2011;
Buentello-Wong et al. 2016; Walia et al. 2017). Em consequéncia, os OEs podem causar
toxidade aguda, repeléncia e/ou atracao, paralizacdo da alimentacéo e de oviposicdo doinseto
(Nerio et al. 2010; Isman et al. 2011; Jang et al. 2017). Como resultado de inlmeras pesquisas

nesta area, houve nos ultimos anos um aumento significativo na comercializacdo de
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inseticidas a base de OEs de plantas na América do Norte e Europa, € uma expansdo no
mercado na América Latina (Isman 2020; Acheuk et al. 2022).

Os OEs sdo encontrados em abundancia em plantas aromaticas. Aquelas pertencentes
a familia Myrtaceae (WFO 2022) estdo ganhando crescente interesse em programas de
manejo integrado de pragas (MIP), com destaque para a espécie Eugenia caryophyllus Tumb
(Myrtaceae), devido aos efeitos provocados como acdo ovicida, larvicida e adulticida;
atividade repelente; toxicidade fumigante e de contato (Ebadollahi 2013; Buentello-Wong et
al. 2016; Matos et al. 2020). Outra familia relevante é a Apiaceae que inclui plantas
aromaticas contendo importantes OEs que podem ser explorados de diferentes formas, como
por exemplo, no desenvolvimento de inseticidas botanicos (Spinozzi et al. 2021;
Kavallieratos et al. 2022; Thiviya et al. 2022). Os OEs de plantas desssa familia apresentam
eficiente acdo inseticida contra um grande nimero de espécies de insetos agricolas (Pavela
et al. 2017; Piri et al. 2020; Spinozzi et al. 2021). A espécie Foeniculum vulgare var. dulce
(Apiaceae) se destaca devido a seus constituintes quimicos serem efetivos contra insetos
(Zoubiri et al. 2014; Pavela 2016, 2018). No entanto, estudos que avaliaram o potencial dos
OEs de E. caryophyllus e F. vulgare var. dulce no controle de S. frugiperda sdo escassos.

Dentre os inimigos naturais de S. frugiperda, a espécie Trichogramma pretiosum
Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) contribui para a regulacdo dessa praga em
condigdes naturais, e também é o parasitoide mais comercializado para o controle da lagarta-
do-cartucho no Brasil (Parra e Coelho Jr 2022). Essa espécie € capaz de reduzir a populagao
desse noctuideo em lavouras de milho em cerca de 80% com consequente ganho de
produtividade de 19,4% (Figueiredo et al. 2015; Jin et al. 2021).

Em funcdo dosefeitos indesejaveis provocados por compostos quimicos sintéticos ao
ambiente e para organismos ndo-alvo, pesquisas que busquem alternativas de controle de
insetos-praga menos impactantes ao ambiente e que apreentem baixa toxicidade para
inimigos naturais devem ser estimuladas. Assim, a hipétese desse trabalho é que os OEs de
E. caryophyllus e F. vulgare var. dulce e seus compostos majoritarios sdo toxicos para S.
frugiperda e seletivos para T. pretiosum. Neste contexto, objetivou-se avaliar: i) a toxicidade
aguda dos OEs de E. caryophyllus e F. vulgare var. dulce para S. frugiperda; ii) avaliar a
composicdo quimica dos OEs; iii) determinar a toxicidade aguda dos compostos majoritarios

sobre S. frugiperda; iv) avaliar os efeitos de doses subletais dos OEs nos parametros de
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historia de vida de S. frugiperda e v) avaliar a seletividade dos OEs e do composto (E)-

Anetol para T. pretiosum.

2. Material e Métodos

2.1. Material bioldgico e condi¢des ambientais

Os insetos utilizados nos bioensaios foram obtidos da criacdo de manutencdo do
Laboratério de Ecotoxicologia e MIP (LEMIP), do Departamento de Entomologia da
Universidade Federal de Lavras, sob condi¢bes de25+2 ° C, UR 70 + 10% e fotofase de 12
h. As lagartas foram alimentadas com dieta artificial (Parra et al. 2002) e mantidas em
recipientes plasticos de 200 mL até atingir a fase de pupa. Em seguida, as pupas foram
transferidas para gaiolas de policloreto de vinilo (20 cm de didmetro x 20 cm de altura) para
emergéncia de adultos. As gaiolas foram fechadas na parte superior com tecido voile e
forradas internamente com papel sulfite que serviu de substrato para a oviposic¢ao. Os adultos
foram alimentados com solugé@o aquosa de mel a 10%. Os ovos foram coletados e mantidos
em placas de Petri de 15 cm de didmetro até a eclosdo das lagartas. As lagartas utilizadas em
todos os bioensaios foram obtidas da segunda postura dos adultos presentes na criacdo do
laboratério. A cada quatro meses, novos insetos adultos coletados em areas agricolas sem
aplicacdo de inseticidas foram incorporados a criacdo de laboratério para evitar endogamia.
Todos os bioensaios foram realizados em laboratério sob temperatura de 25 +2 ° C, umidade
relativa de 70 + 10% e fotofase de 12 h.

2.2. OEs e caracterizacdo quimica

Os OEs de E. caryophyllus e F. vulgare var. dulce foram obtidos no Laboratorio de
Quimica da Universidade Federal de Lavras — UFLA e foram caracterizados quanto a
composicdo quimica por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM).
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2.3. Toxicidade aguda dos OEs para S. frugiperda via aplicacdo topica

Os OEs de E. caryophyllus e F. vulgare var. dulce foram previamente solubilizados
em acetona e aplicados topicamente no dorso das lagartas de S. frugiperda com 72 h de idade
e 0,4 mm de comprimento, previamente alimentadas com dieta artificial, na dose de 120 ug
de OE/lagarta. Cada lagarta recebeu em seu dorso 1 pL da solugdo com auxilio de
microsseringa (Hamilton® 25 uL). O controle negativo foi constituido pelo solvente acetona,
visto que foi usado para diluicdo dos OEs. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com 60 repeticOes para cada tratamento, sendo cada uma formada por uma
lagarta disposta em tubo de vidro (8 cm x 2,5 cm) que continha um pedaco de dieta artificial
(1,5 cm x 1,5 cm). Avaliagdes do nimero de insetos mortos foram realizadas as 6, 12, 24,
36, 48 e 72 h apds as lagartas serem tratadas topicamente. O ensaio foi repetido duas vezes

em dias diferentes.

2.4. Determinacdo das curvas de dose-resposta e tempo-resposta

Os OEs foram previamente solubilizados em acetona. As doses empregadas foram
determinadas por progressdo aritmética em testes prévios, visando obter valores de
mortalidade que variassem de 20 e 90% (Finney 1971). O OEde E. caryophyllus foi aplicado
em lagartas nas doses de 30, 42, 60, 85 e 120 ug de OE/lagarta; enquanto o OE de F. vulgare
var. dulce foi usado nas doses de 30, 40, 55, 74 e 100 ug de OE/lagarta. Para comparar a
bioatividade dos OEs com a de um inseticida comercial, foi usado o ingrediente ativo (i.a.)
clorpirifés (pureza de 95%, Sigma-Aldrich®). O ingrediente ativo foi usado nas doses de
0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 pg de i.a./lagarta e foi previamente solubilizado em acetona. Cada
lagarta de S. frugiperda, com 72 h de idade, recebeu 1 pL da solucdo, conforme descrito
anteriormente (subitem 2.3). O controle negativo foi formado por somente acetona. O
delineamento foi o inteiramente casualizado com 100 repeticbes por tratamento. As
avaliagBes do numero de insetos vivos foram realizadas as 6, 12, 24, 36, 48 e 72 h ap0s
aplicacdo dos tratamentos para calcular o tempo letal mediano (TLso). Para o calculo dadose

letal 50 (DLso) foi utilizada a mortalidade dos insetos as 48 h da aplicagdo dos tratamentos.
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2.5. Efeitos dos compostos majoritarios dos OEs sobre S. frugiperda

Os efeitos dos compostos majoritarios eugenol e carofileno presentes no OE de E.
caryophyllus e de (E)-Anetol no OE de F. vulgare var. dulce foram avaliados sobre S.
frugiperda. A dose de cada composto foi determinada pela seguinte formula: D = DLso *
(T/100), onde D = dose do composto puro; DLso = dose letal do 6leo OE para matar 50% da
populacdo (subitem 3.3), e T = teor do composto presente no OE (subitem 3.4).

Os tratamentos utilizados consistiram no OE de E. caryophyllus (DLso = 54 ug de
OE/lagarta), e de seus componentes majoritarios eugenol (41,13 pg /lagarta) e (E)-cariofileno
(10,75 pg/lagarta); OE de F. vulgare var. dulce (DLso =41 pg de OE/lagarta) e do composto
majoritario: (E)-Anetol (34 pg/uL) (subitem 3.3). O controle negativo foi constituido pelo
solvente acetona, visto que foi usado para diluicdo dos tratamentos. Cada lagarta de S.
frugiperda recebeu 1 pL da solucdo, conforme descrito anteriormente (subitem 2.3). O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 60 repeticdes para cada
tratamento, conforme descrito anteriormente (subitem 2.3). A mortalidade dos insetos foi

avaliada as 6, 12, 24, 36, 48 e 72 h apos aplicacdo dos tratamentos.

2.6. Efeitos de doses subletais dos OEs nos paréametros de histéria de vida de S.
frugiperda

Os efeitos de doses subletais (DLso) dos OEs de E. caryophyllus (DLso = 54 g de
OE/lagarta) e F. vulgare var. dulce (DLso = 41 pg de OE/lagarta ), do inseticida clorpirifos
(controle positivo) (DLso = 0,03 pg de OE/lagarta) e da acetona (controle negativo) foram
avaliados sobre os pardmetros de historia de vida de S. frugiperda. Cada lagarta de S.
frugiperda, com 72 h de idade recebeu 1 pL da solucdo, conforme descrito anteriormente
(subitem 2.3).0 controle negativo foi formado por somente acetona. O delineamento foi o
inteiramente casualizado com 100 repeticdes por tratamento. A cada 3 dias um novo pedago
de dieta (1,5 cm x 1,5 cm), sem tratamento, foi oferecido as lagartas até alcancarem a fase
de pupa.

A sobrevivéncia, a duracdo dos instares e o tempo de desenvolvimento larval e pupal
dos insetos foram avaliados diariamente ap0s a aplicacdo dos OEs. Para avaliar os efeitos
dos OEs sobre adultos provenientes de lagartas tratadas, foram formados casais com

diferenca maxima de idade de 48 h, os quais foram individualizados em gaiola cilindrica de
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PVC (10 cm de altura x 10 cm de diametro). As gaiolas foram fechadas na parte superior
com tecido voile e forradas internamente com papel sulfite, que serviu de substrato para a
oviposi¢cdo. Osadultos foram alimentados com solucéo aquosa de mel a 10%. Os ovos foram
coletados e mantidos em placas de Petri de 10 cm de didmetro para a avaliacdo da
fecundidade. Avaliou-se também o periodo de oviposi¢cdo, fecundidade, sobrevivéncia e

longevidade de machos e fémeas (FO).

2.7. Seletividade fisiologica dos OEs e do composto majoritario (E)-Anetol para T.
pretiosum

2.7.1. Procedimentos gerais

Os insetos utilizados nos bioensaios foram obtidos a partir de uma populagcdo com
cerca de 100.000 espécimes de T. pretiosum advinda da empresa Koppert Biological
Systems, em Charqueada — SP e mantida no Laboratério de Ecotoxicologia e MIP (LEMIP)
em ovos de Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae).

