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RESUMO

A presente pesquisa teve por objetivos: (i) analisar os efeitos dos compostos limoneno e
trans-anethole, isolados ou associados, por diferentes vias de aplicacdo, a fim de verificar efeitos
histoldgicos, histoquimicos, e de apoptose no intestino médio de lagartas de Spodoptera
frugiperda; (ii) investigar efeitos subletal e letal dos compostos isolados, geraniol e citronelal
sobre parametros bioquimicos e reprodutivos de S. frugiperda; (iii) avaliar a composicdo quimica
do 6leo de Piper marginatum; estabelecer as CLs 3 € 5o deste 6leo e do composto geraniol, bem
como examinar os efeitos deste 6leo e do geraniol sobre o desenvolvimento embrionério de S.
frugiperda através da microscopia de luz e eletronica de varredura. Os resultados demonstraram
que limoneno e trans-anethole interferiram na histologia do tecido epitelial, nos teores de
polissacarideos neutros e proteinas apos 48 e 96 h, e diferentes modos de aplicagdo. Porém, ndo
promoveram apoptose. Trans-anethole apresentou maior eficiéncia isolado ou associado, quando
aplicado por ingestdo. Geraniol e citronelal ocasionaram redugdo na concentragdo de proteinas e
acucares em ambas as concentragdes. Ndo houve alteracdo na concentracdo de lipidios. No

entanto, citronelal aumentou o teor de glicogénio para as DLS 3 € s59. O periodo de oviposi¢éo e a



quantidade de ovos foram reduzidos. A composi¢do quimica do éleo de P. marginatum revelou 44
compostos. As CLs 3 € 50 foram estimadas em 32,32 e 152,95 ppm, para o 6leo e para o geraniol,
0,98 e 3,58 ppm, respectivamente. A avaliacdo em microscopia de luz e eletrénica de varredura
revelaram que o Oleo, o composto geraniol, azadiractina e deltametrina afetaram o
desenvolvimento embrionario e a morfologia dos ovos, em ambas as concentracdes, no entanto, o
0leo e 0 composto proporcionaram danos mais expressivos mesmo nas menores concentracoes.
Infere-se, portanto, que os compostos e Oleo utilizados sdo eficientes para o controle de S.

frugiperda.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, imunohistoquimica, histoquimica,
constituintes nutricionais, 6leos essenciais, compostos isolados,

embriologia



EFFECTS OF ESSENTIAL OIL AND COMPOUNDS ISOLATED ON
HISTOPHYSIOLOGICAL, HISTOCHEMICAL, IMUNOHYSTOKYMIC, NUTRITIONAL
AND EMBRYOLOGICAL PARAMETERS OF Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)
por
CAROLINA ARRUDA GUEDES

(Under the Direction of Professora Valéria Wanderley Teixeira - UFRPE)

ABSTRACT

The present research had the following objectives: (i) to analyze the effects of limonene
and trans-anethole compounds, isolated or associated, by different routes of application, in order
to verify histological, histochemical and apoptosis effects on the midgut of Spodotera frugiperda;
(if) to investigate the sublethal and lethal effects of the isolated, geraniol and citronellal
compounds on biochemical and reproductive parameters of S. frugiperda; (iii) to evaluate the
chemical composition of Piper marginatum oil; establish LCs 30 and 50 of this oil and the
geraniol compound, as well as histologically examine the embryonic development of S.
frugiperda through light microscopy and scanning electron. The results demonstrated that
limonene and trans-anethole interfered in the histology of epithelial tissue, the levels of neutral
polysaccharides and proteins in 48 e 96 h, and different modes of application. However, they did
not promote apoptosis. Trans-anethole presented greater isolated or associated efficiency when
applied by ingestion. Geraniol and citronellal caused a reduction in the concentration of proteins

and sugars in both concentrations. There was no change in lipid concentration. However,



citronellal increased the glycogen for LDs 3, and so. The oviposition period and the number of
eggs were reduced. The chemical composition of P. marginatum oil identified 44 compounds.
LCs 30 and 50 were estimated at 32.32 and 152.95 ppm, for oil and geraniol, 0.98 and 3.58 ppm,
respectively. Light and scanning electron microscopy showed that oil, geraniol, azadirachtin and
deltamethrin affected the embryonic development and egg morphology at both concentrations,
however, the oil and compound were more efficient because of damage more expressive even at
the lowest concentrations. It is inferred, therefore, that the compounds and oil used are efficient

for the control of S. frugiperda.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O crescente aumento populacional nas Gltimas décadas gerou uma demanda na producéo
agricola, e para atender a essa demanda o Brasil investe em inovacdes e tecnologias, que véo
desde a preparacdo do solo até a colheita, como o desenvolvimento de biotecnologia,
monitoramento das lavouras, bem como protecdo de sementes e cultivos contra pragas, plantas
daninhas e doencas (MAPA 2016). Dentre as principais culturas produzidas no Brasil o milho,
Zea mays L. se consolida como uma das mais expressivas, representando cerca de 82 milhdes de
toneladas de grdos produzidos em uma area de aproximadamente 15 mil hectares em 2016/2017.
Desse total, cerca de 77% da area plantada e 92% da producdo concentram-se nas regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste, e a regido Nordeste representa 7% da producdo nacional (CONAB 2016).

A cultura do milho representa relevancia mundial, podendo ser encontrada nas mais
variadas condi¢cdes de clima e manejo. A safra mundial de milho 2016/2017 foi estimada em
1.011,07 bilhdo de toneladas, representando 4,36% de aumento com relacdo a safra anterior. Os
principais produtores mundiais s&o os Estados Unidos, China e Brasil, os quais representam
65,2% da producdo (USDA 2016).

Todavia, diversos entraves afetam a producdo do milho como o ataque de pragas, com
destaque para a lagarta do cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith). Esta praga
apresenta ampla distribuicdo geografica (Schmidt 2002, Duarte et al. 2006), ocasionando danos
em todos os estagios fenoldgicos da cultura, durante todo o ano, inclusive no periodo “safrinha”,
que também oferece boas condicbes para seu desenvolvimento (Lima et al. 2006, Castro et al.

2006).



Além do milho a lagarta alimenta-se de diferentes hospedeiros, como sorgo (Sorghum
bicolor L.) e arroz (Oryza sativa L.). Ataca e causa danos também a culturas como alfafa
(Medicago sativa L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), batata
doce (Ipomoea batatas L.), batata (Solanum tuberosum L.), repolho (Brassica oleracea var.
capitata L.), espinafre (Spinacea oleracea L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), couve
(Brassica oleracea L.), abébora (Cucurbita pepo L.), algoddo (Gossypium hirsutum L.), entre
outras (Cruz 1995).

Todos os instares larvais da praga ocasionam perdas que podem ser superiores a 30%
(Oliveira et al. 2007, Dequech et al. 2007). Nos estagios iniciais as lagartas “raspam” os tecidos
verdes; enquanto que nos estagios finais ocasionam injdrias maiores acarretando furos nas folhas,
destruindo-as completamente. Podem também dirigir-se até a regido da espiga, atacando o
pedunculo e impedindo a formacéo de grdos (Cruz 1995, Nakano et al. 2002).

As lagartas recém-eclodidas apresentam coloracdo esbranquicada, cabeca mais larga que o
corpo, apresentam mais cerdas que as lagartas mais velhas, medem cerca de 1,9 mm de
comprimento e a cépsula cefélica cerca de 0,3 mm de largura. J& as lagartas de ultimo instar
apresentam colora¢do marrom-acinzentada no dorso, esverdeada na parte ventral e subventral, que
também apresentam manchas de coloracdo marrom-avermelhada. O corpo mede cerca de 50 mm
de comprimento e a largura da capsula cefalica varia de 2,7 a 2,78 mm (Cruz 1995).

Ao fim do periodo larval, as lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas. No
inicio do periodo pupal a coloragéo varia de verde-clara com o tegumento transparente. Nesta fase
o0 corpo é fragil e sensivel a injurias, depois de alguns minutos a pupa torna-se alaranjada e depois
marrom-avermelhada; e quando proximo a emergéncia, torna-se escura, quase preta. O

comprimento é de cerca de 13 a 16 mm e largura de 4,5 mm de didametro (Cruz 1995).



O adulto é uma mariposa de 35 mm de envergadura e o comprimento do corpo de 15 mm,
com coloracdo cinza. Os machos apresentam nas asas anteriores manchas mais claras, enquanto
nas fémeas sdo mais escuras, sendo desprovidas de manchas. As asas posteriores de ambos 0s
sexos sdo mais claras e circundadas por linhas marrons (Cruz 1995).

Os ovos apresentam formato esférico, coloracao que varia do cinza-azulado a esverdeado
nos ovos recém-colocados ao castanho-avermelhado a cor verde no final do desenvolvimento
embrionario (Consoli et al. 1999). Quando préximo a eclosdo das lagartas, tornam-se escuros pelo
fato de poder ser visualizado através do cérion a cabeca negra da lagarta. Sdo dispostos em
camadas sobrepostas, na parte superior das folhas, nas porc¢des inferior e mediana da planta
(Beserra et al. 2002). A massa de ovos é coberta por uma camada fina de escamas, colocada pela
fémea por ocasido da postura (Consoli et al. 1999).

Estudando aspectos biologicos de lagartas alimentadas em folhas de milho e em dieta
artificial Giolo et al. (2002) demonstraram que o desenvolvimento embrionério foi de dois e trés
dias, o desenvolvimento larval durou de 14,10 e 16,45 dias, a fase pupal foi de 10,65 e 12,72 dias,
e ciclo total de 31,94 e 31,56 dias, respectivamente, a uma temperatura de 25 + 1°C, umidade
relativa de 70 £ 15% e fotofase de 14h. Contudo, Busato et al. (2004) verificaram paramentos
bioldgicos a uma temperatura de 28°C, umidade relativa de 70 + 15% e fotofase de 14h, em dieta
artificial. As lagartas obtiveram uma maior eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e
digerido e custo metabolico, e consequentemente consumiram uma menor quantidade de
alimento, e apresentaram reducéo da duracéo da fase larval.

O controle de S. frugiperda ndo se tem sido uma tarefa facil. Normalmente, sdo realizadas
de 10 a 14 aplicacOes de agrotoxicos na cultura do milho no Brasil, cuja escolha nem sempre leva
em consideracdo o grau de seletividade aos agentes de controle biologico (Valicente & Tuelher

2009, Toscano et al. 2012). Os inseticidas com frequéncia tem apresentado falhas de controle,



isso se deve ao aumento de insetos resistentes no campo, em consequéncia da pulverizacdo de
inseticidas com mesmo mecanismo de acdo. Os problemas com esse inseto-praga foram
agravados na medida em que houve evolucdo da resisténcia aos inseticidas. Com a intensificacao
da agricultura, os cultivos sucessivos possibilitam a sobrevivéncia de elevadas populactes de S.
frugiperda e o fluxo continuo de mariposas entre culturas hospedeiras, que ocasionam grandes
infestacbes da praga, independentemente da fase de desenvolvimento das plantas e época de
cultivo (Omoto et al. 2013).

Essas questbes tem contribuido para aumentar os problemas econdémicos e ecoldgicos,
despertando o interesse de pesquisadores e empresas em lancar no mercado produtos com menor
impacto ambiental, os quais incluem os produtos naturais, com destaque para os de origem
vegetal (Vendramim & Castiglioni 2000). Os estudos sobre as propriedades inseticidas de
espécies vegetais tem crescido bastante nos ultimos anos, tornando-se uma forma promissora na
descoberta de novas espécies como agentes de controle de pragas, devido a menor persisténcia no
ambiente, e nos alimentos, menor toxicidade a mamiferos e maior seletividade aos inimigos
naturais (Corréa & Salgado 2011).

Das plantas que apresentam defesas quimicas contra herbivoros podem ser extraidos 6leos
essenciais, os quais vem sendo bastante utilizados no controle de diversas pragas (Koul et al.
2008). Estes sdo obtidos do metabolismo secundario das plantas (Rai & Carpinella 2006), e séo
armazenados em celulas secretoras e em sistemas de conducéo das plantas presentes em diferentes
orgdos, como flores, folhas, caules, raizes, rizomas, frutos e sementes, podendo ser extraidos por
varios métodos, como hidrodestilacdo e destilacdo por arraste de vapor (Regnault-Roger et al.
2012).

Véarios compostos volateis constituem quimicamente os 6leos essenciais, 0s quais podem

ser apresentados em maiores ou menores quantidades (Jemaa et al. 2012). Em algumas plantas,



um determinado componente pode predominar, a exemplo do manjericdo, Ocimum basilicum L.,
que apresenta cerca de 75% de methil chavicol. No entanto, hd espécies que podem conter um
grande numero de compostos. Na maioria das vezes, 0S compostos majoritarios sao responsaveis
pela variabilidade das atividades bioldgicas dos 6leos extraidos de diferentes espécies de plantas
(Shasany et al. 2000, Ngmano et al. 2007, llboudo et al. 2010), e suas concentracdes podem ser
determinantes para a toxicidade. Para os Oleos de eucalipto, Eucalyptus citriodora Hook e
citronela-de-java, Cymbopogon nardus L. Gusmao et al. (2013), através de analise cromatografica
acoplada a espectrometria de massa encontram que E. citriodora apresenta como constituintes
principais o citronelal, citronelol, acetato e 1,8-cineol; eucalipto, Eucalyptus staigeriana F. é
constituido principalmente por limoneno, geranial e neral; citronela, Cymbopogon winterianus
Jowitt compde-se de geraniol e citronelal; e erva-doce, Foeniculum vulgare Mill. apresenta como
componentes majoritarios o limoneno, (E)-anethole e a-pinene. O O6leo de C. winterianus
apresenta como compostos majoritarios o citronelal e o citronelol (Labinas & Crocomo 2002). O
safrol destaca-se como constituinte majoritério do 6leo de pimenta-longa, Piper hispidinervum C.
DC. (Lima et al. 2009). Os 6leos que apresentam uma alta porcentagem de um Gnico composto,
podem ser usados para a obtengdo do composto isolado (Jemaa et al. 2012).