Os tratamentos consistiram dos OEs de E. caryophyllus (92,6 pg/uL de acetona) e de
F. vulgare var. dulce (70 pg/uL de acetona); do componente majoritario (E)-Anetol (58
ug/uL de acetona); do ingrediente ativo clorpirifés (0,3 pg/uL de acetona) (controle
positivo); e do controle negativo, acetona. As doses utilizadas dos tratamentos
corresponderam aos valores de DLgo encontrados para S. frugiperda (subitem 3.3). A dose
do composto majoritario foi determinada pela seguinte formula: D = DLgo * (T/100), onde D
= dose do composto puro; DLgeo = dose letal do 6leo essencial para 90% da populagédo
(subitem 1.2.3), e T = teor do composto presente no 6Oleo essencial (subitem 3.1). Os

tratamentos foram solubilizados em acetona e por isto foi utilizada como controle negativo.

2.7.2. Seletividade dos OEs e de (E)-Anetol para fémeas adultas de T. pretiosum

Fémeas de T. pretiosum com até 12 h de idade foram individualizadas em tubos de
vidro (8 cm de altura x 2,5cm de didametro) contendo uma cartela de cartolina azul (5 cm de
comprimento e 0,5 cm de largura) com aproximadamente 125 ovos de E. kuehniella com até
24 h de idade. Os ovos antes de serem aderidos as cartelas por meio de goma arabica diluida

a 50% em &gua, foram inviabilizados sob lampada germicida por 45 minutos. As cartelas
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contendo os ovos de E. kuehniella foram imersas nas solugbes dos tratamentos por 5 s
(Carvalho et al. 2010) e mantidas em temperatura ambiente para eliminacdo do excesso de
solucdo das superficies dos ovos e, em seguida, cada cartela foi introduzida em tubo de vidro
contendo uma fémea do parasitoide. Os insetos foram alimentados por meio de goticula de
mel puro adicionada a parede de cada tubo.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 30 repeticdes, sendo cada
uma formada por uma fémea ou uma cartela contendo ovos parasitados. As 24 h de exposicdo
aos ovos tratados, as fémeas foram retiradas e individualizadas em novos tubos para
avaliagdo da longevidade. As cartelas contendo ovos parasitados foram mantidas nos tubos

para avaliar os numeros de ovos parasitados e de insetos emergid 0s.

2.7.3. Seletividade dos OEs e de (E)-Anetol para T. pretiosum em sua fase imatura

Foram utilizadas 30 cartelas por tratamento, sendo que cada uma recebeu cerca de
125 ovos de E. kuehniella contento o parasitoide no periodo de ovo-larva (0-24 h do
parasitismo), e nas fases de pré-pupa (72-96 h do parasitismo) e pupa (168-192 h do
parasitismo) (Consoli et al. 2001). As cartelas com os ovos do hospedeiro foram imersas nas
solugcdes com os tratamentos por um periodo de 5s. Apos evaporacao dosolvente, as cartelas
foram individualizadas em tubos de vidro (8 cm de altura x 2,5 cm de didmetro) e 0s mesmos
foram fechados com filme de polietileno. Foi adicionadana parede de cadatubo uma goticula
de mel puro para alimentagdo dos parasitoides emergidos.

O delineamento foi inteiramente casualizado com 30 repeticdes, sendo cada repeticdo
formada por uma fémea ou uma cartela contendo ovos parasitados. Ap6s a emergéncia
avaliou-se 0s nimeros de ovos parasitados e de insetos emergidos para caculos do percentual
de emergéncia e da porcentagem de reducdo na capacidade benéfica do parasitoide segundo
metodologia da IOBC (Hassan 1992; Costa et al. 2022).

2.8. Anélise dos dados obtidos
Os dados relativos a sobrevivéncia dos insetos, ao longo do tempo, foram analisados
por meio do estimador ndo paramétrico de Kaplan—Meier e submetidos ao teste de log-rank

por meio do pacote survival. As curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste de
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comparagdo multipla de pairwise. Foi estimado o tempo letal mediano (TLso) para cada
tratamento (subitens 3.2 e 3.3). Para determinar a dose letal 50 (DLso), os dados foram
submetidos a analise Logit, utilizando o pacote drc (Ritz et al. 2015) (subitem 3.3). Essas
analises foram realizadas por meio do programa estatistico R® (R Core
Team 2021).

O processamento da analise dos dados para confeccdo das tabelas de vida foi
realizado por meio do programa TWOSEX-MSCHART (Chi 2014; Chi et al. 2022). Os
parametros biolégicos avaliados foram a taxa de sobrevivéncia por idade-especifica (Sxj),
sobrevivéncia por idade-especifica (Ix), fertilidade por idade e fase de desenvolvimento (f),
fertilidade por idade-especifica (mx), maternidade por idade-especifica (Ixmx), expectativa de
vida por idade-especifica (exj), valor reprodutivo por idade-especifica (vxj), taxa reprodutiva
liquida (RO), taxa intrinseca de aumento (r), taxa finita de aumento (A) e tempo médio de
geracdo (T). Os parametros demogréaficos avaliados foram a taxa intrinsica de crescimento
(), taxa finita de crescimento (1), taxa de reproducdo basica (RO), tempo médio de geracdo
(T) e taxa bruta de reproducdo (GRR). As médias, variancias e erro padrdao dos parametros
foram comparados em pares entre os tratamentos pelo método bootstrap com 100.000
réplicas (Huang e Chi 2011) (subitem 3.5). A tabela de vida considera as médias dos
pardmetros de sobrevivéncia, expectativa de vidae fecundidade até o momento em que atinge
a idade x e estagio .

Os dados de numero de ovos parasitados e emergéncia de T. pretiosum foram
submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett para verificar os pressupostos de
normalidade e homocedasticidade. Como ndo assumiram distribuicdo normal, foram
ajustados ao GLM (Generalized Linear Models) pela melhor distribuicdo, poisson ou quase-
binomial”, e as médias foram comparadas por analise de contraste. Os dados referentes a
longevidade de fémeas de T. pretiosum foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e de
Bartlett para verificar os pressupostos de normalidade e homocedasticidade. Como néo
assumiram distribuicdo normal, foram analisados atraveés do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis (oo = 0,05) do pacote Agricolaec seguido por comparagdes em pares dos
ranking. Os dados de sobrevivéncia ao longo do tempo foram submetidos a andlise de
sobrevivéncia de Weibull, usando o pacote Survival. Apos selecionar 0 modelo matematico

mais adequado por meio da analise de residuos, foi realizada analise de contraste para
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verificar a semelhanca entre os tratamentos utilizados para formar grupos congéneres. A
porcentagem de reducdo (PR) na emergéncia de adultos foi calculada pela férmula: (1 -
emergéncia de adultos no tratamento/emergéncia de adultos no controle) x 100. A
classificacdo dos compostos foi realizada de acordo com membros da Organizagdo
Internacional para o Controle Bioldgico (IOBC): classe 1 = inofensivo (PR < 30%), classe 2
= levemente prejudicial (30% < PR < 80), classe 3 = moderadamente prejudicial (80% < PR
< 99) e classe 4 = prejudicial (PR > 99%) (subitens 2.6 ¢ 3.7) (Hassan 1992; Costa et al.
2022).

3. Resultados

3.1. Caracterizacdo quimica CG e CG-MS dos OEs
A analise quimica do 6leo essencial de E. caryophyllus indicou a presenca de seis
constituintes, sendo que os compostos majoritarios foram eugenol e (E)-Cariofileno. O OE

de F. vulgare var. dulce apresentou onze compostos quimicos, sendo (E)-Anetol o mais
abundante (Tabela 1).

3.2. Toxicidade aguda dos OEs para S. frugiperda via aplicacdo tdpica

Os OEs de E. caryophyllus e F. vulgare var. dulce causaram 100% de mortalidade de
lagartas de S. frugiperda na concentragdo de 120 pg/lagarta (x* = 268; d.f. =5; p<0,001). As
lagartas tratadas com o OE de E. caryophyllus apresentaram TL50 de 12 h, enquanto que
para o tratamento com o OE de F. vulgare var. dulce foi necessario o dobro do tempo para

causar 50% de mortalidade na populacdo (Figura 1).

3.3. Determinacéo das curvas de dose-resposta e tempo-resposta

Apos a aplicacdo dos tratamentos sobre lagartas de segundo instar de S. frugiperda,
verificou-se que o OE de E. caryophyllus foi 25% menos toxico que o de F. vulgare var.
dulce (Tabela 2). Os OEs de E. caryophyllus e F. vulgare var. dulce foram 1.800 e 1.360
vezes menos toxicos do que o clorpirifos.

Por meio da analise de sobrevivéncia das lagartas de S. frugiperda que receberam

diferentes doses do OE de E. caryophyllus, verificaram-se diferengas entre os tratamentos
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(x? = 422; d.f.=5; p=<0,005). Para as doses de 85 pg/uL e 120 pg/uL o TLso foi de apenas
24 h (Figura 2).

Houve reducdo na probabilidade de sobrevivéncia das lagartas de S. frugiperda
conforme o aumento das doses testadas do OE de F. vulgare var. dulce (y 2= 355; d.f.=5;
p=<0,005). Para doses acima de 55 pg/puL o TL50 foi de 24 h (Figura 3).

O ingrediente ativo clorpirifos foi toxico para as lagartas de S. frugiperda de forma
proporcional as doses aplicadas (y? = 202; d.f. = 5; p<0,001). Na dose de 10 pg/uL o TLso
foi de 24 h; enquanto que nas doses de 0,01; 0,1 e 1 pg/uL o TLso foi de 48 h. As
probabilidades de sobrevivéncia foram abaixo de 22% para as doses superiores a 0,01 pg de
l.a./uL (Figura 4).

3.4. Efeitos dos compostos majoritarios dos OEs sobre S. frugiperda

A analise de sobrevivéncia mostrou que houve diferenca entre os tratamentos (x° =
114; df =5; p< 0,001). Eugenol e (E)- Cariofileno ndo foram os responsaveis pela atividade
inseticida do OE de E. caryophyllus. Constatou-se que (E)-Anetol é o composto responsavel

pela atividade inseticida do OE de F. vulgare var. dulce (Figura 5).

3.5. Efeitos de doses subletais dos OEs nos parametros de histdria de vida de S.
frugiperda

Observou-se que os OEs aumentaram a duracdo do tempo da fase larval, sendo que a
maior média foi constatada no tratamento com 6leo de F. vulgare var. dulce. Quanto ao
periodo de ovo a pupa o OE de E. caryophyllus e o clorpirifés foram os tratamentos que
causaram maior reducdo. A longevidade dos adultos reduziu nos tratamentos com OEs.
Diferencas no ciclo de vida de fémeas e machos foram constatadas entre os tratamentos, com
reducdo no ciclo de vidade fémeas e machos quando os insetos foram submetidos ao 6leo de
E. caryophyllus e aumento desse parametro para 0s machos do tratamento com 6leo de F.
vulgare var. dulce (Tabela 3).

A taxa de sobrevivéncia idade-especifica (sxj) foi afetada negativamente pelos
tratamentos. Ambos OEs prolongaram o estagio de pupa e apresentaram menores valores de

(sxj) a partir doterceiro instar (Figura 6). Verificou-se que a expectativa de vida por idade-
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especifica (exj) decresceu com a idade no tratamento com acetona, sendo que nos demais
tratamentos houve um pico no 3° instar e posterior decréscimo ao longo do ciclo de vida
(Figura 7).

Constatou-se que a curva dataxa de sobrevivéncia por idade-especifica (Ix) decresceu
abruptamente em torno do5° dia de vida dos insetos em todos os tratamentos, exceto naquele
com acetona, onde a reducéo foi observada apenas no 35° dia do ciclo de vida. Verificou-se
que houve atraso da fertilidade por idade-especifica (fx) na primeira oviposicdo no
tratamento com OE de E. caryophyllus. O pico de oviposi¢do ocorreu ao final do ciclo no
tratamento com 6leo de F. vulgare var. dulce, sendo que esse 6leo também prolongou o
periodo reprodutivo (Ixmx) (Figura 8).

A fecundidade total e a efetiva foram afetadas negativamente pelos OEs, sendo que
0 OE de F. vulgare var. dulce causou maior reducao desses parametros bioldgicos. O dleo de
F. vulgare var. dulce reduziu também o tempo de oviposicdo (PPOA) e aumentou o periodo
de pré-oviposigdo total (PPOT). A menor fecundidade méxima diaria (FMD) foi observada
nos tratamentos com os OEs (Tabela 4).

Nos tratamentos a de E. caryophyllus e clorpirifés as fémeas atingiram o pico
reprodutivo por idade-especifica (vxj) no 31° dia do ciclo de vida, com os valores de vj de
842, 688 e 579 ovos, respectivamente. No tratamento com F. vulgare var. dulce o pico
reprodutivo ocorreu no 40° dia do ciclo e apresentou o valor vy de 407 ovos (Figura 9). Os
insetos tratados com 0s OEs apresentaram menores valores de taxa intrinseca de crescimento
(r), dataxa finita de crescimento (1) e dataxa reprodutiva liquida (R0). Somente o 6leo de F.
vulgare var. dulce reduziu a taxa bruta de reproducdo (GRR) em comparagdo com o0s insetos

tratados apenas com acetona (Tabela 5).

3.6. Seletividade dos OEs e (E)-Anetol para fémeas adultas de T. pretiosum

A longevidade das fémeas de T. pretiosum que entraram em contato com os ovos de
E. kuehniella que receberam os tratamentos foi afetada negativamente (y2 = 9,22; df =2;
p<0,001). O composto majoritario (E)-Anetol causou maior reducdo da longevidade dos
insetos em comparacdo com o tratamento formado apenas por acetona. No OE de E.
caryophyllus as fémeas parasitaram menos ovos em comparagdo aos demais tratamentos (F

=189,47; df =4; p<0,001). O percentual de emergéncia também foi afetado pelos tratamentos
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(F =15,9; df =2; p<0,001), com médias mais baixas para os tratamentos F. vulgare var. dulce
e (E)-Anetol em comparacdo com acetona. As fémeas que entraram em contato com oS 0vos
do hospedeiro tratados com clorpirifos e E. caryophyllus apresentaram longevidade de 1 dia;
sendo que nesses tratamentos ocorreu baixo parasitismo e nenhuma emergéncia da geracao
F1. Devido a auséncia de variabilidade para esses dois tratamentos, ndo foram incluidos na
analise estatistica. Referente a classificacdo dos compostos em funcdo da reducdo de
emergéncia (IOBC), F. vulgare var. dulce e (E)-Anetol foram classificados como
moderadamente nocivos (classe 3) e os tratamentos E. caryophyllus e clorpirifés foram

nocivos (classe 4) (Tabela 6).

3.7. Seletividade dos OEs e (E)-Anetol para T. pretiosum em sua fase imatura

Ocorreram diferencas entre os tratamentos quando ovos de E. kuehniella contendo os
parasitoides no periodo de ovo-larva (F =27,916; df =4; p <0,001), no estagio de pré-pupa
(F=38,974; df =4, p <0,001) e de pupa (F= 32,564= df =4; p <0,001foram tratados, sendo
que o OE de E. caryophyllus foi classificado como moderadamente nocivo (classe 3), e 0
composto majoritario do OE de F. vulgare var. dulce, (E)-Anetol, foi inofensivo (classe 1)
(Tabela 7).

4. Discussao

Neste estudo foi possivel comprovar que os OEs de F. vulgare var. dulce e E.
caryophyllus apresentam toxicidade aguda para S. frugiperda em ensaio de aplicacdo topica.
Pesquisas anteriores relataram a atividade inseticida de para Spodoptera spp. O efeito do OE
de Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae) foi avaliado sobre lagartas de S. frugiperda e
constatou-se mortalidade significativa (Cruz et al. 2017a). O efeito de ingestédo do OE de F.
vulgare foi avaliado para Spodoptera exigua (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidade) e
Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera: Noctuidade) e comprovou-se a atividade
antialimentar (Passara e Insung 2021; Passara et al. 2021). Referente ao OE de E.
caryophyllus, sdo escassoz os trabalhos de seus efeitos sobre noctuideos pragas.

O teor dos compostos encontrado no presente trabalho estd dentro do limite de

variacdo relatado por outros autores, sendo eugenol (76,8 -78%) e (E)-Cariofileno (6 — 17%)
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no OE de E. caryophyllus (Jirovetz et al. 2006; Fichi et al. 2007; Oussalah et al. 2007;
Buentello-Wong et al. 2016), e (E)-Anetol (68,3 — 77,7%) presente no OE de F. vulgare
(Diao et al. 2014; Zoubiri et al. 2014; Mota et al. 2015). Entretanto, varios fatores podem
afetar a composicdo quimica dos OEs, tais como condicdes climaticas e geograficas (Raal et
al. 2007; Souza et al. 2017); fatores abioticos como salinidade (Fiorini et al. 2020), altitude
e tipo de solo (Gherairia et al. 2022); estagio de crescimento das plantas coletadas (Zouari et
al. 2012), método de extracdo (Chiasson et al. 2001), diferentes variedades de plantas e ou
partes da planta que serdo utilizadas para extracdo do OE (Moreno et al. 2007).

No bioensaio de dose-resposta, as DLso estimadas para os OEs de E. caryophyllus e
F.vulgare var. dulce foram de 54,2 ug de OE/lagartae 41 ug de OE/lagarta de S. frugiperda.
O baixo valor de DLso para o inseticida clorpirifés 0,03 pg de i.a./lagarta evidencia que a
populacdo estudadando é resistente a um dos principais grupos de inseticidas usados para
seu controle. Apesar dos valores de DLso encontrados para os OEs de E. caryophyllus e F.
vulgare var. dulce serem maiores do que aquele detectado para o ingrediente ativo
clorpirifés, ao se observar os efeitos negativos causados pelos OEs nos parametros
demograficos do inseto, mostram que apresentam potencial para serem utilizados no manejo
de S. frugiperda. Ao comparar as DLso encontradas para outros OEs considerados
promissores para o controle desse lepiddptero-praga, observa-se que as DLsoestimadas para
OEs de E. caryophyllus e F. vulgare var. Dulce, no presente estudo, sdo menores do que as
estimadas para 0 OE de Ocimum basilicum L., 1753 (Lamiaceae), onde DLso = 480,00
(447,51-512,48 pg/lagarta) (Silva et al. 2017) e para o OE de Piper hispidinervum C. DC.
(Piperaceae) com DLso= 264,5 (207,40-324,50 ng/lagarta) (Lima et al. 2009), o que
demonstra o potencial desse OE no controle dessa praga.

No presente trabalho, as doses testadas dos compostos majoritarios do OE de E.
caryophyllus (DLso = 41,13 pg/lagarta para Eugenol e DLso = 10,75 pg/lagarta para (E) —
Cariofileno) nédo causaram mortalidade para S. frugiperda. Entretanto, alguns autores
atribuiram a propriedade inseticida do OE de E. caryophyllus em funcéo da presenca dos
compostos eugenol, acetato de eugenol e B-cariofileno (Raina et al. 2001; Cruz et al. 2014).
Hummelbrunner; Isman (2001) avaliaram os efeitos do eugenol para S. litura e verificaram
DLsode 65,5 png/lagarta, sendo constatado efeito antialimentar. Possivelmente, para a lagarta-

do-cartucho as doses do eugenol e (E)-Cariofileno utilizada no presente estudo tenha sido
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insuficente para causar efeitos negativos, ou outros compostos sdo o0s responsaveis pela acdo
inseticida sobre essa espécie, o que leva a novas perspectivas para avaliar 0s outros
constituintes ou suas combinacBGes sobre esse lepiddptero-praga. Em adicdo, compostos
botanicos podem ser mais bioativos para insetos quando em mistura do que quando isolados
(Piri et al. 2020) em funcdo das interagdes sinérgicas ou antagdnicas entre 0s componentes
estruturais presentes no OE (Akhtar et al. 2012; Afshar et al. 2017).

No presente estudo, a atividade inseticida do 6leo de F. vulgare var. dulce foi igual
a do seu constituinte majoritario (E) — Anetol. Dessa maneira, a atividade inseticida desse
OE ¢é possivelmente devido aacdo de seu constituinte majoritario. O efeito inseticida de (E)—
Anetol sobre Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae) foi
constatado no trabalho de Pavela (2014), onde foi verificado DLso de 18 pg/lagarta com
ocorréncia de toxicidade aguda. O efeito de (E) — Anetol também foi avaliado para lagartas
de S. litura por Hummelbrunner; Isman (2001), os quais encontraram DLso de 157,6
pg/lagarta e observaram efeito antialimentar.

Os efeitos de (E) — Anetol sobre artrépodes pragas sdo pouco conhecidos. Ding et al.
(2022) avaliaram como Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) respondia em nivel
molecular a atividade de (E) — Anetol e constataram efeito knockdown num gene
transportador ABC (ABCG4) e de um gene DnaJ (DnaJC1), que resultou em aumento da
taxa de mortalidade, o que indicou o envolvimento desses dois genes na susceptibilidade
desse afideo ao (E)-Anetol. A atividade de fumigacdo de (E) — Anetol foi avaliada para
Cryptolestes ferrugineus (Stephens, 1831) (Coleoptera: Laemophloeidae) (Wang et al. 2021)
e para Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae) (Olmedo et al. 2015). Os
autores concluiram que (E) — Anetol afetou negativamente a atividade da acetilcolinesterase
(AChE) no sistema nervoso desses besouros.

Os OEs de plantas ou de seus constituintes majoritarios podem atuar em diferentes
sitios sistema nervoso dos insetos, como na AChE, receptores de octopamina e canais de
cloro controlados por GABA (Lei et al. 2010; Tong e Coats 2012). Foi demonstrado que o
eugenol tem efeito inibitorio da AChE (Cruz et al. 2017b; Vargas-Méndez et al. 2019). A
AChE é uma enzima essencial para a hidrdlise daacetilcolina localizada nas células nervosas
e na sinapse neuromuscular (Dvir et al. 2010). Altas taxas de inibicdo da AChE impede a

interrupcdo da propagagdo do impulso nervoso e, desta forma, o sistema nervoso sofre
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estimulos sucessivos e descontrolados, com hiperatividade celular, levando o inseto a morte
(Rajashekar et al. 2014). Desta forma o0 modo de acdo de alguns OEs de plantas ou de seus
constituintes majoritarios é semelhante ao dos inseticidas organofosforados (clorpirifds) e
carbamatos, que sdo comumente utilizados no controle de S. frugiperda (Garlet etal. 2021ab,
Moshrefi Zenoozi et al. 2022).

No presente trabalho, (E)-Anetol foi considerado o composto majoritario do OE de
F. vulgare e causou reducdo na fecundidade (Tabela 4) e nos parametros demograficos de
S. frugiperda (Tabela 3) como taxa intrinseca de crescimento (r), taxa finita de crescimento
(A), taxa de reproducdo basica (RO) e taxa bruta de reproducdo (GRR). Estes resultados
assemelham-se a outros trabalos, como no de Cruz et al. (2017b) aonde o composto (E) —
Anetol reduziu a reproducdo de S. frugiperda com efeitos adversos provocados em suas
gbnadas. As lagartas apresentaram deficiéncia de nutrientes, com redugéo na fecundidade e
apoptose testicular nos adultos formados. Muitos componentes dos OEs interferem na
reproducdo, com reducéo da fertilidade e da fecundidade dos insetos, com destaque para
eugenol e (E)-Anetol (Yang et al. 2003 2009). Desta forma, pode-se observar que esse
composto além de causar efeito letal aos insetos, também provocou efeitos subletais. E
importante pesquisar os efeitos subletais de compostos naturais sobre as pragas devido ao
efeito de hormese que pode aparecer quando os insetos sdo expostos aos diferentes niveis
desses estressores (Guedes et al. 2009).