Os 0leos essenciais sdo constituidos por uma mistura complexa de compostos organicos,
principalmente monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C) e fenilpropanoides (Isman 2000). Os
terpenos podem ser formados a partir da via de biossintese do mevalonato, formados por unidades
de isopreno de cinco carbonos (De La Rosa et al. 2010). Um exemplo de um terpeno é o
citronelal, encontrado em citronela, C. nardus (Zaridah et al. 2003). Os fenilpropanoides sao
formados por um esqueleto carbonico com um anel aromético ligado a uma cadeia de trés
carbonos (Croteau et al. 2000). Estes originam-se a partir da via do acido chiquimico. Como

exemplo pertencente a essa classe tem-se o eugenol, obtido de botdes florais do cravo-da-india,



Syzygium aromaticum (L.) o trans-anetol, presente no 6leo de F. vulgare e o metil-eugenol,
presente no oleo de melaleuca, Melaleuca bracteata F. Muell (Cruz et al. 2016).

Os oleos essenciais de plantas apresentam diversas atividades contra insetos praga. Podem
atuar como inseticidas e inibidores de crescimento, como o eugenol, timol e citronelal que foram
toxicos para a lagarta-do-cartucho Asiatica Spodoptera litura Fabricius (Hummelbunner & Isman
2001). Como inibidores de crescimento Govindaraddi (2005) e Walia (2005) verificaram que
folhas de acafrdo ricas em felandreno inibiram o crescimento de Spodoptera obliqua (Walker) e
Plutella xylostella (L.). Os monoterpenos sdo muito utilizados como fumigantes de insetos de
grdos armazenados. Os compostos timol, 1,8-cineol, carvacrol, terpineol e linalol, além do trans-
anetole, um fenilpropanoide foram avaliados como fumigantes para Tribolium castaneum (H.)
(Koul et al. 2007).

Sédo comumente encontrados trabalhos que demonstram a atividade inseticida e repeléncia
de oleos essenciais e constituintes quimicos sobre lepiddpteros, como os desenvolvidos por
Niculau et al. (2013), que verificaram os efeitos dos 6leos de pelargdnio, Pelargorium graveolens
I’Herit e erva-cidreira, Lippia alba (Mill) N.E. Brown e dos seus compostos terpénicos
majoritarios sobre S. frugiperda por meio de aplicacdo tépica, os quais apresentaram atividade
inseticida para lagartas de terceiro instar, bem como os compostos geraniol, linalol, carvona e
citral presentes como componentes majoritarios dos Oleos em questdo. Também foram
encontrados trabalhos que incorporam o 6leo essencial na dieta artificial de lagartas como é o caso
do trabalho elaborado por Menezes (2015), que verificou a toxicidade do oOleo de alfavaquinha,
Ocimum selloi Benth e do constituinte quimico estragol sobre S. frugiperda, causando
mortalidade de 73,2% das lagartas. Porém, trabalhos que abordem efeitos de 6leos essenciais e

compostos isolados sobre aspectos fisiologicos do intestino médio ndo sdo comuns, bem como



ndo € comumente realizados trabalhos que verifiquem efeitos fisioldgicos, quando a aplicacao se
da por ingestéo.

Em S. frugiperda alguns 6leos ja foram testados como C. winterianus, erva-carpinteira,
Achiellea millefolium L. e tomilho, Thymus vulgaris L., demonstrando acdo inseticida e repelente,
atratividade ou deterréncia alimentar (Castro et al. 2006). O 6leo de P. hispidinervum causou
reducdo alimentar e mortalidade (Lima et al. 2009). Estudando o mesmo 6leo além do cravo-da-
india, Syzygium aromaticum Thunb Cruz et al. (2014) verificaram que os mesmos afetaram a
espermatogénese e histoquimica dos ovariolos, porém os efeitos do primeiro 6leo foram mais
expressivos.

Cruz et al. (2016), estudando os 6leos de F.vulgare, Ocimum gratissimum L. e Eucaliptus
staigeriana F. Muell. verificaram que os Gleos de F.vulgare e E. staigeriana nas DLy € DL4o
interferiram na biologia de S. frugiperda. Contudo, o 6leo de O. gratissimum apresentou um
melhor resultado por alterar diversos parametros bioldgicos e reprodutivos, em todas as DL’s.
Sendo assim, esses 6leos apresentaram resultados promissores no controle de S. frugiperda. Os
mesmos autores também identificaram os componentes majoritarios dos respectivos dleos. O 6leo
de F. vulgare apresentou como constituintes o limoneno (41,82%), (E)-anethole (17,91%) e a-
pinene (11,13%). O 6leo de O. gratissimum apresentou como principais constituintes o (E)-
anethole (34,95%), limoneno (15,63%) e eugenol (9,07%). Por fim, o Oleo de E. staigeriana
apresentou como constituintes abundantes o limoneno (23,73%), geranial (15,20%) e o neral
(12,16%).

Com o proposito de avaliar os efeitos sobre a fisiologia dos insetos, pesquisas relacionadas
com o sistema digestério torna-se uma importante ferramenta nas pesquisas que visam controlar o
ataque de pragas, pois possibilita uma grande interface entre o meio interno e o ambiente (Levy et

al. 2004, Chapman 2013). Considerado uma barreira fisica e quimica eficaz contra agentes



patogénicos, potencialmente invasivos que sdo ingeridos na alimentacdo (Gallo et al. 2002, Levy
et al. 2004, Gullan & Cranston 2008), o trato digestivo € constituido por um tubo simples dividido
em trés regides distintas, intestino anterior, intestino médio e intestino posterior, sendo a regido do
intestino meédio a que ocorre a absorcdo dos nutrientes e a sintese e secrecdo de enzimas e
horménios (Gallo et al. 2002, Gullan & Cranston 2008).

O ldmen do intestino contém uma matriz peritrofica, a qual funciona como um mecanismo
de defesa com funcéo de protecdo contra danos mecanicos, exercendo uma barreira contra toxinas
e substancias prejudiciais ao inseto. As células que constituem o intestino sdo do tipo colunares e
células regenerativas, as quais sdo agrupadas em ninhos na base do epitélio. Além destas, outras
células encontradas no intestino sdo as caliciformes, responsaveis pelo transporte ativo de ions
potassio da hemolinfa para o Ilimen ventricular em larvas de Lepidoptera (Lehane 1997).

Eventos fisioldgicos como crescimento e desenvolvimento de insetos, podem ser alterados
caso o canal alimentar seja atingido na regido do intestino médio, como observado por Correia et
al. (2009), onde verificaram alteracbes morfoldgicas no intestino médio de S. frugiperda quando
tratadas com o inseticida botanico nim. Com relacdo a utilizacdo de 6leo essencial de citronela,
Silva (2014) verificou o efeito subletal de C. winterianus sobre o canal alimentar de S. frugiperda,
0 qual apresentou alteracdes no epitélio, com presenca de protusdes citoplasmaticas, extrusdes de
células colunares, ndcleos picnoticos e aumento de granulos PAS positivos.

A absor¢do pelo intestino médio pode ser comprometida afetando a assimilacdo dos
principais constituintes nutricionais como proteinas, lipideos e carboidratos, os quais sdo obtidos
na fase imatura da maioria dos insetos, e posteriormente serdo necessitados na fase reprodutiva
(Jevis & Ferns 2004, Milano et al. 2010). As proteinas apresentam funcdes estruturais,
enzimaticas, no transporte e armazenamento de moléculas e como receptores. Os lipideos sdo

importantes fontes energéticas para os insetos, participando de fungdes estruturais e metabolicas,



0s quais podem ser armazenados no corpo gorduroso na forma de triglicerideos. Os carboidratos
sdo importantes fontes energéticas, podendo ser convertidos em lipidios e participar da sintese de
aminoacidos (Chapman 2013). O glicogénio € um outro carboidrato armazenado no corpo
gorduroso, podendo também ser encontrado nos musculos, intestino e outros tecidos (Oliveira &
Cruz-Ladim 2003, Gillott 2005).

Estudos realizados por Sharma et al. (2011) demonstraram que inseticidas botanicos
podem causar alteracGes nos teores dos lipidios, proteinas e carboidratos. Com relacdo a utilizacdo
de Oleos essenciais sobre parametros bioquimicos Silva et al. (2016) verificaram que o 6leo de
citronela em dose subletal afeta o perfil bioquimico de lagartas de S. frugiperda, revelando
reducdo de proteinas, lipideos e acUcares totais, e aumento de glicogénio.

Uma outra fase de desenvolvimento dos insetos que podem ser tomadas a¢des de controle
é a fase embrionéaria (Monnerat et al. 2002). Os ovos sdo constituidos pelo coérion, o qual é uma
estrutura complexa formada por duas camadas, 0 exocorion, mais externa, coberta por uma
camada mucosa e descontinua, e o endocérion, mais interna, fina e que contém carboidratos
(Consoli et al. 1999, Chapman 2013). De acordo com estudos a blastoderme é formada no periodo
de ativacdo da célula-ovo e que dard origem as outras células da larva em formacdo. O vitelo
ocupa grande parte do ovo, fornecendo nutricdo para o embrido em desenvolvimento (Tojo &
Machida 1998). Existem relatos de que inseticidas quimicos, bem como botanicos afetam o
desenvolvimento embrionario dos insetos. Correia et al. (2013), estudando o efeito de um
inseticida regulador de crescimento (lufenuron) e um botanico (azadiractina) verificaram que 0s
mesmos interferiram na formagéo e desenvolvimento embrionario de S. frugiperda, tornando o
ovo inviavel.

Trabalhos no sentido de verificar os efeitos de inseticidas sintéticos, 6leos essenciais e

seus constituintes quimicos sobre ovos, sdo restritos apenas a observar a eclosdo das lagartas,



porém estudos mais aprofundados dessa fase embrionaria podem ser desenvolvidos através da
microscopia eletronica, visto ser um instrumento importante na observacao de microestruturas.

Outros efeitos fisiologicos causados pelos inseticidas pode-se incluir a apoptose (Turrens
2003). A apoptose pode ser definida como sendo a morte celular programada, onde células
desnecessarias, danificadas ou potencialmente perigosas sdo eliminadas durante o desenvolvimento
e homeostase tecidual ou sob alguma condicdo atipica do organismo, como doencas (Ashe & Berry
2003). Os fatores que desencadeiam a apoptose sdo inimeros como, danos no DNA, radiacdo
ionizante, choque térmico, baixa quantidade de nutrientes, entre outros. No processo de apoptose a
célula encolhe-se, o nicleo se dispersa, a cromatina € condensada, subsequentemente a célula é
fragmentada em estruturas membranosas compactas chamadas de corpos apoptoticos, e entdo sdo
fagocitadas por macrogafos e removidas do tecido sem causar reacdo inflamatoria (Ashe & Berry
2003).

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via extrinseca
(extracelular) ou pela via intrinseca (mitocondrial). A primeira € desencadeada por ligantes
especificos a um grupo de receptores de membrana. A segunda via € ativada por estresse
intracelular ou extracelular, como a privacédo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou
ativacdo de oncogenes. Trés moléculas estdo envolvidas nas vias de ativacdo da apoptose, as
proteinas antiapoptoticas e pro-apoptoticas (Grivicich et al. 2007).

Um outro tipo de morte celular é a necrose, que diferentemente da apoptose € a morte
patoldgica ou acidental da célula, isto é, quando a célula € impedida de manter suas fungdes vitais
devido a fatores externos como produtos toxicos, radiacdo e temperatura. Nesse processo o0 nucleo
ndo sofre alteracOes significativas, mas a célula incha e as organelas, em especial as mitocondrias

séo danificadas (Turrens 2003).
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Alguns trabalhos utilizando inseticidas sintéticos demonstraram que células do intestino
médio de Drosophila melanogaster Meigen e Apis mellifera L. entraram no processo de apoptose
(Grupta et al. 2010, Gregore & Ellis 2011). Contudo, se torna relevante estudos com o0leos
essenciais e seus constituintes a nivel celular para elucidar os efeitos causados por esses compostos.

Diante disso, 0 presente estudo teve por objetivo verificar o efeito dos constituintes
quimicos limoneno e trans-anethole por diferentes vias de aplicagdo, ingestdo e contato topico
sobre a histofisiologia, histoquimica e imunohistoquimica (apoptose) no intestino médio; o efeito
de geraniol e citronelal sobre parametros nutricionais e reprodutivos; bem como o efeito de 6leo de

P. marginatum e do composto geraniol sobre o desenvolvimento embrionario de S. frugiperda.
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RESUMO - A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, é praga chave da cultura do milho e
seu controle é realizado pelo uso continuo de inseticidas, entretanto, vem crescendo o estudo por
métodos alternativos de menor impacto ambiental, dos quais se destacam a utilizacdo de 6leos
essenciais, oriundos do metabolismo secundario das plantas e tém acao inseticida comprovada em
diversos insetos praga. Assim, objetivou-se analisar os efeitos dos compostos quimicos limoneno
e trans-anethole, isolados ou associados, por diferentes vias de aplicacao, a fim de verificar efeitos
histoldgicos, histoquimicos, e de apoptose no intestino médio de lagartas de S. frugiperda. Para o
trans-anethole utilizou-se DLsy de 0,027 (0,021 - 0,032) mg/g, para o limoneno DLsy de 32,24
(27,73 - 36,55) mg/g, e para o trans-anethole + limoneno foi utilizada a proporcdo 1:1. No
controle utilizou-se acetona pura. Para as vias topica e ingestdo (dieta artificial) aplicou-se 1,0 uL
dos respectivos compostos. Os resultados demonstraram que as alteracdes ocasionadas no
intestino médio de lagartas de terceiro instar de S. frugiperda pelos compostos quimicos
interferiram na histologia do tecido epitelial, nos teores de polissacarideos neutros e proteinas
apos 48 e 96h, bem como nos diferentes modos de aplicagdo. Porém, ndo se observou apoptose.
Contudo, o composto que apresentou maior eficiéncia foi o trans-anethole isolado ou associado
quando aplicado por ingestdo. Esses resultados indicam que esse composto podera influenciar em
parametros indispensaveis a sobrevivéncia desta praga, o que pode ser importante no que se refere

ao controle de suas populagoes.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, imunohistoquimica, inseticidas botanicos, nutri¢éo,

histoquimica
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EFFECTS OF TRANS-ANETHOLE AND LIMONENE ON HISTOPHYSIOLOGY,
HISTOCHEMICAL AND APOPTOSIS CELL IN MIDGUT Spodoptera frugiperda (J.E.

SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT — The armyworm, Spodoptera frugiperda, is a key pest of corn crops and its control
is often achieved by continuous insecticide use, thus, the study for alternative methods with less
environmental impact has grown, among which are the use of essential oils. These oils origin
from plants secondary metabolism and their insecticidal activity has been widely demonstrated in
many insect pests. The objective was to analyze the effects of chemical compounds limonene and
trans-anethole, independent and associated, in different application ways, to determine
histological effects, histochemical, and apoptosis in midgut of larvae of S. frugiperda. For the
trans-anethole was used LDso of 0,027 (0,021-0,032) mg/g and for limonene LDsq of 32,24 (27,73
- 36,55) mg/g, and for trans-anethole + limonene the ratio of 1: 1 was used. The results showed
that caterpillars treated topically or by ingestion showed more significant changes with structural
disorganization and elongation of the midgut columnar cells in 48 hours range with the
compounds in isolation. Whereas after 96 hours there was an epithelial regeneration. At 48h after
ingestion limonene reduces the content of neutral polysaccharides and proteins, and topical
application reduction was caused by trans-anethole. There was no cell apoptosis. This way, the

three tested oils showed promising results in the control of S. frugiperda.

KEY WORDS: armyworm, botanical insecticides, chemical compounds
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Introducéo

Dentre as formas de utilizacdo de plantas inseticidas, os 6leos essenciais vém ganhando
destaque e podem ser considerados como uma tatica importante no controle de grandes pragas, por
possuirem atividade inseticida de diversas maneiras, a saber: deterréncia, repeléncia, mortalidade,
inibicdo do crescimento e deformacdes em diferentes estagios de desenvolvimento dos insetos,
entre outros. Além de apresentarem baixa toxicidade a mamiferos e baixa persisténcia no ambiente
(Isman 2006).

Os oOleos essenciais contém diversos constituintes, que podem ser encontrados em maior
ou menor quantidade, os quais sdo identificados através de analises cromatograficas acopladas a
espectrometria de massas. Cruz et al. (2016), com o objetivo de avaliar a composi¢cdo quimica e
atividade inseticida de 6leos de F. vulgare, O. gratissimum e E. staigeriana, verificaram que todos
apresentaram uma atividade inseticida para Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) e obtiveram como
constituintes em comum o limoneno, o methil chavicol e o trans-anethole, sendo este dltimo o
constituinte que obteve maior atividade, alcancando uma Dose Letal de 50% na concentracdo de
0,027 mg/g de inseto. Com base nesses resultados, Cruz et al. (2017) estudaram, via aplicagéo
topica, os efeitos do limoneno e trans-anethole sobre pardmetros bioquimicos, aspectos
reprodutivos, bem como apoptose testicular, aos quais demonstraram alteracfes em todos 0s
parametros estudados.

Sdo comumente encontrados trabalhos que demonstram a atividade inseticida e repeléncia
de 0leos essenciais e constituintes quimicos sobre lepidopteros, como os desenvolvidos por Niculau
et al. (2013), que verificaram os efeitos dos 6leos de Pelargorium graveolens I’Herit e Lippia alba
(Mill) N.E. Brown e dos seus compostos terpénicos majoritarios sobre S. frugiperda por meio de
aplicacdo topica, os quais apresentaram atividade inseticida para lagartas de terceiro instar, bem

como 0s compostos geraniol, linalol, carvona e citral como componentes majoritarios dos 6leos em
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questdo. Também sdo encontrados trabalhos que incorporam o 6leo essencial na dieta artificial de
lagartas como € o caso do trabalho elaborado por Menezes (2015) que verificou a toxicidade do
6leo de Ocimum selloi Benth e do constituinte quimico estragol sobre S. frugiperda, causando
mortalidade de 72,3% das lagartas.

Dentre os diversos efeitos fisioldgicos causados pelos inseticidas pode-se incluir a
apoptose (Turrens 2003). Alguns trabalhos utilizando inseticidas sintéticos demonstraram que
células do intestino médio de Drosophila melanogaster Meigen e Apis mellifera L. entraram no
processo de apoptose (Grupta et al. 2010, Gregore & Ellis 2011). Contudo, se torna relevante
estudos com 6leos essenciais e seus constituintes a nivel celular para verificar se tal efeito também
é observado quando se utiliza esses compostos.

Nesse contexto, sdo necessarios trabalhos que abordem a interferéncia de compostos
isolados ou associados sobre a histofisiologia, histoquimica e apoptose no intestino médio de S.
frugiperda, uma vez que o canal alimentar representa uma area de contato entre os insetos e 0
ambiente, e alteracfes que ocorrem nesta regido podem ser capazes de afetar o crescimento e
desenvolvimento dos insetos (Levy et al. 2004, Chapman 2013). Também sdo necessarios a
realizacdo de trabalhos que enfoquem os efeitos fisioldgicos causados pelos 6leos essenciais e
compostos quando aplicados via ingestdo e por contato topico com o intuito de melhor avaliar a sua
eficiéncia. Assim, o presente trabalho objetivou investigar os efeitos dos compostos quimicos
limoneno e trans-anethole, isolados e associados, em diferentes vias de aplicacdo, a fim de verificar
efeitos histologicos, histoquimicos, e de apoptose no canal alimentar (intestino médio) de S.

frugiperda.
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Material e Métodos

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Entomologia Agricola do
Departamento de Agronomia, Laboratorio de Histologia do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, bem como no Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Obtencéo e Criacdo dos Insetos. Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda obtidas da criagédo
estoque do Laboratorio de Entomologia Agricola do Departamento de Agronomia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), mantidas a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa
de 67 + 0,7% e fotofase de 12 h, e alimentadas com dieta artificial de Greene modificada,
recomendada para a espécie (Busato et al. 2006).
Obtencdo dos Constituintes Quimicos. Os compostos limoneno (183164) e trans-anethole
(1178870) foram obtidos da Sigma-Aldrich® com pureza de 99%.
Bioensaio por Contato Tépico. O bioensaio foi realizado com lagartas de terceiro instar (10 dias
de idade), com peso médio de 78 mg. Os tratamentos consistiram na diluicdo dos compostos em
acetona nas DLsy previamente estimadas por Cruz et al. (2016). Para o composto trans-anethole
utilizou-se a DLsp de 0,027 (0,021 — 0,032) mg/g, para o limoneno utilizou-se a DLsy de 32,24
(27,73 — 36,55) mg/g, para trans-anethole + limoneno foi utilizado a proporc¢do 1:1 (32,28 mg) e
para o controle acetona pura. Na regido protoracica foi aplicado 1,0 puL dos respectivos compostos,
com o auxilio de uma seringa Hamilton™ 50 pL. As lagartas foram individualizadas em tubos de
vidro de fundo chato e vedados com plastico filme. Para alimentacéo utilizou-se dieta artificial de
Greene modificada, recomendada para a espécie (Busato et al. 2006). Para cada composto foram
utilizadas cinco repeticdes com 10 lagartas por repeticéo, totalizando 50 lagartas por tratamento. O
experimento foi realizado a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa de 67 + 0,7% e fotofase

de 12 h. Apds 48 e 96 h realizou-se a extracdo do canal alimentar das lagartas sobreviventes.

22



Bioensaio por Ingestdo. O bioensaio prossegui-se utilizando as mesmas doses/concentracfes do
bioensaio anterior, as quais foram estimadas previamente por Cruz et al. (2016). Consistiu na
aplicacéo de 1,0 pL dos respectivos compostos, com o auxilio de uma seringa Hamilton™ 50 pL
em fragmentos de 1cm® de dieta artificial. Lagartas de terceiro instar (10 dias) foram
individualizadas em tubos de vidro de fundo chato e vedados com plastico filme, e para a
alimentacdo foi utilizada a dieta artificial tratada. Foram utilizadas 5 repeticbes com 10 lagartas
cada, totalizando 50 lagartas por tratamento. Apos 48 e 96 h realizou-se a extracdo do canal
alimentar das lagartas sobreviventes.

Analise Histologica e Histoquimica do Intestino Médio. As lagartas submetidas aos tratamentos
com as DLso dos compostos trans-anethole, limoneno e trans-anethole + limoneno, nas duas vias de
aplicacdo (topica e ingestdo) foram utilizadas no intervalo de 48 e 96h ap0s os tratamentos para as
analises histoldgicas e histoquimica do intestino médio. As lagartas foram imobilizadas a
temperatura de 4°C, dissecadas sob estereomicroscopio para retirada do canal alimentar de 10
intestinos. Estes foram fixados em formol 10% por 24h, e conservados em alcool 70%. Os
intestinos médio foram clivados e desidratados em banhos crescentes de alcool etilico (70, 80, 90 e
100%), por 15 minutos cada, embebidos em alcool+historesina (1:1) por 24h e posteriormente
incluido em historesina Leica©. Sec¢des de cortes de 3 um de espessura foram obtidos em
micrétomo Leica© 2035. Os cortes foram submetidos as técnicas de coloragédo pela hematoxilina —
eosina (H-E) para analise morfologica do tecido. Com relacdo as analises histoquimicas foram
utilizados o &cido periodico de Schiff (P.A.S.) para deteccdo de polissacarideos neutros (Junqueira
& Junqueira 1983) e Xylidine Ponceau para deteccdo de proteinas totais (Pearse 1960). As analises
histoldgicas e histoquimicas foram realizadas utilizando-se microscopio de luz da marca
OLYMPUS BX-49, e fotografado em fotomicroscépio Leica© DM 500 e OLYMPUS BX-51. As

imagens foram capturadas e digitalizadas pelo software LAS Leica Image.
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Quantificacdo Média de Polissacarideos Neutros e Proteinas Totais. Foram utilizadas quatro
seccOes da regido mediana do intestino médio de lagartas para cada tratamento, através do
programa editor de imagens GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation Program, UNIX platforms). O
programa converte imagens digitais para uma escala de cinza, o que permite a mensuracdo dos
valores de pixels referentes a marcacdo selecionada no tecido (Solomon 2009). Para cada
tratamento utilizou-se 3 laminas de individuos diferentes, sendo mensurados 4 campos de cada
lamina, totalizando 12 campos por grupo.

Analises Estatisticas. A analise estatistica foi realizada pelo programa SAS. Os resultados dos
teores de proteina e glicogénio e as médias foram submetidas ao teste de normalidade e
homogeneidade. Para comparar os tratamentos como os modos de aplicacdo foi utilizado fatorial e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (SAS Institute 2001).

Apoptose por Imunofluorescéncia do Intestino Médio de Spodoptera frugiperda. Lagartas de
terceiro instar submetidas, por contato tdpico e ingestdo, nos intervalos de 48 e 96h, a DLs de
trans-anethole, limoneno e trans-anethole + limoneno foram imobilizadas a temperatura de 4°C,
dissecadas sob estereomicroscopio para extracdo do intestino médio. Utilizou-se o método TUNEL
como indicador de apoptose, usando-se kit comercial (ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection
Kit — S7165 — Millipore Corporation). Os intestinos coletados foram fixados em formol tamponado
a 10% por 24 h. Apos esse periodo foram desidratados em banhos crescentes de alcool etilico (70,
80, 90 e 100%), por 20 minutos cada, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina.
Em um micrétomo tipo Minot (LEICA RM 2035), sec¢des de cortes de 5 um de espessura foram
colocados em banho-maria e coletados com laminas silanizadas. Os procedimentos seguiram com
os cortes sendo desparafinados, hidratados e incubados em Tampéo fosfato-salino — PBS (pH 7,4 e
0,2 M) a temperatura ambiente. Para a recuperacdo antigénica utilizou-se a Proteinase K (20

mg/mL). Em seguida, os cortes foram lavados em PBS (pH 7,4 e 0,2 M) e receberam o tampéo de
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equilibrio para posterior incubacdo com a enzima TdT a 37 °C por 1 h em camara umida. As
laminas foram lavadas em PBS e incubadas com a anti-digoxigenina conjugada a Rodamina por 30
minutos em camara Umida. Posteriormente, foram enxaguadas em PBS (pH 7,4 e 0,2 M) e
montadas utilizando o meio de montagem antifading associado ao corante azul fluorescente
diamidino-2-fenilindole (DAPI), para marcacdo dos nudcleos das células. As laminas foram
observadas em microscépio de fluorescéncia com varredura a laser (Modelo LSM 700 Carl Zeiss),
com camera acoplada e Software Zen integrado. As fotografias foram tiradas com a resolucéo de

1.048 x 1.048, com o filtro de 415 (azul) nm e de 735 (vermelho) nm.

Resultados

Analise Histoldgica do Intestino Médio. O intestino médio de lagartas de terceiro instar do
tratamento controle de S. frugiperda apresentou histologia tipica, sendo revestido externamente
por duas camadas musculares: uma camada mais externa, formada por feixes espacados, dispostos
longitudinalmente, e uma camada mais interna, disposta circularmente. Internamente, o intestino
médio foi constituido por tecido epitelial simples, apresentando trés tipos celulares, a saber:
células colunares, caliciformes e regenerativas. As células colunares encontraram-se em
abundancia apresentando nucleo na porcdo mediana, bem como microvilos a luz do 6rgdo. As
células caliciformes encontraram-se entre as células colunares, estas possuem cavidade globosa,
com nucleo basal e achatado. As celulas regenerativas foram observadas em menor nimero, as
quais encontraram-se na regido basal do epitélio, com nuacleo esférico e central. A matriz
peritrofica foi encontrada revestindo internamente o 6rgdo, envolvendo o material digerido, o qual
encontra-se disposto no limen do 6rgdo (Figs. 1A-B, 2A-B).

Analise Histoldgica do Intestino Médio por Contato Topico. As lagartas de S. frugiperda

tratadas topicamente com os compostos limoneno, trans-anethole e limoneno + trans-anethole
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apresentaram alteracdes histologicas que variaram de intensidade de acordo com o tempo de
exposicdo. Apo6s 48 h foi observado que o tratamento com 0S compostos promoveram
desorganizacdo estrutural no epitélio com alongamento das células colunares e deslocamento do
nucleo para a regido apical (Fig. 1C e 1E). Essas alteragdes foram de menor intensidade no
epitélio das lagartas submetidas ao limoneno + trans-anethole, entretanto foi verificado nesse
epitélio liberacdo de fragmentos celulares para o lumen e células caliciformes bem desenvolvidas
(Fig. 1G). No intervalo de 96 h as alteracGes no intestino médio foram menos expressivas para 0s
tratamentos com 0s compostos isolados, sendo observada uma regeneracdo ou reorganizacdo do
epitélio (Fig. 1D e 1F). Porém com a associacdo dos compostos as alteracdes no epitélio foram
mantidas mesmo apos 96h (Fig. 1H).