Com relagdo aos efeitos observados no presente trabalho sobre T. pretiosum, a
reducdo do parasitismo em ovos de E. kuehniella pode ser devido ao efeito de repeléncia
causada pela acdo combinada dos constituintes quimicos presentes nos OES, corroborando
com as informacGes de Bakkali et al. (2008). A fase imatura dos parasitoides geralmente esta
mais protegida dentrodo hospedeiro (Cénsoli et al. 2010); no entanto, os OEs podem penetrar
no ovo e atingir os parasitoides na fase jovem e causar mortalidade (Parreira et al. 2018,
2019; Sombra et al. 2022), como foi observado no presente estudo para o0 OE de E.
caryophyllus sobre T. pretiosum. Desta forma, sugere-se novos trabalhos em semicampo e

campo para avaliar a seletividade dos OEs sobre esses parasitoides.
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5. Concluséo

Os OEs de F. vulgare var. dulce e E. caryophyllus apesentam toxicidade aguda para
S. frugiperda. Quando usados em subdoses reduzem a duragéo da fase larval e fecundidade,
e também parametros demograficos de tabela de vida de S. frugiperda. O OE de E.
caryophyllus apresenta seis constituintes, sendo os majoritarios eugenol e (E)-Cariofileno.
O OE de F. vulgare var. dulce apresenta onze constituintes, sendo (E)-Anetol o mais
abundante e responsavel pela atividade inseticida para S. frugiperda. O OE de F. vulgare
var. dulce e seu majoritario (E)-Anetol sdo inofensivos para o parasitoide no periodo de ovo-
larva e na fase de pupa. Verificou-se que os OEs e o composto majoritario (E)-Anetol

apresentam grande potencial para 0 manejo de S. frugiperda.
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7. Legendas das figuras
Figura 1. Analise desobrevivéncia das lagartas de Spodoptera frugiperda que foram tratadas

com os Oleos essenciais de Eugenia caryophyllus e Foeniculum vulgare var. dulce via

aplicacéo topica.

Figura 2. Analise desobrevivéncia das lagartas de Spodoptera frugiperda que foram tratadas

com diferentes doses do 6leo essencial de Eugenia caryophyllus via aplicagdo tdpica.

Figura 3. Analise de sobrevivéncia das lagartas de Spodoptera frugiperda que foram tratadas

com diferentesdosesdo 6leo essencial de Foeniculum vulgare var. dulce via aplicagdo topica.

Figura 4. Anélise de sobrevivéncia das lagartas de Spodoptera frugiperda que foram tratadas

com diferentes doses do ingrediente ativo clorpirifés via aplicacdo tdpica.

Figura 5. Analise de sobrevivéncia das lagartas de Spodoptera frugiperda que foram tratadas
com os OEs de Foeniculum vulgare var. dulce e Eugenia caryophyllus, e dos majoritarios

(E)-Anetol e (E)-Cariofileno via aplicacdo topica.

Figura 6. Taxas de sobrevivéncia idade-especifica (sxj) de Spodoptera frugiperda nos
tratamentos acetona, Foeniculum vulgare var. dulce, Eugenia caryophyllus e clorpirifés. L1
= lagarta de 1° instar, L2 = lagarta de 2° instar, L3 = lagarta de 3° instar, L4 = lagarta de 4°

instar, L5 = lagarta de 5° instar e L6 = lagarta de 6° instar.

Figura 7. Expectativas de vida por idade-especifica (exj) de Spodoptera frugiperda nos
tratamentos acetona, Foeniculum vulgare var. dulce, Eugenia caryophyllus e clorpirifés. L1
= lagarta de 1° instar, L2 = lagarta de 2° instar, L3 = lagarta de 3° instar, L4 = lagarta de 4°

instar, L5 = lagarta de 5° instar e L6 = lagarta de 6° instar.

Figura 8. Taxas de sobrevivéncia por idade-especifica (Ix), fertilidade por idade e fase de

desenvolvimento (fx), fertilidade por idade-especifica (mx) e maternidade por idade-
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especifica (Ixmx) de Spodoptera frugiperda nos tratamentosacetona, Foeniculum vulgare var.

dulce, Eugenia caryophyllus e clorpirifos.

Figura 9. Valor reprodutivo por idade-especifica (vxj) de Spodoptera frugiperda nos
tratamentos com acetona, Foeniculum vulgare var. dulce, Eugenia caryophyllus e clorpirifds.
L1 = lagarta de 1° instar, L2 = lagarta de 2° instar, L3 = lagarta de 3° instar, L4 = lagarta de

40 instar, L5 = lagarta de 5° instar e L6 = lagarta de 6° instar.
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Tabela 1. Composicdo quimica dos 6leos essenciais de Foeniculum vulgare var. dulce

(Apiaceae) e de Eugenia caryophyllus (Myrtaceae).

_ Area (>5%)
N° Composto IR* Lit
F. vulgare E. caryophyllus

1 a-0 929 932 1,76 -

2 B-Pineno 972 974 0,48 -

3 B-Mirceno 986 988 0,55 -

4 a-felandreno 1002 1002 1,94 -

5 p-Cimeno 1020 1020 1,46 -

6 Limoneno 1024 1024 451 -

7 Eucaliptol/1,8-Cineolo 1026 1026 0,19 -

8 Fenchone 1083 1083 4,31 .

9 NI 1194 0,84 -
10 p-Anisaldeido 1250 1247 0,61 -
11 (E)-Anetol 1284 1282 83,35 -
12 Eugenol 1357 1356 - 76,18
13 (E)-Cariofileno 1411 1417 - 19,9
14 NI 1419 - 0,2
15 Aromandendrene 1440 1439 - 0,19
16 a-Humuleno 1444 1452 - 2,26
17 Acetileugenol 1523 1521 - 1,02

Total 100 99,75

* [ndice de retencéo relativo a série n-alcano (C8-C20)na coluna HP-5 MS em ordem de eluicio. Area (> 5%):

média da area relativa dos picos cromatograficosacima de 1%. NI: ndo identificado
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Tabela 2. Dose letalso e Dose letaloo dos dleos essenciais de Eugenia caryophyllus
(Myrtaceae) e Foeniculum vulgare var. dulce (Apiaceae), e do ingrediente ativo clorpirifos
para lagarta de Spodoptera frugiperda.

DLso (LS-LI)
(ng/lagarta)

DLoo (LS—-LI)

Tratamento n X2 P *b *e
(ng/nL)

E. caryophyllus 100 462,7 0,87 4,100 54,212 54,2(51,0-57,4) 92,6 (83,2 102,1)

F.vulgare var.dulce 100 498 0,94 3,160 40,942 41,0(38,5-433) 70(63,0-76,1)

Clorpirifos 100 452 0,94 0,974 0,028 0,03(0,02-0,04) 0,3(0,14-0,39)

Legenda: * “a”e "b" = sdo parametros da equacdo: f(x)=1/1+exp(b(log(x)-log(e)))
LS= limite superior; LI — limite inferior.

Tabela 3. Média (+ EP) do tempo de desenvolvimento dos estagios de vida e longevidade de
Spodoptera frugiperda submetida aos 6leos essenciais de Eugenia caryophyllus (Myrtaceae)
e Foenicullum vulgare var. dulce (Apiaceae), e clorpirifés quando lagartas com 72 h de idade

foram tratadas.

Estagio Acetona E.caryophyllus F. vulgare var. dulce Clorpirifos

[Period —g Média + EP N Média + EP N Média + EP N Média + EP
0/Sexo
Ovo 100 200+00a 100 2,00+000a 100 2,00+000a 100 2,00+0,00a
Tempo de Larval 95 1437+009¢c 41 1527+028b 24 1700£04la 33 15,91+ 0,48 b
desenvolvimento )

(dias) pPurS; 94 1,90+ 0,06 a 40 1,82 +0,09 a 24 2,12+0,164a 33 1,76 £0,10 a
Pupa 94  1107+012a 36 1125+019a 23 1165+03la 31 10,97+ 0,182
[?J’;a 94  3825+022a 36 3017+027c 23 3248+053b 31 30,03+0,30 ¢
LO”?dei‘;'s‘;ade Adulto 94 918+023a 36  756+043b 23  765+044b 31 845+033a
Fémeas 44  38,75+033a 13 38,15+07l1b 10  399+04la 15 38,73+ 0,55 a
Ciclo de vida* Machos 50  3828+030b 23 3748+056c 13 4031+054a 16 38,25+ 0,55 b
ac(;\l:cl)to 94 385+022b 36 37,72+044b 23  40,13+035a 31 38,48+ 0,32 b

As médias na mesma linha seguidas de letras diferentes diferem entre si (p <0,05). As diferencas entre 0s
tratamentos foram obtidas pormeio do teste Bootstrap pareado com 100.000 repeticoes.
N = nUmero de espécimes em cada estadio de desenvolvimento.

*Ciclo de vida total média para machose fémeas, em dias, apenaspara insetos que se tornaram adultos.
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Tabela 4. Média (£ EP) de parametros reprodutivos de adultos de Spodoptera frugiperda
desenvolvidos a partir de lagartas de segundo instar que foram expostas as DL so dos 6leos
essenciais das plantas e do clorpirifés.

. Acetona Eugenia caryophyllus Foeniculum vulgare Clorpirifos
Parametro var. dulce
N Média + EP N Média £ EP N Média + EP N Média + EP

Fecundidade total 44  1252.7+11495a 13 969.69+19194b 10 473.7+13144c 15 8304+16158b
Fecundidade efetva )\ 13,/ 27 191029a 11 11460+17839b 10 4737+13144c 13 958,15+16158b

O/F)*

Ovipcgsigé)o (dias) 41 3,88+0,25a 11 3,37+£0,52a 10 2,40+£0,48b 13 3,31+£0,58a
PPOA (dias) 41 3,32+0,14 a 11 3,00£0,40a 10 3,30+0,30a 13 3,37+£0,39a
PPOT (dias) 41 31,88 +0,20b 11 32,27 +0,38b 10 34,40+0,95a 13  32,54%0,57b
FMD (O/F) - 2779 - 819 - 456 - 1005
FMT (O/F) - 1557 - 1954 - 1479 - 2164

Fertilidade maxima diaria (FMD), fertilidade totalméxima (FMT), periodo de pré-oviposi¢do do adulto (PPOA)
e periodo de pré-oviposicao total (PPOT).

* Totalde fémeasque ovipositaram.

As médiasna mesma linha seguidas de letras diferentes s o significativamente diferentes (p <0,05).

As diferencasentre os tratamentos foram obtidas pormeio do teste Bootstrap pareado com 100.000 repeticoes.
(O/F) = ovospor fémea.

N = nimero de espécimes para cada parametro avaliado.

Tabela 5. Média (x EP) de parametros demograficos de Spodoptera frugiperda obtidos a
partir de lagartas de segundo instar que foram expostas as DL so dos tratamentos.

A £ Acetona Eugenia Foeniculum Clorpirifos
Parametro demografico caryophyllus vulgare var. dulce
Taxa intrinseca de crescimento (r) 0,19%+0,01a 0,14+0,010b 0,11+£0,010c 0,14+0,01b
Taxa finita de crescimento (1) 1,20+£0,01a 1,15+0,01b 1,11+0,01c 1,15+0,01b
Taxa de reproducéo basica (RO) 551,19+ 70,82a 126,06+ 40,48b 4737+£1893b  12456+37,89b
Tempo médio de geracgdo (T) 33,857+ 0,22a 3464+042a 36,19+ 124a 3426+ 0,49a
Taxa bruta de reproducéo (GRR) 685,1+93,64a 44531+ 129,00ab 324,66+ 153,92b 463,34+ 133,67 ab

As médias na mesma linha seguidas de letras diferentes diferem entre si (p <0,05). As diferencas entre os
tratamentos foram obtidas pormeio do teste Bootstrap pareado com 100.000 repeticoes.
N = nGmero de espécimes em cada estagio de desenvolvimento.
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Tabela 6. Média (+ EP) de longevidade das fémeas (dias), nUmero de ovos parasitados,
emergéncia (%), reducdo daemergéncia (%) e classificacdo toxicologica (IOBC)a partir de
fémeas de Trichogramma pretiosum submetidas ao contato com ovos de Ephestia kuehniella
tratados.

Longevidade N° ovos

Tratamento fémeas (dias)! parasitados? Emergéncia (%)®  RE(%)* Classe®
Acetona 9,1+t16a 182x25a 64,1x85a -

F.vulgare var. dulce 7,3+3,8ab 36+1,0c 12,1+5,0b 81,12 3
(E)-Anetol 54+42b 6,0£1,4b 11,7+5,0b 81,7 3

E. caryophyllus* - 0,5+0,1d - 100 4
Clorpirifés* - 54+05b - 100 4

*Devido & auséncia de variabilidade destes tratamentos, ndo foramincluidos na andlise estatistica.

IMédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-
Wallis (p >0,05).

2Médias seguidas pela mesma letra nascolunas nao diferem entre si de acordo com o teste X2 (p >0,05)
(GLM- Familia poisson).

3Médias seguidaspela mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste F (p >0,05) (GLM- Familia
quasibinomial).

4Percentual de redugdo na emergéncia de adultos (RE) = (1 - emergéncia de adultos no
tratamento/emergéncia de adultos no controle) x 100 (Carmo et al. 2010).

5Classificacédo de toxicidade de acordo com a Organizacéo Internacional para Controle Bioldgico (I0BC):
classe 1 = inofensivo (ER < 30%), classe 2 = levemente nocivo (30% < ER < 80), classe 3 = moderadamente
nocivo (80% < ER < 99) e classe 4 = nocivo (ER > 99%) (Hassan 1992; Costa etal. 2022).

Tabela 7. Médias (+ EP) de emergéncia (%), reducdo da emergéncia (%) e classificacao
toxicoldgica (I0BC)quandoovos de Ephestia kuehniella contendo Trichogramma pretiosum
no periodo de ovo-larva e nas fases de pré-pupa e pupa foram tratados com 6leos essenciais
de Foenicullum vulgare var. dulce, (E)-Anetol, Eugenia caryophyllus e clorpirifés.

Ovo-larva Pré-pupa Pupa
Tratamento Emergénci RE! Class Emergénci RE! Class Emergénci RE! Class
a (%) (%) g2 a (%) (%) g2 a (%) (%) g2
Acetona 67,3+48a - - 744+65a - 782+40a -
F.vulgarev.dulce 50,1+6,1a 255 1 618+6,2a 16,9 1 512+6,4b 345 2
(E)- Anetol 59,1+57a 122 1 602+68a 19,1 1 726+54a 7.2 1
E. caryophyllus 98+45b 854 3 33+13b 956 3 31+12c 96,1 3
Clorpirifos * 26+19b 96,1 3 34+21b 954 3 - 100 4

Devido a auséncia de variabilidade do tratamento clorpirifés na fase de pupa, ele ndo foi incluido na anélise
estatistica.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si de acordo com o Teste F (p >0,05) (GLM-
Familia quasibinomial).

! Percentual de reducdo na emergéncia de adultos (RE) = (1 - emergéncia de adultosno tratamento/emergéncia
de adultosno controle) x 100.

2 Classificacdo de compostos de acordo com a Organizacdo Internacional para Controle Biolégico (I0OBC)
*classe 1 = inofensivo (ER < 30%), classe 2 = levemente nocivo (30% < ER < 80), classe 3 = moderadamente
nocivo (80% < ER < 99), classe 4 = nocivo (ER >99%) (Hassan 1992, Costa etal. 2022).
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Resumo

A traca-do-tomateiro Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) é um importante
artrépode-praga de solanéceas, sendo considerada praga-chave do tomateiro. Tuta absoluta
apresenta rapida disperséo, dificil controle e populagdes resistentes aos principais inseticidas
sintéticos. Nesse cenario, pesquisas com 0leos essenciais (OES) sdo indispensaveis para o
desenvolvimento de novas alternativas de controle. Para isso, objetivou-se avaliar a atividade
inseticida dos OEs de Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) e Eucalyptus staigeriana
(Myrtaceae) para T. absoluta. Os tratamentos foram solubilizados em acetona e aplicados no
dorso das lagartas por meio de microsseringa. Constatou-se que os OEs de M. alternifolia
(DLso= 76,5 pg/lagarta) e E. staigeriana (DLso = 78,5 pg/lagarta) afetaram negativamente a
duracdo da fase de pupa, longevidade e os parametros demograficos de T. absoluta. As
andlises cromatogréaficas revelaram a presenca de 19 compostos na espécie M. alternifolia,
sendo 4-terpineol (42,2 %), y-terpineno (22,1%) e o- terpineno (10,4%) os mais abundantes.
Por outro lado, a espécie E. staigeriana apresentou 25 constituintes, sendo que 0s compostos
limoneno (27,3%), geranial (13,8%) e neral (9,9%) os mais abundantes. Osresultados obtidos
demonstram o potencial inseticida dos 6leos de M. alternifolia e E. staigeriana no controle
deT. absoluta. Alémdisso, ressalta-se a necessidade de trabalhos futuros avaliando os efeitos
individuais dos compostos majoritarios.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, traca-do-tomateiro, , 6leos essenciais, MIP
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Abstract

The tomato leafminer Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) is an important
arthropod pest of solanaceous plants, being considered a key pest of tomato plants. Tuta
absoluta has rapid dispersion, difficult control and populations resistant tothe main synthetic
insecticides. In this scenario, research with essential oils (EO) is indispensable for the
development of new control alternatives. For this, the objective was to evaluate the
insecticidal activity of OE from Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) and Eucalyptus
staigeriana (Myrtaceae) against T. absoluta. The treatments were solubilized in acetone and
applied to the back of the caterpillars using a microsyringe. The EOs of M. alternifolia (LDso
= 76.5 pg/caterpillar) and E. staigeriana (LDso = 78.5 pg/caterpillar) negatively affected the
duration of the pupa stage, longevity and the demographic parameters of T. absoluta.
Chromatographic analyzes revealed the presence of 19 compounds in the M. alternifolia
species, with 4-terpineol (42.2%), y-terpinene (22.1%) and a-terpinene (10.4%) being the
most abundant. On the other hand, the specie E. staigeriana presented 25 constituents, with
the compounds limonene (27.3%), geranial (13.8%) and neral (9.9%) being the most
abundant. The results obtained demonstrate the insecticidal potential of M. alternifolia and
E. staigeriana oils in the control of T. absoluta. In addition, the need for future study
evaluating the individual effects of major compounds is highlighted.

Keywords: Solanum lycopersicum, tomato pinworm, essential oils, IPM
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1. Introducéo
A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), originaria

da América do sul (Garcia e Espul 1982), é uma importante praga de solanaceas sendo
considerada como uma grande ameaca a producdo mundial de tomate (Desneux et al. 2010;
2021) e esta presente em mais de 90 paises (EPPO, 2023). Pode causar perdas significativas
de producdo de solanéceas, variando de 50 a 100% (Biratu 2018; Mahlangu et al. 2022) em
funcdo de diversas caracteristicas bioldgicas como alta capacidad e reprodutiva, ocorréncia
de varias geragdes por ano e o curto tempo de cada geracdo (Desneux et al. 2010; Guedes
and Picango 2012; Biondi et al. 2018).

Com a rapida expansao desse lepiddptero-praga em solanaceas em todo 0 mundo,
houve aumento expressivo do uso de inseticidas sintéticod em lavouras de tomate, de 10 a
12 aplicacOes para mais de 30 aplicacdes por periodo de cultivo (Guedes e Siqueira 2012). O
uso indiscriminado de inseticidas quimicos sintéticos levou a rapida selecdo de populacGes
de T. absoluta resistentes a muitos grupos quimicos (Guedes et al. 2019), como
organofosforados, piretroides e diamidas (Haddiet al. 2012, 2017; Guedeset al. 2019). Além
disso, inseticidas podem causar impactos negativos em inimigos naturais, contaminagédo do
ambiente e possibilitar o ressurgimento de pragas secundarias (Silva et al. 2011; Biondi et al.
2013; Roditakis et al. 2013). Em funcdo desses efeitos indesejaveis dos inseticidas sintéticos,
pesquisas que busquem alternativas de controle daT. absoluta devem ser estimuladas e, neste
contexto, existe uma crescente demanda pelo desenvolvimento de produtos botanicos para o
controle dessa praga (Sola et al. 2014; Soares et al. 2019; Salazar et al. 2022).

Estd bem estabelecido que os produtos boténicos ndo apenas matam artropodes
pragas, mas também afetam seu comportamento, desenvolvimento, reproducéo e interferem
em suas vias metabdlicas (Isman 2006; Tak e Isman 2016). Além disso, os inseticidas
naturais sao considerados produtosecologicamente corretos e facilmente degradaveis (Mossa
2016; Nollet e Rathore 2017); estdo disponiveis em grandes quantidades e a um custo
razoavel;, muitos podem apresentar diversos mecanismos de acdo ainda inexplorados
(Acheuk et al. 2022). Entretanto, apesar do grande nimero de 6leos essenciais (OESs) testados
contra insetos-praga, apenas alguns foram avaliados contra a traga-do-tomateiro (Soares et
al. 2019).
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Neste contexto, o uso de OEs é uma alternativa que se enquadra de forma adequada
a programas de manejo integrado de pragas (MIP), visto que apresentam potencial como
controladores de pragas e sdo abundantes em substancias bioativas (Bibiano et al. 2022). Em
adicdo, os OEs geralmente possuem baixa contaminacdo do ambiente, baixa permanéncia no
solo e reduzem as chances de selecdo de organismos resistentes por apresentarem diferentes
mecanismos de acdo (Chaudhari et al. 2021). Os OEs de plantas sdo comumente misturas
complexas de terpenoides, e a atividade bioldgica parece, em geral, ser resultado da sinergia
entre os constituintes (Tak e Isman 2015). Dentre esses efeitos observados sobre T. absoluta,
constatou-se mortalidade (Ngongang et al. 2022), repeléncia (Essoung et al. 2020) e inibi¢&o
daoviposigéo (Yarou etal. 2018).

Os OEs das plantas da familia Myrtaceae representam uma classe de metabdlitos
secundarios volateis contendo terpenos e compostos aromaticos como componentes
principais (Nouri-Ganbalani et al. 2016). Estas plantas estdo ganhando crescente interesse
em programas de MIP devido aos efeitos provocados como agdo ovicida, larvicida e
adulticida; atividade repelente; toxicidade fumigante e de contato (Ebadollahi 2013). Dentre
as espécies com atividade inseticida, destaca-se E. staigeriana M. alternifolia. Diversos
trabalhos salientaram a acdo inseticida do OE de E. staigeriana, como efeito nocivo na
oviposicdo e emergéncia de Zabrotes subfasciatus (Both, 1833) (Coleoptera: Bruchidae) e
Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae) (Brito et al. 2006); sobre a
sobrevivéncia das fases de ovo, larva e adulta de Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912)
(Diptera: Psychodidae) (Maciel et al. 2010); repeléncia para C. maculatus (Gusmao et al.
2013) e para Sitophilus zeamais (Mots, 1885) (Coleoptera: Curculionidae) (Aradjo et al.
2019); sobre parametros reprodutivos de Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Cruz et al. 2017), dentre outros. A toxicidade de M. alternifolia também foi
comprovada sobre S. zeamais com acdo fumigante (Liao et al. 2016); repeléncia e
mortalidade por contato para Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae)
(Chohan et al. 2018); efeito antialimentar para Helicoverpa armigera (Hibner, 1809)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Liao et al. 2017) e para Spodoptera littoralis (Boisaduval, 1833)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Ismail et al. 2022), além de outros trabalhos. No entanto, estudos

que avaliaram o potencial desses OEs no controle de T. absoluta ainda sdo escassoz. Assim,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Psychodidae
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as espécies utilizadas para este estudo, possuem substancias ativas com potencial para o
controle da traca-do-tomateiro.