Analise Histologica do Intestino Médio por Ingestdo. No tratamento por ingestdo, no intervalo
de 48 h foi observado que apenas os compostos isolados promoveram desorganizacao estrutural
semelhante a observada nesse mesmo intervalo para o tratamento topico (Fig. 2C, 2E e 2G). No
entanto, com 96 h observou-se alteracdes em todos os tratamentos com os compostos, sendo
evidenciada uma degeneracdo das células colunares e maior desenvolvimento das células
caliciformes, porém ndo foi verificada a presenca da matriz peritrofica no tratamento com a
associacédo (Fig. 2D, 2F e 2H).

Analise Histoquimica Para Polissacarideo Neutro no Intestino Médio por Contato Topico e
Ingestdo. As analises estatisticas realizadas para avaliar os efeitos dos compostos isolados ou
associados sobre a histoquimica de S. frugiperda demonstraram que 48 h apos aplicagéo tdpica o
trans-anethole e limoneno + trans-anethole ocasionaram reducdo no teor de polissacarideos
neutros e apos 96 h somente o trans-anethole. No tratamento por ingestdo os compostos isolados
ou néo reduziram o teor de polissacarideos neutros apos os dois tempos de avaliacdo, porém apos

96 h a associacdo foi quem ocasionou a maior reducdo. Comparando-se as vias de administracao
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dos compostos verificou-se que com 48 h o limoneno ocasionou a menor reducdo por ingestdo e o
trans-anethole por via tépica. Porém, com 96 h somente a associacdo ocasionou reducao no teor
de polissacarideo neutros por ingestdo (Tabela 1).

Analise Histoquimica Para Proteinas no Intestino Médio por Contato Topico e Ingestéo.
Analisando-se o teor de proteinas ap6s 48 h por contato topico verificou-se que ndo houve
reducdo significativa. Entretanto, no tratamento por ingestdo o limoneno e a associagdo promoveu
reducdo. Apds 96 h verificou-se que houve reducdo significativa ocasionada pelo trans-anethole
no contato topico, enquanto para ingestdo todos os tratamentos com os compostos reduziram,
sendo maior na associacdo. Comparando-se as vias de tratamentos com 0s compostos observou-se
no contato tépico apds 48 h que o trans-anethole causou maior reducdo, ja por ingestdo foi a
associacdo dos compostos. Porém com 96 h o contato tépico ndo promoveu reducdo e por
ingestdo a associacdo promoveu reducdo (Tabela 2).

Apoptose por Imunofluorescéncia no Intestino Médio de Spodoptera frugiperda. Todos os
grupos apresentaram seus nucleos emitindo fluorescéncia azul, o que caracteriza-0s como nado

apoptoticos, na qual emitem fluorescéncia vermelha (Figs. 3, 4, 5 e 6).

Discusséo
A morfologia da regido do intestino médio de S. frugiperda seguiu os padrdes para a
especie de acordo com os relatos de Correia et al. (2009) e Silva (2014), bem como mostraram
aspectos semelhantes com outras especies de lepidopteros, como em S. exigua (Rost-Roszkoska et
al. 2008) e Anticarsia gemmatalis (Levy et al. 2004). A literatura aponta quatro tipos basicos
celulares para lepiddpteros, sdo eles: colunares, regenerativas, caliciformes e endocrinas

(Cavalcante & Cruz-Landim 1999, Pinheiro et al. 2003). Com excecdo das células enddcrinas, por
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ndo serem facilmente identificadas por microscopia de luz (Sousa et al. 2009, Scudeler & Santos
2014), todas as outras foram encontradas no intestino medio de lagartas de S. frugiperda.

Na presente pesquisa verificou-se que a associacdo dos compostos foi mais expressiva
quando aplicados por via ingestao, revelando que os compostos associados sdo mais eficientes em
promover um desequilibrio no tecido epitelial do intestino médio, o que provavelmente interferira
na absorcdo de nutrientes e consequentemente refletir no crescimento e desenvolvimento desse
inseto. Foi possivel observar também que a aplicacdo por ingestdo promoveu um maior dano no
epitélio quando comparado com a via tdpica. Efeitos similares foram obtidos com outros produtos
derivados de plantas como em Azadirachta indica (Correia et al. 2009) e com o 6leo de C.
winterianus administrados via ingestdo (Silva et al. 2016).

Sharma et al. (2011) afirmaram que os inseticidas botanicos possuem um perfil quimico
gue pode ocasionar alteracdes nutricionais através de mudanca nos teores de lipidios, proteinas e
carboidratos. Ainda com relacdo a utilizacdo de 6leos essenciais sobre parametros bioquimicos,
Silva et al. (2016) verificaram que o dleo de citronela em dose subletal afetam o perfil bioquimico
de lagartas de S. frugiperda, revelando reducdo de proteinas, lipideos, acucares totais e aumento
de glicogénio. Os autores sugerem que essa alteracdo foi promovida pelo composto citronelal,
principal constituinte deste dleo.

Dentre os constituintes nutricionais, os polissacarideos sdo macromoléculas complexas de
carboidratos formados por milhares de monossacarideos unidos entre si por ligagGes glicosidicas.
Os carboidratos sdo requeridos em diversos processos metabolicos; funcionam como principal
fonte energética; sdo responsaveis por inumeras fungbes metabolicas e estruturais; atuam na
formagéo da quitina através de longas cadeias de N- acetilglucosamina; podem ser convertidos em
lipideos, alem de participarem da sintese de aminoacidos (Arrese et al. 2010, Chapman 2013).

Segundo Parra (1999), o aumento no teor de carboidratos propicia um alongamento na
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longevidade dos insetos, e consequentemente sua diminuicdo, reduz a sobrevivéncia desses
organismos.

Assim, como os polissacarideos, as proteinas sdo de fundamental importancia para a
sobrevivéncia dos insetos, por participarem de processos estruturais, enzimaticos e no transporte
de moléculas. E alteracbes nos niveis proteicos ocasionam efeitos deletérios no metabolismo,
afetam diretamente a vitelogénese, ja que proteinas como vitelogenina, carboxipeptidase
vitelogénica, catepsina B e lipoforina sdo produzidas e secretadas pelo corpo gorduroso e
incorporadas aos ovocitos em desenvolvimento, e sua reducdo acarreta efeitos negativos na
reproducdo (Panizzi & Parra 2009, Guizzo et al. 2012, Rosas-Mejia et al. 2015). De acordo com
Senthilkumar et al. (2009), a reducdo de proteinas deve-se provavelmente a interferéncia
ocasionada por compostos presentes nos inseticidas botanicos que atuam nos horménios que
regulam a sintese proteica.

As alteracOes ocasionadas no intestino médio de lagartas de S. frugiperda pelos compostos
quimicos interferiram nos teores de polissacarideos neutros e proteinas nos diferentes periodos de
tempo estudados, bem como nos diferentes modos de aplicagdo. O trans-anethole, quando
utilizado de forma isolada ou associada, apresentou maior eficiéncia na reducdo do teor de
polissacarideos neutros e proteinas no intestino médio de lagartas de S. frugiperda. Esses
resultados corroboram com os encontrados por Souza et al. (2015), os quais observaram que 6leos
essenciais e compostos volateis em lagartas de Pseudaletia unipuncta (Haworth), via ingestao
promoveram alteracdes bioquimicas, devido a reducdo nutricional. Os autores afirmaram ainda
que dentre os compostos volateis o trans-anethole foi mais eficiente.

Outros fatores que podem interferir no quantitativo dos constituintes nutricionais séo o
modo de aplicacdo e o tempo de avaliacdo. Segundo Estrela et al. (2006) a eficiéncia de um

composto depende do método de exposicdo a qual o inseto é submetido. Lima et al. (2009)
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também estudaram o modo de aplicacdo e tempo de avaliacdo em S. frugiperda com o 6leo
essencial de P. hispidinervum em lagartas de 1° e 3° instares. Os resultados demonstraram que
houve diferenca na toxicidade quando submetidas a ingestdo e topico, 0 mesmo ocorreu para 0s
diferentes tempos estudados (24, 48 e 96 h). Esses resultados corroboram com os encontrados na
presente pesquisa, por haver diferenca nos modos de aplicacdo e tempo de avaliacdo, sendo a
aplicacdo por ingestdo a mais efetiva e o tempo de 96 h o mais eficiente, para o inseto-praga em
questao.

Uma provavel hipotese para o limoneno ter apresentado melhor resultado quanto a reducéo
no teor de polissacarideos neutros e proteinas por via de ingestao apos 48 h de avaliacdo, deve-se
provavelmente ao fato deste monoterpeno possuir atividade como inibidor ou retardador de
crescimento e supressor do apetite, podendo levar os insetos a morte por inani¢cdo ou toxicidade
direta, assim, a reducdo na atividade alimentar acarreta a reducdo desses constituintes nutricionais.
Além disso, os monoterpenos penetram com extrema facilidade nos tecidos e células, possuindo
uma poderosa agdo solvente de lipideos, esta facilidade deve-se ao tamanho reduzido dessas
moléculas. Esses lipideos sdo em grande parte armazenados no corpo gorduroso, onde também
encontra-se armazenado 0s carboidratos, podendo também ser afetado (Viegas Janior 2003). J& o
trans-anethole demonstrou mais eficiéncia via contato tépico. Esta facilidade de penetracédo e acdo
via cuticular do inseto deve-se a propriedade lipofilica do composto possuindo afinidade com a
cuticula do inseto. Esta propriedade lipofilica faz com que o trans-anethole sofra particdo da fase
aquosa para dentro da membrana celular conduzindo a expansdo da membrana, aumentando a
fluidez e a permeabilidade da célula, permitindo a liberacdo dos componentes intracelulares vitais
a sobrevivéncia dos organismos (Romero et al. 2012).

Pesquisas relacionadas com o processo apoptotico em geral séo realizadas verificando o

efeito de inseticidas quimicos sintéticos, sendo escassos trabalhos nesse contexto que utilizam
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compostos extraidos de plantas. Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais nao induziram
apoptose celular no intestino de lagartas de S. frugiperda, sugerindo, portanto que a degeneracao
epitelial deu-se por um processo necrotico. De acordo com Grivicich et al. (2007) a necrose € um
processo descontrolado e passivo que normalmente afeta grandes areas de células, enquanto que
apoptose é um processo controlado e dependente de energia e podem afetar grupos de células. As
lesGes celulares necréticas podem ser mediadas por dois mecanismos, interferéncia com o
fornecimento de energia das células e danos diretos a membranas celulares. Entretanto, estudos
realizados por Qi et al. (2011) demonstraram morte celular com lise da membrana plasmatica e
vacuolizacdo do citoplasma no epitélio intestinal de Mythimna separata Walker quando tratados
com um componente inseticida extraido de Celastrus angulatus Maxim.

Os resultados obtidos na presente pesquisa demonstraram que todos 0S compostos
quimicos estudados interferiram no intestino médio de S. frugiperda, assim como alteraram o
perfil bioquimico, influenciando em parametros indispensaveis a sobrevivéncia desta praga, o que
pode ser importante no que se refere ao controle de suas populagfes, contudo o que apresentou
maior eficiéncia foi o trans-anethole de forma isolada ou associada quando aplicado por ingestéo.
Portanto, os Gleos essenciais que possuem em sua constituicdo quimica os compostos limoneno e

trans-anethole séo eficazes no controle de S. frugiperda.
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Tabela 1. Média (£D.P.) do nimero de pixels da analise histoquimica para polissacarideos
neutros marcados com P.A.S. em intestinos médios de lagartas de terceiro instar de Spodoptera
frugiperda submetidas a componentes quimicos isolados ou associados. Temperatura: 25,2 + 1,4

°C. RH: 67 £ 0,7% e fotofase de 12h.

Tempo Tratamentos Ingestao Topico

48h Controle 269,9 + 2,45 Aa 262,6 £ 5,39 Aa
Limoneno 199,2 + 14,31 Ab 274,3 £ 20,29 Ba
Trans-Anethole 181, 9+ 14,76 Ab 146,6 + 4,09 Bc
Limoneno + Trans-Anethole 183,9+ 12,31 Ab 198,8 + 10,25 Ab

96h Controle 305,2 + 28,69 Aa 289,9 £ 1,35 Aa
Limoneno 218,4 + 13,71 Ab 212,8 £ 18,05 Aa
Trans-Anethole 163,5+ 12,68 Abc 138,7 £ 4,94 Ab
Limoneno + Trans-Anethole 147,1 £ 13,10 Ac 179,9 £ 9,15 Bab

IMédias seguidas das mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey p<0,05
?Médias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas néo diferem estatisticamente entre si

pelo teste Tukey p<0,05.
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Tabela 2. Média (xD.P.) do numero de pixels da analise histoquimica para proteinas
marcados com Xilidina em intestinos médios de lagartas de terceiro instar de Spodoptera

frugiperda submetidas a componentes quimicos isolados ou associados.

Tempo Tratamentos

Ingestéo

Tépico

48h Controle
Limoneno

Trans-Anethole
Limoneno + Trans-Anethole

249,4 + 473 Aa
187,6 + 16,65 Bb
234,1+ 10,38 Aa
138,7 + 9,19 Bc

220,9 £ 3,52 Ab

309,9 + 17,55 Aa
173,6 £ 18,33 Bb
232,8 +£18,08 Ab

96h Controle 289,5 + 2,56 Aa 2440 + 1,40 Aa
Limoneno 213,9+ 16,11 Ab 216,7 + 14,17 Aab
Trans-Anethole 2248 +£ 13,99 Ab 190,2 + 30,20 Ab

Limoneno + Trans-Anethole 121,4 +£12,17 Ac 232,6 + 18,08 Bab

"Médias sequidas das mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey p<0,05

*Médias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Tukey p<0,05.