Em funcdo dos efeitos negativos provocados por inseticidas sintéticos ao ambiente,
pesquisas que busquem alternativas de controle de insetos-praga devem ser incentivadas.
Desta forma, estudoscom 6leos essenciais de plantas devem ser realizados para determinacao
de seu potencial no controle da traca-do-tomateiro. Neste contexto, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar quimicamente os OEs de E. staigeriana e M. alternifolia e avaliar

seu potencial no controle de T. absoluta.

2. Material e métodos
2.1 Material bioldgico e condicbes experimentais
Ovos e lagartas de T. absoluta foram coletadas em plantas de tomate cultivadas junto
ao Campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e em lavoura da empresa Agroteste
Ltda(21°12’ S, 45°03” W). ApoOs a coleta, os insetos foram transferidos para gaiolas acrilicas
(60 x 30 x 30 cm), contendo ramos de tomate Solanum lycopersicum cv. Santa Clara para
alimentacdo. Apds a emergéncia dos adultos, cerca de 500 insetos foram coletados e
colocados em uma nova gaiola contendo ramos de tomateiro que serviram como substratos
de oviposi¢cdo. Os ramos contendo os ovos foram removidos a cada quatro dias e colocados
em gaiolas acrilicas para manutencdo da criacdo em laboratdrio, visando fornecer insetos
para os bioensaios. Os adultos foram alimentados com solugéo aquosa de mel (1:1) por meio
de algoddo umedecido colocado no interior da gaiola. A partir dasegunda geracao, lagartas
desegundo instar e de mesma geracao foram utilizadas nos bioensaios que foram conduzidos

sob temperatura de 24 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12 h.

2.2 Obtencéo dos OEs e caracterizacdo quimica

Os OEs das mirtaceas M. alternifolia e E. staigeriana foram adquiridos da Empresa
Ferquima IndUstriae Comércio Ltda., Vargem Grande Paulista, S&o Paulo - Brasil. De acordo
com as informacdes obtidasdessa empresa a extracdo dos OEs foi feita por destilacdo a vapor
das folhas. Os OEs adquiridos foram submetidos as andlises quimicas quantitativas e
qualitativas de acordo com a metodologia descrita por Castro et al. (2022). Os OEs foram

diluidos separadamente em acetato de etila (1%, v/v) e injetados automaticamente no
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cromatografo usando um volume de inje¢ao de 1,62 ul. em modo split na raz&o de injecdo
de 1:50. Empregou-se coluna capilar de silica fundidaHP-5MS (30 m de comprimento x 250
pm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). Hélio foi
utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL/min; as temperaturas do injetor e do
detector foram mantidas em 250°C e 300°C, respectivamente. A temperatura inicial do forno
foi de 60 °C com uma rampa de temperatura de 3°C/min até 240 ° C, seguida por rampas de
5°C/min até 120°C e 2°C/min até 160°C, finalizando com uma rampa de 10°C/min até 280°
C. Asconcentragdes dosanalitos foram expressas pela média da porcentagem de &rea relativa
dos picos cromatograficos + desvio padréo.

Asanalises qualitativas foram realizadas em Cromatégrafo Agilent® 7890A acoplado
a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Technologies, Califérnia,
EUA), operado por ionizagdo de impacto eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma
velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisicdo de massas de 40-400 m/z. As condicdes
operacionais foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC. Os constituintes
quimicos foram identificados por comparacdo dos seus indices de retencéo relativos a co-
injecéo de uma solucéo padréo de n-alcanos (Cs-Czo) e/ou por comparagéo dos espectros de
massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NIST 2008) e de literatura (Adams
2007). Os indices de retencdo foram calculados usando a equacdo de van den Dool & Kratz
(1963) e para as atribui¢bes foram consultados indices de retencdo descritos em literatura
(Adams 2007).

2.3 Toxicidade aguda dos OEs para T. absoluta em ensaio de aplica¢éo topica

Os OEs de M. alternifolia e E. staigeriana foram diluidos previamente em acetona e
aplicados topicamente no dorso das lagartas de segundo instar de T. absoluta na dose de 120
ug /lagarta. Cada lagarta recebeu 1 pL da solu¢do em seu dorso usando uma microsseringa
(Hamilton® 25 uL). Os insetos do controle negativo foram tratados apenas com acetona. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com 60 repeticdes por tratamento, sendo
cada uma formada por uma lagarta disposta em placa de Petri de 5 cm de didmetro contendo
um foliolo de planta de tomate S. lycopersicum cv. Santa Clara para alimentacdo dos insetos.
Sob o foliolo foi colocado um pedago de papel-filtro umedecido em &gua destilada para

manter sua turgidez. As avaliacdes de mortalidade das lagartas foram realizadas as 6, 12, 24,
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36, 48 e 72 h apobs a aplicacdo dos tratamentos, com auxilio de microscépio estereoscdpico

(40x). O ensaio foi repetido duas vezes em dias diferentes.

2.4 Determinacéo das curvas de dose-resposta e tempo-resposta de OEs para T.
absoluta
O OE de M. alternifolia foi aplicado nas lagartas de T. absoluta nas doses de 30, 40,

55, 74 e 100 pg/lagarta e o OE de E. staigeriana foi empregado nas doses de 50, 62, 78, 97
e 120 pg/lagarta. Essas doses foram determinadas por progressao aritmetica em testes
prévios, visando obter porcentagens médias de mortalidade entre 20 a 90% (Finney 1971). O
controle negativo foi formado por somente acetona. Os tratamentos foram aplicados
topicamente no dorso das lagartas de segundo instar de T. absoluta conforne descrito no
subitem 2.3. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com 60 repeti¢des por

tratamento.

2.5 Efeitos de doses subletais de OEs nos parametros de historia de vida de T.absoluta
Para 0 bioensaio de tabela de vida, cerca de 200 casais de adultos de T. absoluta com
cerca de 72 h da emergéncia foram mantidos em gaiolas de acrilico (60 x 30 x 30 cm)
contendo plantas de tomateiro cv. Santa Clara (15 cm de altura) por 48 h para oviposicdo. As
plantas foram observadas diariamente para verificar o aparecimento de lagartas de 2° instar,
quando foram retiradas com o auxilio deum pincel e submetidas a aplicacdo dos tratamentos.
Os OEs foram empregados em doses equivalentes a DL50 estimada (subitem 3.3). Os
tratamentos foram constituidos por acetona (controle negativo); M. alternifolia (76,5 pg do
OE/lagarta) e E. staigeriana (78,5 pg do OE/lagarta). Os tratamentos foram aplicados no
dorso das lagartas com auxilio de microsseringa (Hamilton® 25 pL), conforme descrito
anteriormente (subitem 2.3). Em seguida, as lagartas foram individualizadas em placas de
Petri (2 cm de altura x 5 de diametro) e alimentadas a cada 72 h com foliolos de plantas de
tomate que continham seus peciolos envoltos em algoddo umedecido e inserido em um
microtubo. Todas as placas foram vedadas com plastico filme de PVC que apresentavam
pequenos furos para permitir a troca gasosa e estabilizacdo da umidade. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos e 100 repeticoes,

sendo cada uma formada por uma placa de Petri com uma lagarta de 2° instar tratada A
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duragdo dos instares, a sobrevivéncia larval e pupal, e duracdo larval e pupal dos insetos
foram avaliados diariamente ap0s a aplicacdo tépica dos OEs.

Para avaliar os efeitos dos 6leos em adultos provenientes de lagartas tratadas, foram
formados casais com adultos recém-emergidos, e com no maximo 48 h deidade, para avaliar
a sua reproducéo e longevidade. Cada casal foi acondicionado em uma placa de Petri (2 cm
de altura x 15 cm de diametro) coberta com filme plastico de PVC com pequenos orificios
feitos com alfinete entomoldgico para evitar a fuga de insetos e possibilitar a troca gasosa.
Cada placa de Petri continha um pedaco de algod&o umedecido com solugdo 1:1 de mel e
agua e uma muda de tomate (com 5 foliolos) com seu caule envolto em algoddo umedecido
e colocado em um microtubo Eppendorf®, que serviu de substrato para a oviposicdo. Dessa
forma, foram avaliados o periodo de oviposicdo, a sobrevivéncia, a longevidade de machos

e fémeas, e a fecundidade.

2.6 Anélises estatisticas

Os dados referentes a toxicidade aguda de 6leos essenciais foram submetidos aos
testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett para verificar os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade. Como ndo assumiram distribuicdo normal, foram ajustados ao GLM
(Generalized Linear Models) (subitem 3.2).

Os dados relativos a sobrevivéncia dos insetos, ao longo do tempo, foram analisados
por meio do estimador ndo paramétrico de Kaplan—Meier e submetidos ao teste de log-rank
por meio do pacote survival. As curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste de
comparacdo multipla de pairwise. Foi estimado o tempo letal mediano (TLso) para cada
tratamento (subitem 3.3). Para determinar a dose letal 50 (DLso), os dados foram submetidos
a analise Logit, utilizando o pacote drc (Ritz et al. 2015) (subitem 3.3). Essas analises foram
realizadas usando o programa estatistico R®(R Core Team 2021).

O processamento da analise dos dados para confecgdo das tabelas de vida (subitem
3.4) foi realizado por meio do programa TWOSEX-MSCHART (Chi 2014; Chi et al. 2022).
Os parametros biolégicos avaliados foram a taxa de sobrevivéncia por idade-especifica (Sxj),
sobrevivéncia por idade-especifica (Ix), fertilidade por idade e fase de desenvolvimento (fx),
fertilidade por idade-especifica (mx), maternidade por idade-especifica (Ixmx); expectativa de

vida por idade-especifica (exj); valor reprodutivo por idade-especifica (vyj), taxa reprodutiva
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liquida (RO), taxa intrinseca de aumento (r), taxa finita de aumento (A) e tempo médio de
geracdo (T). As médias, variancias e erro padréo dos parametros foram comparados em pares
entre os tratamentos pelo método bootstrap com 100.000 réplicas (Efron e Tibshirani 1994).
A tabela de vida considera as médias dos parametros de sobrevivéncia, expectativa de vidae
fecundidade até 0 momento em que atinge a idade x e estdgio j. As diferencas entre
tratamentos foram analisados por meio do teste de bootstrap pareado com nivel de

significancia de 5%.

3. Resultados

3.1. Caracterizacdo quimica dos OEs

A anédlise quimica do OE de E. staigeriana indicou a presenca de vinte e cinco
constituintes, sendo que os principais compostos foram limoneno, neral e geranial. O OE de
M. alternifolia apresentou 19 compostos quimicos, sendo a-Terpineno, y-Terpineno e 4-

Terpineol os compostos majoritarios (Tabela 1).

3.2. Toxicidade aguda dos OEs para T. absoluta em ensaio de aplicacéo topica

OsOEsde M. alternifolia e E. staigeriana causaram 100% de mortalidade de lagartas
de T. absoluta na dose de 120 pg/lagarta. O TLso para ambos os OEs foi de apenas 6 h.
Destaca-se apés 36 h apos a aplicagdo, 100% dos insetos estavam mortos (y?= 183; d.f.=2;
p=<0,001) (Figura 1).

3.3. Determinacdo das curvas de dose-resposta e tempo-resposta de OEs para T.
absoluta
Apos aplicacdo dos OEs sobre lagartas de segundo instar de T. absoluta, verificou-se

que o OEs de E. staigeriana e M. alternifolia apresentaram valores de DLso e DLoo
semelhantes (Tabela 2).