37



Figura 1. Cortes transversais do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro
instar submetidas a aplicacdo tépica de Limoneno, Trans-Anethole e Limoneno + Trans-Anethole.
A — Controle (aspecto geral); B — Controle (detalhe do epitélio); C — Limoneno 48h; D —
Limoneno 96h; E — Trans-Anethole 48h; F - Trans-Anethole 96h; G - Limoneno + Trans-
Anethole 48h e H - Limoneno + Trans-Anethole 96h. Ep — Epitélio, L — Lumen, Seta curta —
Mdsculo longitudinal, Seta longa — Musculo Circular, Seta pontilhada — Matriz peritrofica, Ccl —
Células Caliciformes, Cc — Célula colunar, Ponta de seta — Células regenerativas, Asteriscos —

Fragmentos celulares.
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Figura 2. Cortes transversais do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda de terceiro
instar submetidas a aplicagdo na dieta de Limoneno, Trans-Anethole e Limoneno + Trans-
Anethole. A — Controle (aspecto geral); B — Controle (detalhe do epitélio); C — Limoneno 48h; D
— Limoneno 96h; E — Trans-Anethole 48h; F - Trans-Anethole 96h; G - Limoneno + Trans-
Anethole 48h e H - Limoneno + Trans-Anethole 96h. Ep — Epitélio, L — Lumen, Seta curta —
Mdasculo longitudinal, Seta longa — Mdsculo Circular, Seta pontilhada — Matriz peritrofica, Ccl —
Células Caliciformes, Cc — Célula colunar, Ponta de seta — Células regenerativas, Asteriscos —

Fragmentos celulares.
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Figura 3. Imunofluorescéncia para deteccdo de apoptose no intestino médio de lagartas de
Spodoptera frugiperda de terceiro instar submetidas & aplicacdo topica dos compostos. A —
Controle; B — Limoneno 48h; C — Trans-Anethole 48h; D - Limoneno + Trans-Anethole 48h.

Observar nucleos normais emitindo fluorescéncia azul em todos 0s grupos.

40



Figura 4. Imunofluorescéncia para deteccdo de apoptose no intestino médio de lagartas de
Spodoptera frugiperda de terceiro instar submetidas a aplicacdo tépica dos compostos. A —
Controle; B — Limoneno 96 h; C — Trans-Anethole 96 h; D - Limoneno + Trans-Anethole 96 h.

Observar nucleos normais emitindo fluorescéncia azul em todos os grupos.
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Figura 5. Imunofluorescéncia para deteccdo de apoptose no intestino médio de lagartas de
Spodoptera frugiperda de terceiro instar submetidas a ingestdo dos compostos. A — Controle; B —
Limoneno 48 h; C — Trans-Anethole 48 h; D - Limoneno + Trans-Anethole 48 h. Observar

nucleos normais emitindo fluorescéncia azul em todos 0s grupos.
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Figura 6. Imunofluorescéncia para deteccdo de apoptose no intestino médio de lagartas de
Spodoptera frugiperda de terceiro instar submetidas a ingestdo dos compostos. A — Controle; B —
Limoneno 96 h; C — Trans-Anethole 96 h; D - Limoneno + Trans-Anethole 96 h. Observar

nucleos normais emitindo fluorescéncia azul em todos 0s grupos.
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CAPITULO 3
EFEITOS DOS COMPOSTOS GERANIOL E CITRONELAL SOBRE PARAMETROS
BIOQUIMICOS E REPRODUTIVOS DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)*
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RESUMO - Os dleos essenciais de plantas sdo constituidos por diversos compostos volateis, em
diferentes concentragdes, podendo ser determinantes para a sua toxicidade. Assim, neste trabalho,
investigou-se os efeitos subletal e letal dos compostos geraniol e citronelal sobre parametros
bioquimicos e reprodutivos de Spodoptera frugiperda. Para 0 composto geraniol utilizou-se as
DL3, de 9,42 mg/g e DLs de 13,65 mg/g, enquanto que para o citronelal as DL3p foram de 0,06
mg/g e DLso de 0,08 mg/g. No controle utilizou-se acetona pura. Lagartas de terceiro instar foram
tratadas topicamente na regido protoracica, aplicando-se 1 pL dos respectivos compostos, com
uma seringa Hamilton™ 50 pL. Apés 48 h as lagartas foram maceradas em tampdo fosfato de
sodio em uma proporcdo de 4 lagartas/ 5 mL do tampao; quantificou-se os niveis de proteina total,
acucar total, lipideo e glicogénio. Foram avaliadas a postura diaria, a fim de determinar os
periodos de pré-oviposicdo, oviposicdo, pds-oviposicdo e quantidade de ovos. Os resultados
mostraram reducdo na concentracdo de proteinas e acUcares para ambos 0s compostos e
concentracdes estudadas. Ndo houve alteracdo na concentracao de lipidios. Citronelal aumentou o
teor de glicogénio para ambas concentracdes. O periodo de oviposicdo e a quantidade de ovos
foram reduzidos. No entanto, ndo houve diferenca para os periodos de pré-oviposicdo e pos-
oviposicdo. Assim, infere-se, que os compostos geraniol e citronelal ocasionam alteragcdes nos

parametros bioquimicos e que refletem na reproducéo de S. frugiperda.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, compostos isolados, constituintes nutricionais,

reproducéo
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EFFECTS OF GERANIOL AND CITRONELLAL COMPOUNDS ON BIOCHEMICAL
AND REPRODUCTIVE PARAMETERS OF Spodoptera frugiperda (J.E.

SMITH)(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - The essential oils of plants are composed of several volatile compounds, which
may have different concentrations and may be determinant for their toxicity. Thus, in this work,
sublethal and lethal effects of the compounds, geraniol and citronellal on the biochemical and
reproductive parameters of Spodoptera frugiperda were investigated. For the geraniol compound
the LD30 of 9.42 mg/g and LD50 of 13.65 mg/g was used, while for the citronellal LD30 of 0.06
mg / g and LD50 of 0.08 mg/g. Pure acetone was used in the control. Third instar caterpillars were
treated topically in the prothoracic region by applying 1 ul of the respective compounds with a
Hamilton™ 50 pL syringe. After 48 h the caterpillars were macerated in sodium phosphate buffer
at a ratio of 4 caterpillars/5 ml of the buffer, the levels of total protein, total sugar, lipid and
glycogen. The daily posture was evaluated in order to determine the periods of pre-oviposition,
oviposition, post-oviposition and egg quantity. The results showed a reduction in the
concentration of proteins and sugars for both compounds and concentrations studied. There was
no change in lipid concentration. Citronellal increased the concentration of glycogen for both
concentrations. The oviposition period and the number of eggs were reduced. However, there was
no difference for the pre-oviposition and post-oviposition periods. Thus, it is inferred that the
geraniol and citronellal compounds cause alterations in the biochemical parameters and that

reflect in the reproduction of S. frugiperda.

KEY WORDS: armyworm, isolated compounds, nutritional constituents, reproduction
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Introducéo
A alta produtividade do milho pode ser obtida controlando-se eficientemente sua principal
praga, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith). Porém, no Brasil a predominancia de inseticidas
sintéticos ainda é recorrente, os quais sdo utilizados sem levar em consideracao os principios do
Manejo Integrado de Pragas. Assim, a adocdo de inseticidas de baixo impacto ambiental é
fundamental para o sucesso do controle de pragas, como a utilizagdo de plantas com atividade
inseticida (Diéz-Rodriguez & Omoto 2001).

Uma das classes de compostos derivados de plantas, que vem se destacando no controle de
insetos, sdo 0s 6leos essenciais, que ja fazem parte de formulacGes de agrotoxicos, capazes de
matar e repelir insetos (Isman 2000). Alguns 6leos essenciais ja foram avaliados para S. frugiperda,
como citronela, Cymbopogon winterianus Jowitt ocasionando deterréncia alimentar e mortalidade
(Labinas & Crocomo 2002). Outros como erva-doce, Foeniculum vulgare (Mill.), alfavaca,
Ocimum gratissimum L. e eucalipto staigeriana, Eucalyptus staigeriana F. Muell., em doses
subletais interferiram em pardmetros bioldgicos e O. gratissimum alterou também parametros
reprodutivos (Cruz et al. 2017).

Os Oleos essenciais sdo constituidos por diversos compostos volateis, os quais podem
apresentar diferentes concentragdes, podendo ser determinantes para sua toxicidade (Jemaa et al.
2012). Gusmao et al. (2013) e Silva et al. (2016), através de analises cromatogréaficas acopladas a
espectrometria de massas, verificaram que o 0leo de C. winterianus apresenta como constituintes
principais o geraniol e o citronelal. Esses compostos quimicos também foram encontrados por Cruz
et al. (2016) no dleo de O. gratissimum, além disso o citronelal também esteve presente nos 6leos
de F. vulgare, E. staigeriana e E. citriodora. O geraniol e o citronelal s&o compostos terpenos que
vem apresentando interesse agricola, podendo atuar como repelentes, inseticidas e inibidores de

crescimento (Isman 2000, Hummelbunner & Isman 2001, Isman 2006, Chen & Viljoen 2010).
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Trabalhos que abordem a interferéncia de compostos quimicos isolados sobre parametros
bioquimicos sao relevantes, uma vez que pesquisas tem demonstrado que inseticidas botanicos
podem interferir na absorcéo e metabolizacdo de constituintes nutricionais de insetos (Sharma et al.
2011). Alteracbes que ocorrem nesse sentido podem ocasionar consequéncias negativas no ciclo
bioldgico dos insetos. Silva et al. (2016) verificaram que o 6leo de C. winterianus em dose subletal
afeta o perfil bioquimico de lagartas de S. frugiperda, provocam reducdo de proteinas, lipideos e
acucares totais, e aumento de glicogénio.

Em se tratando de compostos quimicos isolados ou associados, Cruz et al. (2017)
verificaram que 0s compostos quimicos limoneno, trans-anethole e limoneno + trans-anethole
reduziram a quantidade de lipideos, proteina, acUcares totais e glicogénio, apresentando maior
expressividade quando os compostos foram associados, com excecdo do glicogénio. Portanto,
outros compostos quimicos de 6leos essenciais importantes no controle de S. frugiperda podem ser
explorados para uma melhor elucidacdo de seus efeitos sobre a praga. Assim, 0 presente estudo
objetivou avaliar os efeitos subletal e letal de geraniol e citronelal sobre parametros bioquimicos e

reprodutivos de S. frugiperda.

Material e Métodos
A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Obtencéo e Criagdo dos Insetos. Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda obtidas da criagédo
estoque do Laboratorio de Entomologia Agricola do Departamento de Agronomia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), mantidas a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa
de 67 + 0,7% e fotofase de 12 h, e alimentadas com dieta artificial de Greene modificada,

recomendada para a espécie (Busato 2006).
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Obtencdo dos Constituintes Quimicos. Os compostos quimicos foram obtidos da Sigma-
Aldrich® com pureza de 99%.

Extracdo e Quantificacdo de Proteinas SollUveis Totais. Para a realizacdo dos experimentos
foram utilizadas lagartas de terceiro instar (10 dias de idade), com peso médio de 78 mg. Os
tratamentos consistiram na diluicdo dos compostos em acetona nas DL3y e DLsy previamente
estimadas por Cruz et al. (2016). Para o composto geraniol utilizou-se as DL3, de 9,42 mg/g (7,38 —
10,92) e DLso de 13,65 (11,34 — 15,97) mg/g, enquanto que para o citronelal as DL3, 0,06 (0,05 -
0,07) mg/g e DLso de 0,08 (0,07 - 0,08) mg/g. No controle utilizou-se acetona pura. Na regido
protoracica foi aplicado 1,0 puL dos respectivos compostos, com o auxilio de uma seringa
Hamilton™ 50 pL. As lagartas foram individualizadas em tubos de vidro de fundo chato e vedados
com pléastico filme. Para alimentacdo utilizou-se dieta artificial. Cada amostra foi composta de
quatro lagartas, e para cada tratamento foram obtidas 10 amostras, totalizando 40
lagartas/tratamento. Para determinacdo das proteinas sollveis utilizou-se 0 método de Bradford
(1976). O processamento ocorreu ap6s 48 h da instalacdo dos experimentos. As lagartas foram
imobilizadas & temperatura de 4 °C e, posteriormente maceradas em tampéo fosfato de sédio (pH
7,4 e 0,1 M) na proporc¢édo de quatro lagartas/5 mL do tampdo. Retirou-se com uma pipeta 1,0 mL
da mistura (lagartas+tampdo) e armazenado em um microtdbulo devidamente etiquetado. O
procedimento foi efetuado em baixa temperatura para evitar a oxidacdo das amostras. Estas foram
centrifugadas por 3 minutos a 3.000 rpm. Apds a centrifugacdo foram retirados 100 pL de cada
amostra e colocados em tubos de vidro para centrifugacédo e adicionado 5 mL do corante Bradford
(0,01% de Comassie Blue G-250; 8,5% de acido fosférico e 4,7% de etanol). Os tubos foram
homogeneizados em agitador tipo vortex e, ficaram em repouso por 2 minutos. Em seguida, fez-se

a leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 595 nm. A unidade utilizada foi
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pg/mL. Os resultados foram submetidos a8 ANOVA e as médias comparadas pelo teste de tukey ao
nivel de 5% de probabilidade utilizando 0 ProcGLM do SAS (SAS Institute 2001).

Analises de Lipideo, Acucar Total e Glicogénio. Lagartas de 3° instar foram maceradas em
tampdo fosfato de sédio (pH 7,4 e 0,1M) em uma proporc¢édo de 4 lagartas/5 mL do tampéo. Cada
amostra constou de quatro lagartas e para cada tratamento foram obtidas 10 amostras, totalizando
40 lagartas/tratamento. O contetdo de lipideo, agUcar total e glicogénio foram avaliados, utilizando
0 método de Van Handel (19853, b), onde 200 uL do homogeneizado foi acrescido de 200 pL de
sulfato de so6dio mais 800 pL de metanol e cloroférmio (1:1), e centifugado a 2000 rpm durante 2
minutos. O precipitado foi usado para a anlise de glicogénio, e o sobrenadante foi transferido para
um tubo de ensaio onde foram separados o lipideo e o aclcar. O lipideo foi analisado
espectrofotometricamente, usando o método de acido fosforico-vanilina, enquanto que o agucar
total e o glicogénio, usando o método de &cido sulfurico-antrona. A absorbancia foi lida a 625 nm.
Os resultados dos teores de lipideos, acgUcares e glicogénio foram submetidos a ANOVA e as
médias comparadas pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade do SAS (SAS Institute
2001).

Efeito dos Compostos na Reproducéo de S. frugiperda. Lagartas de 3° instar foram submetidas
as DLs 30 e 50 dos compostos geraniol e citronelal através do contato tépico. Em seguida foram
individualizadas em tubos de vidro de fundo chato, alimentadas diariamente com dieta artificial
especifica até a formacgéo de pupas. Essas foram sexadas e ap0s a emergéncia dos adultos, foram
formados casais, sendo dois por gaiola com cinco repeticdes por tratamento. Os casais foram
acondicionados em gaiola de PVC com dimensdes de 10 cm x 15 cm (didmetro e altura) revestida
internamente com papel sulfite, como substrato para oviposi¢cdo. As mariposas foram alimentadas
com solucdo de mel a 10% e mantidas em camara climatizada. Todos os experimentos foram

realizados a temperatura de 25,2 £ 1,4 °C, 67 + 0,7% de UR e fotofase de 12 h. As posturas foram
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coletadas diariamente, contabilizadas e acondicionadas em placas de Petri com dimensdes de 10 cm
de didmetro e mantidas nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Por fim, foi avaliado o
periodo de pré-oviposicdo, oviposicdo, numero total de ovos e pos-oviposicdo. As analises foram
submetidas ao teste de tukey a 5% de probabilidade pelo SAS (SAS Institute, 2002). Para assumir

normalidade os dados foram transformados em (x+1)Y2.

Resultados
Quantificacdo de Proteinas Soltveis Totais. Os testes bioquimicos de extracdo e quantificacdo
de proteinas totais sollveis demonstraram que as lagartas de terceiro instar de S. frugiperda
tratadas com as DL3p e DLso dos compostos geraniol e citronelal apresentaram uma reducdo no
seu teor (Figura 1).
Analise de Lipideo, Acucar Total e Glicogénio. Com relacdo as analises lipidicas ambos os
compostos e doses utilizadas ndo causaram interferéncia na quantidade de lipideo quando
comparadas ao controle (Figura 2). Para as analises de agUcar total houve reducdo significativa
nas lagartas de ambos os tratamentos e concentragdes (Figura 3). Geraniol na DLz ndo interferiu
no teor de glicogénio, enquanto que na DLsp induziu reducdo. Todavia, para 0 composto citronelal
em ambas as doses ocasionou aumento desse constituinte (Figura 4).
Efeito dos Compostos na Reproducéo de S. frugiperda. Os compostos geraniol e citronelal nas
DL3, e DLso causaram reducéo significativa no periodo de oviposicao e na quantidade de ovos de
adultos oriundos de lagartas de 3° instar tratadas, por contato tépico. No entanto, ndo houve
alteracdo nos periodos de pré-oviposicao e pos-oviposicdo (Tabela 1).
Discusséo
Geraniol e citronelal causaram reducdo em alguns parametros bioquimicos, como proteina

e agucares. De acordo com Sharma et al. (2011) e Yazdani et al. (2013) parametros nutricionais
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podem sofrer interferéncias ocasionadas por inseticidas botanicos, fato este que estad em
consonancia com os resultados da presente pesquisa. As proteinas participam de inumeros
processos relacionados a sobrevivéncia dos insetos, e alteracdes nos niveis protéicos pode
ocasionar efeitos negativos na reproducdo, por afetarem diretamente a vitelogénese (Panizzi &
Parra 2009, Guizzo et al. 2012, Rosas-Mejia et al. 2015), como verificado na pesquisa em
questdo. De acordo com Senthilkumar et al. (2009) a reducdo de proteinas deve-se provavelmente
a interferéncia ocasionada por compostos presentes nos inseticidas botanicos que atuam nos
horménios que regulam a sintese protéica. Muitos dos inseticidas tém propriedades deterrentes e
reduzem a eficiéncia de alimentacdo em insetos, 0 que por sua vez reduz alguns componentes
vitais como proteinas no corpo. Os compostos podem ter inibido a alimentacdo das larvas e como
resultado a diminuicdo da proteina poderia ser devido ao estresse por fome (Etebari et al. 2006).

A reducdo nos teores de carboidratos pode comprometer a sobrevivéncia dos insetos (Parra
1999), pelo fato desses constituintes funcionarem como fonte energética, além de serem
responsaveis por inimeras fungGes metabdlicas e estruturais, e na formacao da quitina; podem ser
convertidos em lipideos, além de participarem da sintese de aminoécidos (Chapman 2013, Arrese
et al. 2010).

Nos insetos, os lipidios desempenham importantes funcdes, sdo constituintes de estruturas
celulares, atuam como hormonios e formam importantes reservas energeticas de grande atividade
metabolica como o v6o e a producgédo de ovos (Arrese et al. 2001). Apesar dos resultados obtidos
nessa pesquisa ndo apresentarem alteracdes negativas para os lipideos em ambos 0s compostos e
concentracdes estudadas, a oviposicdo e fecundidade apresentaram reducdo significativa. Esses
resultados podem sugerir que os lipidios ndo foram metabolizados e/ou absorvidos de forma

adequada para a producéo de ovos em S. frugiperda.
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Pode-se inferir, portanto, que compostos de déleos essenciais tem efeito sobre os indices
nutricionais de larvas tratadas. Isso sugere uma reducdo da eficiéncia na utilizacdo de alimentos
ingeridos quando esses produtos foram utilizados (Etebari et al. 2006).

Em geral, estudos relacionados a alteracGes bioquimicas sdo realizados com extratos ou
Oleos essenciais, como 0s extratos de Eucalyptus globulus Labill., Cymbopogan citratus (DC.)
Stapf, Artemisia annua L., Justicia gendarussa Burm F., Myristica fragrans Houtt, Annona
squamosa L., e Centella asiatica, os quais reduziram taxas de proteina, carboidrato, lipideo e
alguns aminoacidos de larvas e adultos de Anopheles stephensi (Senthilkumar et al. 2009).

Segundo ensaios realizados por Nasr et al. (2015) o 6leo essencial de Origanum vulgare L.
reduziu significativamente a proteina total e os triglicerideos de lagartas de terceiro instar de
Plutella xylostella L., em doses subletal e letal, corroborando com varios outros trabalhos que
apontam as propriedades toxicas dos 6leos para insetos-praga. Esses autores sugerem que em
estudos fisioldgicos, a determinacdo da proteina total e de muitas macromoléculas quimicas, tais
como lipidios e carboidratos sdo muito importantes como fontes energéticas para 0s insetos.
Etebari et al. (2006) reiteraram que muitos produtos tém propriedades antialimentares e reduzem
a eficiéncia da alimentacdo em insetos, 0 que por sua vez reduz alguns componentes vitais, como
proteinas.

No que se refere a compostos de Oleos essenciais sobre as macromoléculas supracitadas,
Cruz et al. (2017) relataram diminuicéo de proteinas, lipidios, aclcares e glicogénio em lagartas
de S. frugiperda, quando tratadas com os compostos limoneno e trans-anethole, sendo esses
resultados mais expressivos quando os compostos foram utilizados em associa¢do. Além disso, 0s
experimentos mostraram relagdes distintas com os niveis de glicogénio, uma vez que 0 composto
citronelal ocasionou um aumento para esse constituinte nutricional, corroborando com os dados

obtidos por Silva et al. (2016), que também observaram aumento de glicogénio ocasionados pelo
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oleo de C. winterianus. Esses autores sugeriram que o aumento tenha sido ocasionado pelo
composto majoritario citronelal presente neste 6leo e objeto de nosso estudo.

Com relacdo aos aspectos reprodutivos € possivel afirmar que os compostos geraniol e
citronelal, apresentaram efeito negativo sobre a oviposicéo e fecundidade de S. frugiperda, o que
confirma a correlacdo de que o sucesso reprodutivo dos insetos esta relacionado aos nutrientes
adquiridos na fase imatura (Souaa et al. 2015), visto que 0s recursos nutricionais sd@o adquiridos
para garantir o crescimento e reproducdo. A vitelogénese e maturacdo de dvulos para que ocorra
de modo satisfatério depende dos recursos energéticos que foram adquiridos. Uma reducdo na
reproducdo mostra que os compostos podem ter influenciado na ndo metabolizacdo da maior parte
dos constituintes nutricionais ou os mesmos ndo foram adquiridos eficientemente no periodo
larval (Attardo et al. 2005, Milano et al. 2010, Chapman 2013).

Outros trabalhos abordam os efeitos de compostos e Gleos essenciais sobre aspectos
reprodutivos como Sharab et al. (2009), que verificaram que o composto eugenol e o 6leo de
Mentha piperita L., cada um na concentracdo de 0,01% causaram reducdo significativa na
fecundidade de Phthorimaea operculella Zell. Os mesmos autores também testaram folhas, frutos
ou sementes de 14 dleos essenciais e verificaram que os 6leos de Allium cepa L., Curcuma longa
L., Clolocasia antiqguorum Schott, Ocimum basilicum L., Dodonaea viscose (L.) Jacg. e Thuja
orientalis L. causaram reducdo na deposicdo de ovos. Sousa et al. (2015) verificaram que 0s
compostos (+) - fenchone e (-) — B — pineno reduziram significativamente o potencial de
oviposicdo de fémeas de Pseudaletia uninpucta Haworth, em 46% e 33%.

O presente estudo mostrou eficacia com relacdo aos compostos isolados, enquanto que
Hummelbrunner & Isman 2001 verificaram que compostos isolados foram menos eficazes que
inseticidas convencionais. Por outro lado, quando foram realizadas misturas de alguns compostos,

essas mostraram-se mais eficazes que inseticidas botanicos como rotenona e neem. Esses mesmos
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autores verificaram que uma mistura de R-terpineol, eugenol e éleo de tomilho foi 300 vezes
menos toxica para os peixes que azadiractina, rotenona e piretro. Isso pode ser atribuido as vias de
metabolismo desintoxicantes e modo de acdo de monoterpenoides (Koul et al. 2013). Varios
compostos de Oleos essenciais foram relatados como blogueadores da octopamina, que é um
neurotransmissor exclusivo para os insetos, por essa razdo sao menos toxicos para os vertebrados
(Hummelbrunner & Isman 2001). Os compostos de 0leos essenciais podem ser considerados mais
seguros para 0 meio ambiente que outros produtos quimicos derivados de plantas, como a
azadiractina, rotenona ou o piretro (Stroh et al. 1998). Em geral, acredita-se que os 6leos
essenciais por apresentarem um grande nimero de compostos e dessa forma aumentar o espectro
de acdo inseticida sdo mais eficazes do que os compostos puros. Contudo, ha controvérsias em
relacdo a eficacia dos compostos de Oleos essenciais, pois diferentes espécies tém respostas
diferentes a compostos individuais.

Portanto, pode-se concluir a partir do presente estudo que os compostos geraniol e
citronelal ocasionam reducdo em parametros bioquimicos e reprodutivos de S. frugiperda, e dessa
forma podem ser utilizados no seu controle em programas de manejo integrado com base
ecoldgica. Ademais, a identificacdo dos compostos de Oleos essenciais pode permitir o

desenvolvimento de agentes de controle mais eficazes para a praga em questéo.
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Tabela 1. Periodo de pré-oviposicdo, oviposicao, periodo de pds-oviposicdo e numero total
de ovos de duas fémeas de Spodoptera frugiperda cujas larvas foram tratadas com as DLy e DLsg

dos compostos geraniol e citronelal. Temperatura: 25,2 + 1,4 °C. Umidade: 67 + 0,7% e fotofase

de 12h.

Pré-oviposicao Oviposicdo  Pds-oviposicdo  Numero de ovos
Tratamentos (dias)t (dias)* (dias)t por gaiolat
Controle 2,4 +0,24a 7,6 +0,24a 2,6 +0,24a 2170,8 + 197,02a
Geraniol DL 3,6 £ 0,24a 5,0 £0,55b 2,2 +0,20a 704,2 +171,02b
Geraniol DLsy 3,0£0,32a 3,81£0,37b 2,8 + 0,86a 729,0 + 257,02b
Citronelal DL3g 2,6 +0,40a 3,4 £0,60b 3,6 £ 0,98a 598,4 + 86,51b
Citronelal DLsg 3,0£0,32a 4,2 +0,37b 2,2 +0,58a 527,0 + 88,95b

1Dados originais, para analise foram transformados em (x+1)

IMédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de

Tukey (P<0,05).
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Figura 1. Quantidade de proteinas totais oriundas de lagartas de terceiro instar de Spodoptera

frugiperda submetidas as DL3o € DLsp, por contato toépico dos compostos geraniol e citronelal.
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CAPITULO 4
AVALIACAO DO OLEO DE Piper marginatum JACQ. (PIPERACEAE) E DO GERANIOL
SOBRE O DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EM COMPARACAO A PRODUTOS FORMULADOS!
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Avaliacdo do Oleo de Piper marginatum Jacq. (Piperaceae) e do geraniol sobre o
desenvolvimento embrionario de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
em comparacdo a produtos formulados. A ser submetido.
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RESUMO - Os o0leos essenciais e seus constituintes isolados vém sendo constantemente
estudados para o controle de insetos-praga. Assim, a presente pesquisa objetivou relatar a
composicdo quimica do Oleo de Piper marginatum; estabelecer as CLs 3o € 50 deste 6leo e do
composto geraniol, examinar histologicamente o desenvolvimento embrionario de Spodoptera
frugiperda através da microscopia de luz e eletronica de varredura; bem como comparar com 0
inseticida botanico azadiractina e o inseticida sintético deltametrina, e acetona como controle
negativo. A composi¢do quimica do 6leo de P. marginatum revelou 44 compostos, sendo 0s
principais: exalatacina (9,12 %), a — pinene (8,45 %), o — phellandrene (6,97 %), B — pinene (6,51
%), < (E) > cariofileno (5,71 %), limoneno (4,98 %) e < (E) > asarone (3,53 %). As CLS 30 € 50
foram estimadas em 32,32 e 152,95 ppm, para o 6leo e para o geraniol, 0,98 e 3,58 ppm,
respectivamente. Cortes semifinos dos ovos revelaram que o 06leo, o composto geraniol,
azadiractina e deltametrina afetaram o desenvolvimento embrionario em ambas as concentraces,
no entanto, o 6leo e o composto apresentaram maior eficiéncia por ocasionar danos mais
expressivos mesmo nas menores concentracfes. As analises em microscopia eletrénica de
varredura revelaram que todos os produtos utilizados alteraram a morfologia dos ovos,
modificando a estrutura do cérion tornando-os inviaveis. Assim, este trabalho demonstra que os
produtos naturais sdo eficientes no controle de S. frugiperda por resultar em danos embrionéarios

mesmo nas menores concentracoes.