Foi constatado aumento na mortalidade das lagartas de acordo com o incremento na
dose do OE de M. alternifolia aplicado nas lagartas de T. absoluta (y 2 = 223; d.f.=5;p
<0,001). A maior dose, 100 pg/pL apresentou TLso de 48 h (Figura 2).
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Quando as lagartas de T. absoluta foram submetidas a aplicacdo de diferentes doses
do OE de E. staigeriana houve diferenca entre os tratamentos (y 2 = 242; d.f=5; p<0,001).
Para a maior dose (120 pg/pL) o TLso foi de 24 h (Figura 3).

3.4. Efeitos de doses subletais de OEs nos parametros de historia de vida de T. absoluta

Observou-se que o OE de M. alternifolia reduziu o tempo de desenvolvimento das
lagartas no terceiro e quarto instares quando comparado com 0s demais tratamentos, e
aumentou a duracdo da fase de pupa em comparacdo com o controle acetona. O OE de E.
staigeriana reduziu a longevidade dos adultos provenientes de lagartas de segundo instar
tratadas. O OE de M. alternifolia diminuiu o ciclo de vida de fémeas e 0 de E. staigeriana
prolongou esse parametro bioldgico; a longevidade dos adultos reduziu nos tratamentos com
0Oleos essenciais (Tabela 3).

O periodo de oviposi¢do aumentou no tratamento com 6éleo de E. staigeriana, sendo
gue os demais parametros ndo foram afetados pelos tratamentos (Tabela 4). A taxa de
sobrevivéncia idade-especifica (sxj) foi afetada pelos tratamentos. Ambos OEs prolongaram
0 quarto instar, o estagio de pupa e apresentaram reducdo de sobrevivéncia dos adultos
(machos e fémeas) (Figura 4).

Observou-se que a expectativa de vida por idade-especifica (exj) decresceu com o
tempo e foi de forma continua no tratamento com acetona. Entretanto, houve oscilagdes ao
longo do ciclo nos demais tratamentos (Figura 5).

Verificou-se que a curva dataxa de sobrevivéncia por idade-especifica (Ix) decresceu
a partir do 6° ao 9° dia de vida dos insetos nos tratamentos com OEs. No entanto, no
tratamento com acetona esse decréscimo foi observado mais tardiamente no 28° dia do ciclo
de vida. Constatou-se que ocorreu atraso e menor pico da fecundidade por idade-especifica
(fxj) no tratamento com OE de E. staigeriana, com cerca de 15 ovos no 24° dia, enquanto que
nos demais tratamentos o pico de fecundidade ocorreu no 19° dia do ciclo, com cerca de 30
ovos (Figura 6).

Os parametros reprodutivos ndo foram influenciados pelos OEs, exceto o tempo de
oviposi¢cdo que aumentou no tratamento com OE de E. staigeriana (Tabela 4). Ao analisar o

valor reprodutivo por idade-especifica (vxj), verificou-se que no tratamento com OE de M.
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Alternifolia as fémeas atingiram menor pico, com cerca de 40 ovos, enquanto nos demais
tratamentos os valores foram em torno de 70 ovos (Figura 7).

Os OEs causaram menores valores de taxa intrinseca de aumento (r), taxa finita de
aumento (1) e taxa reprodutiva liquida (R0). Quanto a taxa bruta de reproducdo (GRR)

apenas o tratamento com OE de E. staigeriana diferiu-se da acetona (Tabela 5).

4. Discussao

Os OEs de plantas aromaticas e seus principais constituintes sdo considerados uma
alternativa aos pesticidas convencionais para o controle populacional de muitos artrépodes-
pragas (Mc Donnell et al. 2016; Soares et al. 2019; Salazar et al. 2022); entretanto, até o
momento, poucos desses compostos foram avaliados quanto a sua performance no controle
de T. absoluta (Soares et al. 2019; Ahmed et al. 2022; Pinto et al. 2022). Os OEs de M.
alternifolia e E. staigeriana apresentaram atividade inseticida para importantes insetos-
praga, como Lucilia cuprina (Wiedemann,1830) (Diptera: Calliphoridae), C. maculatus,
Paropsisterna tigrina e Faex sp. (Coleoptera: Chrysomelidae), S. frugiperda e S. zeamais
(Callander e James 2012; Gusmao et al. 2013; Bustos-Segura et al. 2015; Cruz et al. 2017;
Aradujo et al. 2019). No entanto, nenhum trabalho avaliou o efeito inseticida desses OEs sobre
T. absoluta até o presente momento. Liaoet al. (2016) avaliaram a toxicidade do OE de M.
alternifolia para Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e constataram
alta mortalidade, com DLsode 50,28 pg/pL e também observaram deterréncia alimentar. A
DLso estimada para os OEs de M. alternifolia e de E. staigeriana para T. absoluta foi de 76,5
Mg/ lagarta e 78,5 pg/lagarta. Segundo Silva et al. (2013), a obtencdo de elevadas taxas de
mortalidade em populagdes de insetos-praga ndo deveser o principal objetivo douso de OEs.
Geralmente, altas taxas de mortalidade resultam do uso de altas concentragcdes e grandes
guantidades da matéria-prima do dleo. Assim, efeitos negativos sobre o ciclo de vida,
oviposicdo, reproducdo e parametros demograficos também sdo desejaveis no manejo de
populagdes de insetos-praga.

A investigacdo da composicdo quimica de produtos naturais € muito importante
durante o proceso de desenvolvimento de novos compostos, especialmente tendo em vista a
variedade daflora mundial (Isman 2006; Isman et al. 2011). Neste sentido, o presente estudo,

identificou os constituintes dosOEsde M. alternifolia e E. staigeriana usando CG/EM, sendo
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verificado que o composto 4-Terpineol (42,23%) foi o mais abundante no OE de M.
alternifolia revelando-se ser o quimiotipo. Varios estudos demonstraram que o 4-Terpineol
€ um monoterpeno presente nos OEs de muitas plantas aromaticas (Nébrega et al. 2014;
Raina e Abraham 2015; Baldissera et al. 2016). Os componentes principais do OE de M.
alternifolia foram semelhantes aos relatados por outros autores, com pequenas variages nas
porcentagens de a- Terpineno (11%), y-Terpineno (21%) e 4-Terpineol (40%) (Liao et al.
2017; Chohan et al. 2018).

Os OEs de Eucalyptus spp. sdo complexas misturas de varios componentes organicos
volateis (Salgado et al. 2003; Dhakad et al. 2018), cuja a composicdo e propor¢do variam
com as espécies vegetais (Brooker e Kleinig 2006; Khammassi et al. 2022). Os resultados da
CG-EM encontrados para o OE de E. staigeriana corroboram com o0s encontrados por
Gusmao et al. (2013), com pequenas variagdes na porcentagem dos compostos limoneno
(28,7%), geranial (15,2 %) e neral (12,16 %). Entretanto variagdes na composicdo quimica
do OE de E. staigeriana foram observadas por Macedo et al. (2010), onde foi encontrado
limoneno (28,82%), e-citral (14,16%) e z-citral (10,77%). No trabalho de Ribeiro et al.
(2013) a andlise quimica demonstrou que o OE de E. staigeriana é formado por limoneno
(72,9%), cineol (9,5%) e o-cimeno (4,59%). Diferencas na composicdo quimica de OEs sdo
geralmente devido a localizacdo da planta, clima, tipo de solo, regime de fertilidade, método
usado para secar 0 material vegetal e 0 método de extracdo do dleo (Chiasson et al. 2001;
Brooker e Kleinig 2006; Gherairia et al. 2022).

Com relacdo ao modo de acdo dos OEs e/ou seus constituintes, Liao et al. (2017)
observaram que o OE de M. alternifolia inibiu as atividades das enzimas acetilcolinesterase
(AchE) e glutationa-S-transferase GST em H. armigera. Zhi-bo et al. (2009) constataram
que 4-Terpineol inibiu fortemente a atividade da Na*/K* —ATPase em Musca domestica
(Linnaeus) (Diptera: Muscidae); enquanto Huang et al. (2022) verificaram que 0 composto
majoritéario 4-Terpineol do OE de M. alternifolia reduziu a acdo das enzimas GST, catalase
(CAT), AChE e da bomba de sddio/potéassio (Na*/K*-ATPase) em Plutella xylostella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae).

Dentre os compostos majoritarios presentes no OE de E. staigeriana, sabe-se que o
limoneno é um monoterpeno com atividade tdxica via penetragdo na cuticula (efeito de

contato), via sistema respiratorio (efeito de fumigagéo) e/ou via sistema digestivo (efeito de
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ingestdo) (Cruz et al. 2017). O efeitotdxico geralmente ocorre por meio da inibicdo da AChE,
levando o inseto a um estado de hiperexcitabilidade pelo acimulo de acetilcolina e
subsequente morte (Cruz et al. 2017). A enzima AchE catalisa a quebra do neurotransmissor
acetilcolina restabelecendo o potencial de repouso da membrana celular, cessando a
transmissdo do impulso nervoso (Rajashekar et al. 2014; Bezerra da Silva et al. 2016;
Johnson et al. 2021), 0 que causa ataxia, paralisia e morte do inseto (Lu et al. 2013; Oboh et
al. 2017).

Oboh et al. (2017) avaliaram a toxicidade fumigante e 0 mecanismo de agdo do OE
de Citrus sinensis (Rutaceae) contra Tribolium confusum (Jacquelin Duval) (Coleoptera:
Tenebrionidae), C. maculatus e Sitophilus oryzae (Linnaeus) (Coleoptera: Curculionidae), e
constararam que o constituinte majoritario presente no OE foi o limoneno (92,14%). Os
estudos bioquimicos demonstraram que o OE de C. sinensis exibiu efeitos inibitorios das
atividades da AChE e de Na*/K*-ATPase. Um importante alvo para o desenvolvimento de
produtos botanicos é a Na*/K*-ATPase, pois é uma bomba ibnica de Na * e K * que
desempenha um papel critico na equilibrio e transmissdo de impulsos nervosos nos insetos
(Cheng et al. 2016).

Foi observado que lagartas de S. frugiperda quando submetidas ao limoneno, por
contato tépico e em altas doses, exibiram um estado de hiperexcitacdo, seguida por uma
paralisia e morte (Liao et al. 2016), semelhante ao modo de acdo de inseticidas sintéticos dos
grupos quimicos dosorganofosforadose carbamatos, que sdo comumente usados no controle
de T. absoluta. Esses autores também verificaram efeitos adversos na nutricdo de S.
frugiperda, com reducdo das quantidades de lipideos, proteinas, carboidratos e aglUcares
totais. O limoneno induziu apoptose, 0 que afetou a reproducdo do inseto e parametros
essenciais para sua sobrevivéncia e estabelecimento em culturas agricolas.

No presente trabalho, observou-se que 0s insetos expostos as DLso dos OEs de M.
alternifolia e E. staigeriana reduziram os parametros que indicam o crescimento
populacional de T. absoluta, como a taxa intrinseca de crescimento, taxa finita de
crescimento e taxa liquida de reproducdo. As analises toxicologicas que consideram
parametros populacionais sdo mais eficientes na avaliacdo do impacto do composto sobre o
inseto em periodos prolongados quando comparado a estudos apenas do efeito letal (Stark e

Banks 2003). Portanto, o uso de tabelas de vida por estdgio de desenvolvimento para ambos
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sexos permite determinar com mais precisao as mudancas populacionais do artrépode-praga,
pois incorpora as taxas dindmicas de desenvolvimento no tempo e diferenciacdo dos estagios

individuais de crescimento (Chi 1988).