PALAVRAS-CHAVE: lagarta-do-cartucho, 6leos essenciais, constituintes isolados, embriologia,

morfologia, microscopia eletronica
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EVALUATION OF Piper marginatum OIL JACQ. (PIPERACEAE) AND GERANIOL ON THE
EMBRYONIC DEVELOPMENT OF Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE) IN COMPARISON OF PRODUCTS FORMULATED

ABSTRACT - Essential oils and their isolated constituents have been constantly studied for the
control of insect pests. Thus, the present research aimed to report the chemical composition of
Piper marginatum oil; establish CLs 30 and 50 of this oil and the geraniol compound,
histologically examine the embryonic development of Spodoptera frugiperda through light
microscopy and scanning electron microscopy, as well as compare with the insecticide
azadirachtin and deltamethrin, and acetone for negative control. The chemical composition of the
oil of P. marginatum identified 44 compounds, the main ones being exalatacin (9.12%), a - pinene
(8.45%), phellandrene (6.97%), B-pinene (6.51%), (E)> caryophyllene (5.71%), limonene (4.98%)
and )> Asarone (3.53%). LCs 30 and 50 were estimated at 32.32 and 152.95 ppm, for oil and
geraniol, 0.98 and 3.58 ppm, respectively. Semifinous cuts of the eggs revealed that the oil, the
geraniol compound, azadirachtin and deltamethrin affected the embryonic development in both
concentrations, however, the oil and the compound presented higher efficiency because it caused
more significant damages even in the lower concentrations. Scanning electron microscopy
revealed that all the products used altered the morphology of the eggs, modifying the structure of
the chorion, making them non-viable. Thus, this work demonstrates that natural products are
efficient in the control of S. frugiperda because it results in embryonic damages even in the lowest

concentrations.

KEY WORDS: fall armyworm, essential oils, isolated compounds, embryology, morphology,

electron microscopy
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Introducgéo

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), também conhecida como lagarta-do-cartucho, € uma
praga polifaga, atacando em especial a cultura do milho (Zea mays L.) (Schmidt 2002). Fémeas
dessa espécie depositam seus ovos em massas na parte superior das folhas, nas porc¢des inferior e
mediana da planta, os quais séo dispostos em duas ou trés camadas sobrepostas (Consoli et al.
1999, Beserra et al. 2002).

A principal funcdo dos ovos dos insetos em desenvolvimento é a protecdo do embrido.
Esse periodo de desenvolvimento dos insetos pode servir como uma etapa importante para estudar
métodos apropriados para o controle de pragas, pois quando produtos fitossanitarios sdo utilizados
sobre ovos e penetram através do cérion, esses poderdo acarretar alteracdes que afetardo total ou
parcialmente o desenvolvimento do embrido, o que ird fornecer informacgdes importantes que
podem ser empregadas para 0 manejo de pragas (Trougakos & Margaritis 2003).

Avancos no conhecimento sobre o processo de morfologia de ovos em insetos de
importancia agricola tem sido feitas com a ajuda da microscopia eletrénica em Samia cynthia
ricini (Donovan) (Kawaguchi et al. 2000), Spodoptera exiqua Hubner (Skudlik et al. 2005),
Euproctis chrysorrhoea (L.) (Candan et al. 2008), Ariadne merione (Crammer) (Srivastava &
Kumar 2016), entre outros. Estes trabalhos concentraram-se no estudo basicamente da morfologia
e estrutura dos ovos, todavia outros trabalhos focam nas alteragdes que o interior dos ovos podem
sofrer quando produtos fitossanitarios sdo utilizados. A exemplo, Pires et al. (2009) verificaram
através de microscopia eletrbnica de varredura e transmissdo a patogenicidade e viruléncia de
conidios de Metharizium anisopliae (Metsch.) Sorok em ovos de Tuta absoluta (Merick).

S. frugiperda tem sido amplamente estudada no estagio larval (Correia et al. 2009, Knaak

et al. 2010, Cruz et al. 2014, Silva et al. 2016), no entanto, 0s estagios imaturos permanecem
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pouco estudados em relacdo a morfologia e ultraestrutura, cujas informacdes se restringem
basicamente aos trabalhos de Consoli et al. (1999) e Correia et al. (2013). Os primeiros autores
dedicaram-se ao estudo da superficie e estrutura do corion de ovos em microscopia eletrénica de
varredura e transmissdo. Enquanto que Correia et al. (2013) verificaram o desenvolvimento
embrionario apods tratamento dos ovos com inseticidas botanicos e reguladores de crescimento em
baixas concentracdes através da microscopia de luz e eletrdnica de varredura. Contudo, nenhum
enfoque tem sido dado ao estudo ultraestrutural do desenvolvimento embrionario dessa praga,
principalmente ap0s o tratamento com 0leos essenciais e constituintes quimicos isolados destes
oOleos. Portanto, investigacdes usando microscopia de luz e eletrénica de varredura podem ajudar a
revelar alteracdes na embriogénese, quando os insetos séo tratados com doses subletal e letal dos
0leos essenciais e seus compostos.

Os 06leos essenciais e seus constituintes isolados ou associados vém sendo constantemente
estudados para o controle de insetos-praga. Além disso, existem trabalhos mostrando que
diferentes compostos podem causar efeitos sobre o potencial reprodutivo de fémeas tratadas
alterando assim a fecundidade de S. frugiperda (Alves et al. 2013, Cruz et al. 2014, Cruz et al.
2016, Silva et al. 2016, Cruz et al. 2017). O 6leo essencial de Piper hispidinervum C. DC. j4 foi
identificado como toxico a praga em questdo (Alves et al. 2013, Cruz et al. 2014) e o composto
isolado geraniol pode atuar como repelente, inseticida e inibidor de crescimento (Chen & Viljoen
2010).

Desta forma, considerando a importancia desta espécie, a presente pesquisa objetivou
relatar a composi¢do quimica do 6leo essencial de P. marginatum; examinar histologicamente,
através da microscopia de luz e eletrénica de varredura, os ovos de S. frugiperda; descrever o

desenvolvimento embrionario apos tratamento com concentracGes subletal e letal do éleo de P.
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marginatum e do composto geraniol; bem como comparar com o inseticida botanico azadiractina
e o inseticida sintético da classe dos piretroides deltametrina, e acetona como controle.
Material e Métodos
A presente pesquisa foi desenvolvida nos Laboratérios de Quimica Fundamental (DQF-
UFPE), Entomologia Agricola do Departamento de Agronomia (DEPA-UFRPE), bem como no
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-
UFPE).
Obtencdo e Criacdo dos Insetos. Foram utilizados ovos de S. frugiperda obtidos da criacdo
estoque do Laboratorio de Entomologia Agricola do Departamento de Agronomia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), mantidos a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa
de 67 £ 0,7% e fotofase de 12 h. As lagartas foram alimentadas com dieta artificial modificada de
Greene, recomendada para a espécie (Busato 2006). Os adultos foram mantidos em gaiolas de tubos
de PVC de 20 cm de altura x 15 cm de diametro, forradas internamente com papel sulfite branco
para efetuarem as posturas. Na parte superior as gaiolas foram forradas com filme de PVC
transparente e na parte inferior com uma tampa plastica também forrada com papel sulfite. No
fundo das gaiolas foi colocado recipiente plastico contendo algoddo embebido em solucdo de mel a

10% para alimentacéo.

Obtencdo do Oleo, Geraniol, Inseticida Botanico e Inseticida Sintético. As folhas de P.
marginatum Jacq. foram coletadas no Jardim Boténico do Recife, localizado no bairro do Curado,
mais precisamente no Km 7 da BR232, na Cidade do Recife. O material vegetal foi autenticado
por Jefferson Rodrigues Maciel e um voucher do espécime foi depositado no Herbario do Jardim

Botanico de Recife com o numero de identificagdo UFP-10826.
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O composto geraniol foi obtido da Sigma-Aldrich® com pureza de 99%. Os inseticidas
azadiractina (Azamax®) e deltametrina (Decis®) foram adquiridos nas revendas de agrotoxicos de
Recife-PE.

Extracdo do Oleo Essencial de P. marginatum. O 6leo essencial foi obtido a partir de folhas
frescas por meio de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado e condensado. O
material vegetal foi previamente triturado e mantido no sistema, sendo o processo acompanhado
por trés horas, coletando-se o 6leo em seguida e tratando-o com sulfato de sodio anidro P.A. para
retirar a agua remanescente. O 6leo foi mantido sob refrigeracdo a -24°C até a realizacdo dos

bioensaios e/ou analise cromatografica.

Analises Cromatograficas em Fase Gasosa. O 0Oleo de P. marginatum foi analisado
qualitativamente por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas em um sistema
quadrupolo Agilent 5975C Series GC/EM (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com
uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0,25 um espessura da pelicula).
Uma solucdo de 2000 ppm do 6leo essencial foi preparada em hexano e injetada 1L em split
1:50, assim como a solugdo da mistura de padrdes de hidrocarbonetos: C8-C30, sendo esta
solugdo hexanica composta por padrdes comerciais da Sigma-Aldrich®. A temperatura do
Cromatdgrafo Gasoso (GC) foi ajustada em 60 °C por 3 min, sendo entdo aumentada em 2,5 °C
min-1 até alcancar 240 °C e mantida nesta temperatura por 10 min. O fluxo de helio foi mantido
em pressdo constante de 100 kPa. A interface do EM foi definida em 200 °C e os espectros de
massa registrados em 70eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento de 0,5 scan-s de
m/z 20-350 (Santos et al. 2012). Os constituintes do dleo foram quantificados atraves da
Cromatografia Gasosa em um sistema Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) Trace GC

Ultra gas equipado com um detector de ionizacdo por chama (FID), com uma coluna HB-5 (30 m
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X 0,25 mm d.i., 0,25 um de espessura da pelicula). A temperatura do forno foi mantida a 40 °C
durante 2 min e depois aumentada a 4 °C min™ para 230 °C. O injector e o detector foram
mantidos a 250 °C. Para realizar a quantificacdo, uma solucdo de 2000 ppm do 6leo essencial foi
preparada em hexano e injetada 1uL em splitless. Esse procedimento foi realizado em triplicada
para realizar o calculo da média aritmética das porcentagens de cada composto e seu desvio

padrdo (Silva et al. 2016).

Identificacio Quimica do Oleo Essencial. Com os tempos de retencdo dos compostos na
amostra do 6leo essencial, do padrdo de hidrocarboneto (C8-C30) e da combinacdo do Oleo
essencial com a mistura deste padrao foi calculado o indice de retencéo para cada componente do
o6leo, segundo a equacdo de Van den Dool & Kratz (1963). Os componentes do 6leo essencial
foram previamente identificados por similaridade dos valores dos indices de retencdo e
posteriormente confirmados por comparacdo dos respectivos espectros de massa com agueles
disponiveis na biblioteca do GC/EM: MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition e
com os descritos por Adams (2009). A composicao de cada componente foi expressa na forma de

percentagens da area total do pico conforme registrado por GC-FID.

Bioensaio para Determinagdo das Concentragdes. Os tratamentos consistiram na diluicdo do
6leo de P. marginatum e do composto geraniol em acetona, conforme metodologia de Prajapati et
al. (2005). Foram obtidas as concentracdes 1, 50, 500, 8000 e 1700 ppm para o 6leo e 10, 50, 100,
1000 e 6000 ppm para o composto geraniol. As concentragdes foram obtidas através de testes
preliminares objetivando obter mortalidade em torno de 5% e 95% para o estabelecimento das
concentragdes definitivas. O bioensaio constituiu na imerséo de cerca de 100 ovos em 3 mL de cada
concentracdo durante 30 segundos e as massas de ovos foram acondicionadas em placas de Petri.

Foram utilizadas cinco repeti¢es para cada tratamento. Os ovos do tratamento controle receberam
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somente solucdo de acetona. Avaliou-se a inviabilidade dos ovos com a contagem de lagartas
eclodidas ap6s 72 h (periodo de incubacdo dos ovos de S. frugiperda) da instalagdo do
experimento, utilizando a andlise de probit pelo programa SAS PROC PROBIT (SAS Institute
2002).

Bioensaios para Avaliacdo Microscopica dos Ovos. Posturas de S. frugiperda de 0-12 h de idade
foram imersas, aproximadamente por 30 segundos, em emulsdes do 6leo de P. marginatum e do
composto geraniol nas CLg, e CLso. Para os controles positivos foram utilizadas emulsbes de
azadiractina (Azamax®) e deltametrina (Decis®) e como controle negativo acetona. Para estes
foram utilizadas a concentracdo comercial e uma concentracdo menor (10% da dose comercial),
obtida a partir de experimentos prévios, que consistiram das seguintes: inseticida botanico
azadiractina (AzaMax® 0,6 mg/L e 0,06 mg/L), e o inseticida piretroide deltametrina (Decis® 12,5
mg/L e 0,125 mg/L). Para analise em microscopia de luz, ovos com 24 e 72 h apds tratamentos
foram pré-fixados em fixador Karnovisky (G.A. 2,5%, PFA 4%). Posteriormente foram realizadas
trés lavagens de Tampéo Cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4. Em seguida, foram p6s-fixados em 1%
de tetréxido de ésmio (OsO,4) por duas horas, na auséncia de luz, sob temperatura ambiente. Ap6s
esses procedimentos, realizou-se mais quatro lavagens em agua destilada por 10 minutos. As
amostras foram contrastadas em bloco com acetato de uranila a 2,5% (overnight). Posteriormente,
foram feitas quatro lavagens em agua destilada e submetidos a desidrataces em ordem crescente
de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) por 30 minutos. A infiltracdo foi realizada em resina EPON-
EMBED812/Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort ashington, PA) e acetona. O material foi
emblocado e deixado para polimerizar a 70°C durante 72h. Os cortes semifinos foram obtidos em
ultramicrétomo Reichert Ultracut, corados com azul de toluidina e analisados em microscépio

Optico de luz.
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Analises em Microscopia Eletronica de Varredura. Os ovos com 24 e 72 h ap0s tratamentos
foram pré-fixados em fixador Karnovisk (G.A. 2,5%, PFA 4%). Posteriormente foram realizadas
trés lavagens de Tampéo Cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4. Em seguida, foram pds-fixados em 1%
de tetroxido de 6smio (OsO,4) por duas horas, na auséncia de luz, sob temperatura ambiente. Os
proximos passos incluiram quatro lavagens em agua destilada e desidratacGes em séries crescentes
de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) por 30 minutos cada. As amostras foram submetidas a secagem
pelo método do ponto critico, usando CO, liquido, montadas em stubs e metalizadas com ouro

coloidal durante um minuto e analisadas ao microscopio JEOL-5600LV.