5. Concluséo

Os OEs de M. alternifolia e E. staigeriana sdo toxicos para T. absoluta. Os OEs de
M. alternifolia continha dezenove compostos quimicos, sendo os majoritarios 4-Terpineol,
y-terpineno e o- terpineno. O OE de E. staigeriana apresentou vinte e cinco constituintes,
sendo que 0s compostos majoritarios limoneno, geranial e neral. Constatou-se que os OEs
das duasespécies de plantas afetaram negativamente a duracéo dafase de pupa e longevidade
dos insetos, e também parametros demogréaficos databela de vida da praga.
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7. Legenda das Figuras
Figura 1. Analise de sobrevivéncia das lagartas de Tuta absloluta que foram tratadas

topicamente com os 6leos essenciais de Eucalyptus staigeriana e Melaleuca alternifolia.

Figura 2. Analise de sobrevivéncia das lagartas de Tuta absoluta que foram tratadas

topicamente com diferentes doses do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.

Figura 3. Analise de sobrevivéncia das lagartas de Tuta absoluta que foram tratadas

topicamente com diferentes doses do 0leo essencial de Eucalyptus staigeriana.

Figura 4. Taxa de sobrevivéncia idade-especifica (sxj) de Tuta absoluta nos tratamentos
acetona, Eucalyptus staigeriana e Melaleuca alternifolia. L1 = lagarta de 1° instar, L2 =

lagarta de 2° instar, L3 = lagarta de 3° instar e L4 = lagarta de 4° instar.

Figura 5. Expectativa de vida por idade-especifica (ex)) de Tuta absoluta nos tratamentos
acetona, Eucalyptus staigeriana e Melaleuca alternifolia. L1 = lagarta de 1° instar, L2 =

lagarta de 2° instar, L3 = lagarta de 3° instar e L4 = lagarta de 4° instar.

Figura 6. Taxa de sobrevivéncia por idade-especifica (lx), fertilidade por idade-especifica
(fx), fertilidade por idade-especifica (mx) e maternidade por idade-especifica (Ixmx) de Tuta

absoluta nos tratamentos acetona, Eucalyptus staigeriana e Melaleuca alternifolia.

Figura 7. Valor reprodutivo por idade-especifica (vxj) de de Tuta absoluta nos tratamentos
acetona, Eucalyptus staigeriana e Melaleuca alternifolia. L1 = lagarta de 1° instar, L2 =

lagarta de 2° instar, L3 = lagarta de 3° instar e L4 = lagarta de 4° instar.
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Tabela 1. Composi¢do quimica dosoleos essenciais de Eucalyptus staigeriana e Melaleuca

alternifolia

N° Compostos IR* Lit - Area (>5%)+DP T
E. staigeriana M. alternifolia

1 a-Thujeno 910 924 0,279 £ 0,003 0,71 £ 0,002

2 a-Pineno 913 932 2,981 + 0,050 3,074 £ 0,013

3 a-Felandreno 937 1002 Nd 0,635 £ 0,002

4 a- Terpineno 950 1014 0,179 +0,023 10,44 £ 0,091

5 Silvestrene 957 1025 Nd 2,109 £ 0,005

6 B-Pineno 974 974 1,454 + 0,022 0,618 + 0,002

7 y-Terpineno 975 1054 Nd 22,102 + 0,129

8 NI 990 - 1.085 + 0,003

9 Terpinoleno 992 1086 Nd 3,353 +0,010

10 a-Phellandreno 1004 1002 2,257 £0,025 Nd

11 o-Cimeno 1022 1022 2,15+ 0,001 3,378 + 0,157

12 Limoneno 1027 1024 27,298 + 0,330 Nd

13 1,8-Cineol 1030 1026 4,133 £ 0,055 2,241 + 0,005

14 (2)-B-Ocimeno 1035 1032 0,227 £0,001 Nd

15 (E)-B-Ocimeno 1045 1044 0,435+ 0,002 Nd

16 y-Terpinene 1055 1054 1,882 +0,016 Nd

17 Terpinolene 1087 1086 8,919 £ 0,076 Nd

18 Linalool 1100 1095 1,562 £ 0,009 Nd

19 NI 1170 - 0,847 + 0,315

20 Terpinen-4-ol 1176 1174 0,887 £0,316 Nd

21 4-Terpineol 1179 1174 Nd 42,235+ 0,100

22 a-Terpineol 1190 1186 1,089 + 0,016 3,386 £ 0,139

23 Nerol 1228 1227 2,063 £0,019 Nd

24 Neral 1241 1235 9,905+ 0,024 Nd

25 Geraniol 1255 1249 6,386 £+ 0,048 Nd

26 Geranial 1272 1264 13,825+ 0,079 Nd

27 Geraniato de metila 1324 1322 3,787 + 0,021 Nd

28 Acetato de nerila 1366 1359 1,166 + 0,012 Nd

29 Acetato de geranila 1385 1379 3,246 = 0,046 Nd

30 a-Gurjuneno 1406 1409 Nd 0,293 + 0,001

31 E-Cariofileno 1415 1417 0,146 £ 0,001 0,224 + 0,001

32 Aromadendreno 1435 1439 Nd 1,238 + 0,005

33 allo-Aromadendreno 1456 1458 Nd 0,364 £ 0,001

34 trans-Cadina-1(6),4-dieno 1470 1475 Nd 0,169 £ 0,001

35 Viridiflorene 1492 1496 Nd 1,277 £ 0,004

36 d-Cadinene 1521 1522 Nd 0,9 + 0,004

Total 98,19 98,74

* [ndice de retencao relativo a série n-alcano (C8-C20) na coluna HP-5 MS em ordem de eluicdo. Area (>
5%): média da &rea relativa dos picos cromatograficosacima de 1%. SD: desvio padrdo (n = 3). nd: ndo
detectado ndo identificado ou apresenta picos com area relativa inferior a 1%. NI: ndo identificado.
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Tabela 2. Dose Letalso e Dose Letalgo dos 6leos essenciais de Melaleuca alternifolia e
Eucalyptus staigeriana para Tuta absoluta.

DLso (LS-LI) DLgo(LS-LI)

Tratamento N X2 P *h *e
(ng/nL) (ng/pL)

E.staigeriana 60 186 0,56 -4,259 78,514 78,5(72,0-850) 131,5(111,2-151,8)

M. alternifolia 60 2859 0,68 -3,947 76,571 76,5(70,3—82,8) 133,6(110,0-157,3)

Legenda: *Doses em pg / uL. LS= limite superior; LI — limite inferior.® é proporcional a
inclinagdono valor DLsyy2 e os valoresde p correspondemao testede ajuste **"'b" = coeficientes
da equacao f(x)=1/1+exp(b(log(x)-log(e))).
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Tabela 3: Média (+ EP) do tempo de desenvolvimento dos estagios de vida e longevidade
(em dias) de Tuta absoluta submetidas aos tratamentos.

Acetona Melaleuca alternifolia Eucalyptus staigeriana
A Estagio/instar/
P t
arametro Periodo/Sexo
N Média + SE N Média + SE N Média + SE
Tempo de Ovo 100 3,96 +0,02a 120 399+0,01a 120 3,98+0,01a
desenvolvimento

L1 100 2,06 +0,03a 120 2,01+0,01ab 120 199+0,01b

(dias)
L2 96 3,83+0,09a 92 383+0,17a 77 4,05+0,16a
L3 96 2,16 +0,04 a 84 168+0,10b 69 2,090,124
L4 92 2,36 £0,07a 55 196+0,13b 56 246+0,10a
Pupa 90 8,00£0,12b 49 8,71+£0,23a 39 8,22+0,17 ab
Ovo — Pupa 90 2244+ 0,18 a 49 21,73+ 0,33 a 39 22,23+ 0,25 a
Longevidade Adulto 100 34,02+0,79a 120 2227+x105b 120 1597+0,61b

(dias)
Fémea 50 37,36x0/47a 9 3222+199b 16 37,73+1,03a
Ciclo de vida* Macho 40 35,00+ 0,66 b 40 3485+0,82h 23 38,48+ 0,93 a

Ovo — Adulto 90 36,31+041b 49 34,37+0,78 ¢ 39 38,2+0,69a

As médiasna mesma linha seguidas de letras diferentes diferem entre si (p <0,05). As diferengasentre os tratamentos foram
obtidas por meio do teste Bootstrap pareado com 100.000 repetices. N = nimero de espécimes em cada estadio de
desenvolvimento.* Ciclo de vida totalmédia para machose fémeas,em dias, apenas para insetos que se tornaram adultos.
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Tabela 4. Média (x EP) de —pardmetros reprodutivos de adultos de Tuta absoluta

provenientes de lagartas de 72 h que sobreviveram a exposicdo das DLso dostratamentos.

Acetona Melaleuca alternifolia Eucalyptus

Parametro staligeriana

N  Média+SE N Média + SE N Média + SE

Fecundidade total (O/F) 50 62,76+4,28a 9 46,78+9,97a 15 56,13+6,23a

Fecundidade (O/F)* 44 71,32+3,08a 8 60,14+6,03a 14 60,14+5/12a

Oviposicao (dias) 44 457+026b 8  400+022b 14 550+0,36a
PPOA (dias) 44 1,73+0,17a 8  2,29+0,64a 14  1,71+0,22a
PPOT (dias) 44 24,02+0,39a 8 22,86+096a 14 23,29+0,42a
MFT (O/F) - 107 - 74 - 93
MFD (O/F) - 70 - 50 - 39

Legenda: Fertilidade méaxima diaria (FMD), fertilidade total maxima (FMT), periodo de pré-oviposi¢do do
adulto (PPOA) e periodo de pré-oviposicdo total (PPOT).

* Totalde fémeasque ovipositaram.

As médiasna mesma linha seguidas de letras diferentes sdo significativamente diferentes com p <0,05.

As diferencasentre os tratamentos foram obtidas por meio do teste Bootstrap pareado com 100.000 repetices.
(O /F) =ovospor fémea.

N = nUmero de espécimes para cada parametro.

Tabela 5. Pardmetros demograficos de Tuta absoluta tratadas com as DLso dos dleos
essenciais de Melaleuca alternifolia e Eucalyptus staigeriana .

Parametros demoaraficos Acetona M. alternifolia E. staigeriana
g Média + SE Média + SE Média + SE
Taxa intrinsecade 0,133+0,005a 0,050+0,017 b 0,073+0,010b
crescimento (r)

Taxa finita ?f)”esc'me”to 1143+0006a  1,051+0,018b 1,076 +0,011b

Taxadereproducdo 49 35,3904 3,508 +1,324b 7.02+1,847b
liquida (RO)
Tempo meo('%de 9eracdod ,c 819404224 25027+1011a 26.657+0,425 a
Taxabruta de reproducdo ¢ g, 4 173, 8.4+3056ab 17,42 +4,233b

(GRR)
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CONSIDERACOE FINAIS

A lagarta-do-cartucho S. frugiperda e a traca-do-tomateiro T. absoluta sdo
importantes artropodes-pragas que acometem diversas culturas. Considerando os desafios
encontrados para o controle destas pragas, justificam-se pesquisas que busquem desenvolver
novos inseticidas para o manejo eficiente desses insetos. Referente ao controle bioldgico, a
espécie T. pretiosum € um importante parasitoide capaz de regular o crescimento
populacional de ambas pragas. Entretanto, 0 método quimico é o mais utilizado para o
controle desses insetos e, em geral sdo capazes de causar impactos negativos ao ambiente e
selecionar populagfes resistentes. Desta forma, novas medidas de controle devem ser
desenvolvidas e neste contexto, 0s  6leos essenciais de plantas devem ser avaliados para
estes artropodes pragas.

Os OEs avaliados no presente trabalho apresentam potencial para serem utilizadas no
manejo de S. frugiperda e T. absoluta; entretanto, novos estudos em condicGes de
semicampo e campo devem ser realizados visando avaliar a a seletividade ecologica, bem
como testar outras formulagdes com adjuvantes (por exemplo, nanoemulsGes) para melhorar

a durabilidade e potencializar a eficacia dos produtos botanicos.