Resultados

Composicdo Quimica do Oleo Essencial de P. marginatum. A composicdo do dleo de P.
marginatum esta apresentada na Tabela 1. Um total de 44 compostos foram revelados nas folhas
de P. marginatum, representando 98,66 % do 6leo. Os principais componentes identificados
foram: exalatacina (9,12%), a — pinene (8,45%), a — phellandrene (6,97 %), p — pinene (6,51%), <
(E) > cariofileno (5,71%), limoneno (4,98%) e < (E) > asarone (3,53%). Outros compostos
também estdo em processo de identificacdo, os quais representam 22,19% e 5,50%,
respectivamente.

Efeito do Oleo de P. marginatum e do Composto Geraniol sobre o Desenvolvimento
Embrionario de S. frugiperda. A avaliagdo nos ovos de 0-72h demonstrou que o 6leo de P.
marginatum apresentou uma CLgo de 32,32 ppm (27,16 — 38,05) e CLso de 152, 95 ppm (132,55 —
176,60), enquanto que o composto geraniol apresentou uma CLjz de 0,98 ppm (0,44 — 1,33) e
CLso de 3,58 ppm (3,24 — 4,09) (Tabela 2).

Analises em Microscopia de Luz. As analises em microscopia de luz realizadas em cortes

semifinos demonstraram que ovos de S. frugiperda com 24h apd6s a oviposicdo apresentaram

74



casca formada por corion espesso revestindo todo o ovo e apresentando em alguns pontos
elevacdes. Notou-se também a formacdo do embrido, alongado e diferenciado, podendo ser
visualizada a capsula cefalica, bem como o desenvolvimento do intestino médio, contendo poucos
granulos de vitelo em seu interior. Os granulos de vitelo também foram visualizados proximo ao
embrido em formacdo, circundando-o no interior do ovo. Estes granulos se concentravam
formando esférulas, denominadas vitel6fagos, que consistem de proteinas e lipidios. Delimitando
todo o embrido foi verificada a membrana vitelinica (Fig. 1A-B). No periodo de 72h apds
oviposicdo completou-se o desenvolvimento do embrido, no qual encontrava-se bastante
comprimido ocupando todo o volume do ovo, apresentando capsula cefalica e cérion bem
definidos, além de membrana vitelinica circundando o embrido (Fig. 2A-B).

Ap0s 24h de tratamento com P. marginatum na CLsp, 0S 0vos apresentaram embrido mal
formado, ndo sendo possivel a identificacdo de érgdos ou apéndices. Verificou-se também corion
com rompimento, membrana vitelinica desintegrada em algumas areas, além de grande
concentracéo de vitelo dispersos nas bordas do ovo (Fig. 1C). No tratamento com P. marginatum
na CLso ndo houve formacdo do embrido, o cérion se manteve desintegrado em algumas areas,
com contetdo interno desprendido, além da presenca de granulos de vitelo com células amorfas,
mas a membrana vitelinica encontrava-se formada e bem delimitada (Fig. 1D).

Nos ovos do tratamento geraniol na ClLsy ap0s 24 h, evidenciou-se embrido com
desenvolvimento incompleto, sem formacdo de Orgdos, porém observou-se capsula cefalica. O
corion apresentou-se desintegrado em algumas areas, assim como a membrana vitelinica que se
manteve evidente em algumas areas e em outras ndo. Evidenciaram-se lipidios distribuidos de
forma heterogénea e granulos de vitelo proximos a borda do ovo (Fig. 1E). Na CLsg, no intervalo
de tempo de 24h, o conteddo interno do ovo apresentou-se desprendido do corion, ndo havendo a

formacgédo do embrido, porém a membrana vitelinica encontrava-se evidente em grande parte do
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ovo. Evidenciou-se também a presenca de grande quantidade de vitelo junto com células amorfas
(Fig. 1F).

No tratamento com azadiractina na concentracdo 0,06 mg/L, apds 24h, os ovos mostraram-
se com aspecto bem mais preservado, porém com desenvolvimento incompleto do embrido, corion
rompido, e granulos de vitelo muito dispersos, bem como presenca de vacuolos (Fig. 1G). Para
azadiractina na concentracdo 0,6 mg/L os ovos ndo originaram o embrido e apresentaram granulos
de vitelo muito dispersos, além de grande quantidade de lipidios (Fig. 1H).

Os ovos tratados com deltametrina na concentracdo 0,125 mg/L apresentaram mal
formacdo do embrido, com corion desintegrado em algumas areas, e com uma grande quantidade de
lipidios distribuidos de forma heterogénea (Fig. 11). Para deltametrina na concentragcdo 12,5 mg/L,
apos 24h, observou-se também mal formacédo do embrido, além de uma grande quantidade de vitelo
e vacuolos, e a membrana vitelinica desintegrada (Fig. 1J).

Apbs o intervalo de tempo de 72h de oviposicdo, comparados com 0s ovos ndo tratados

(Fig. 2A-B), observou-se que os ovos tratados com P. marginatum na ClLg, apds 72h de
tratamento, apresentaram mal formac&o das células, sem o desenvolvimento do embrido, contetdo
interno desprendido do cdrion, que se apresentou fino e muitas vezes rompido, além da presenca
de vacuolos (Fig. 2C). Na CLsg evidenciou-se a presenca de diversas células deformadas e varios
granulos espalhados, além da desintegracdo do cérion (Fig. 2D). No tratamento com geraniol na
CLso houve desintegragédo do cdrion, ndo formagdo do embrido e enormes vacuolos contendo uma
pequena quantidade de lipidios (Fig. 2E). Na CLsp, ndo houve formacdo do embrido, 0s ovos
apresentaram vacuolos e grande quantidade de material amorfo (Fig. 2F).

Os ovos tratados com azadiractina na concentracdo 0,06 mg/L apos 72h, ndo apresentaram

a formacédo do embrido, os granulos de vitelo dispuseram-se com células amorfas, e foi possivel

observar ainda a total desintegracdo do corion (Fig. 2G). Para azadiractina na concentracdo 0,6
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mg/L ndo houve formacédo do embrido, os granulos de vitelo encontravam-se muito dispersos com
presenca de vacuolos (Fig. 2H).

No tratamento com deltametrina na concentracdo 0,125 mg/L, apds 72 h, os ovos de S.

frugiperda apresentaram mal formacdo do embrido, com células alteradas e deformadas, além de
uma enorme quantidade de granulos de vitelo dispersos (Fig. 2I). Nos ovos tratados com
deltametrina na concentracdo 12,5 mg/L, apds 72h, o corion apresentou-se desintegrado,
internamente, nao originou-se o embrido mas foi possivel observar diversos granulos de vitelo
com células amorfas. (Fig. 2J).
Analises em Microscopia Eletronica de Varredura. As analises dos ovos em Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), no periodo de tempo de 24h, mostraram que 0s ovos tanto do
controle quanto dos tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas. Portanto serdo
descritas apenas as observacdes realizadas no periodo de 72h. Os ovos do controle apresentaram-
se aglomerados em camadas multiplas, cobertas com material peludo (densa camada de escamas),
possuindo formato esférico, sendo ligeiramente achatado nos p6los (tamanho) (Fig. 3). O corion
mostrou-se com sulcos, ranhuras e protuberancias, tornando o ovo esculturado, porém a porcao
inferior ndo apresentou 0 mesmo formato, sendo, portanto, constituido por uma estrutura mais
lisa.

Os ovos tratados com P. marginatum, geraniol, azadiractina (AzaMax®) e deltametrina
(Decis®), em todas as concentraces estudadas, modificaram a estrutura e morfologia do cérion.
Fato evidenciado pela observacao de ovos deformados, enrugados, “murchos” e muitas vezes com
corion rompido, sendo possivel observar a formagéo incompleta e/ou a ndo formacgéo do embrido,

corroborando com os resultados obtidos nas analises em microscopia de luz.
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Discusséo

Os principais grupos quimicos dos compostos identificados no 6leo essencial de P.
marginatum pertencem aos monoterpenos e sesquiterpenos. Os monoterpenos estavam presentes
em quantidades maiores, 0 que diferiram dos resultados obtidos por Autran et al. (2009) que
encontraram 0s sesquiterpenos como a maioria dos majoritarios. Além disso, a composi¢édo do
6leo mostrou-se qualitativa e quantitativamente diferente da relatada pelos mesmos autores, 0s
quais encontraram como principais compostos, (Z)-asarone (30,4 %), patchouli alcohol (16 %),
elemol (9,7 %), bicychogermacrene (9,4), (E) — caryophyllene (7,5 %), (E) —asarone (6,4 %) ¢ o —
arcoradiene (5,1 %). A variabilidade na composi¢do quimica dos 6leos pode ser influenciada por
diversos fatores como localizacdo geografica, época da coleta, temperatura e luminosidade,
estadio de desenvolvimento, condicdes do solo, horario de coleta, entre outros (Morais 2009).

Com relacdo as andlises da microscopia de luz, foi possivel constatar que as estruturas
verificadas nos ovos de S. frugiperda sdo similares as descritas na literatura para a espécie
(Consoli et al. 1999, Correia et al. 2013), assim como demonstraram estruturas semelhantes com
outras espécies de lepidopteros (Chapman 2013), como em Helicoverpa armigera (Hubner)
(Jarjees & Merritt 2004). A estrutura que reveste o ovo, denominada de cérion, é uma estrutura
espessa, podendo apresentar duas camadas, uma mais interna e outra mais externa. O exocdérion é
a camada mais espessa, coberta por uma camada mucosa descontinua, enquanto que o endocdérion
¢ uma camada mais fina, que contém carboidratos em sua estrutura. Essa camada se situa acima
da membrana vitelinica (Consoli et al. 1999). No processo de sucessivas divisdes forma-se a
blastoderme, onde os nucleos migram para a periferia. No interior do ovo se concentra o vitelo,
que é acumulado durante a ovogénese e a embriogénese de insetos holometabolos (Davis & Patel
2002). O vitelo tem como funcgéo principal a nutricdo do embrido em desenvolvimento (Tojo &

Machida 1998). Nos nossos resultados, onde verificamos a embriogénese a partir de 24 h, ja foi
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possivel observar o embrido em formacdo, ndo sendo possivel verificar a formacdo da
blastoderme, visto que em embrides holometabolos, as divisdes iniciais do material genético sdo
bastante rapidas (Foe & Alberts 1983). Circundando o embrido encontra-se uma membrana
extraembrionaria, a membrana vitelinica, resultante de forcas fisicas que ocorrem durante a
embriogénese (Consoli et al. 1999).

Os cortes semifinos dos ovos de S. frugiperda revelaram que o 6leo de P. marginatum, o
composto geraniol, azadiractina e deltametrina nas concentracfes estudadas afetaram o
desenvolvimento embrionario, os quais de um modo geral ocasionaram mal ou ndo formacédo do
embrido, desintegracdo do corion, desintegracdo da membrana vitelinica, além de formacdo de
vacuolos, contudo essas alteracdes tornaram-se mais evidentes no 6leo de P. marginatum e no
geraniol mesmo nas menores concentragdes. Ambos os periodos estudados (24 e 72 h) ap6s a
oviposicdo interferiram no desenvolvimento, contudo o periodo de 72 h em ambas as
concentracdes estudadas ocasionou maiores interferéncias negativas impedindo a formacgdo do
embrido de S. frugiperda. Esses resultados corroboram com os encontrados por Correia et al.
(2013), os quais verificaram a estrutura interna e o desenvolvimento embrionario de S. frugiperda
apos 0, 24, 48 e 72h de oviposicao, tratados com lufenurom, azadiractina e deltametrina.

O género Piper apresenta varios componentes ativos como alcaloides, amidas, pironas,
flavonoides, fenilpropanoides e lignanas, podendo ser utilizadas como agentes de controle de
pragas (Souto et al. 2012). Autran et al. (2009) verificaram que o0 0leo essencial de folhas e caule
de P. marginatum exibiu um efeito de inibicdo de oviposicdo a 50 e 100 ppm de Aedes aegypti
(L.), resultando em uma diminuicdo da oviposicdo (<50%). A atividade deste Oleo sobre a
embriogénese demonstra seu uso potencial como inseticida natural. Assim, o isolamento e

identificacdo dos componentes do oOleo de P. marginatum podem potencializar esse efeito,

79



levando, inclusive, posteriormente ao desenvolvimento de inseticida com maior seguridade
ambiental.

Outros oOleos ja foram estudados sobre a embriogénese de insetos, como trabalhos
realizados por Tunc et al. (2000), os quais verificaram que a atividade fumigante do 6leo de
cominho, Cuminum cyminum L. foi 100% ativo contra embrides de Ephestia kuehniella Zeller e
Tribolium confusum Jacquelin du Val. Os Oleos essenciais de salsa apresentaram atividade
inibitdria de incubacdo nos ovos de Plodia interpunctella (Hubner) (74% de inibicdo a 24 pL/L)
(Rafiei-Karahroodi et al. 2011). Sousa et al. (2015) mostraram que o0s Oleos de Anethum
graveolens L. e C. cyminum, além dos compostos carvona e cuminalde causaram dessecacdo nos
ovos, bem como penetraram a casca do ovo, a micrépila e/ou aerdpilas e atingiu o embrido
alterando seu desenvolvimento.

O composto geraniol, que nesse estudo em todas as concentracdes afetou a embriogénese
de S. frugiperda, assim como o0s principais constituintes do 6leo de P. marginatum também é um
monoterpeno importante que ocorre em diversos 6leos essenciais de plantas aromaticas. E
encontrado nos 6leos de C. winterianus (Rajeswara Rao et al. 2004, Silva et al. 2016), no 6leo de
O. gratissimum (Cruz et al. 2016), entre outros. E conhecido por possuir propriedades inseticidas
e repelentes e usado como um agente no controle de pragas exibindo baixa toxicidade ao meio
ambiente (Chen & Viljoen 2010).

A azadiractina € um exemplo notavel de um produto quimico natural de origem vegetal
com capacidade de modificar o comportamento dos insetos e varias funcdes fisiologicas. Este
terpenoide tem sido descrito por sua acdo reguladora do crescimento, podendo interromper a
muda e a metamorfose e bloquear a reprodugdo em varias espécies (Isman & Akhtar 2007).

Assim como as analises de microscopia de luz as analises em microscopia eletronica de

varredura revelaram que o 0leo de P. marginatum, geraniol, azadiractina e deltametrina também
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alteraram a morfologia dos ovos de S. frugiperda, modificando a estrutura do cérion tornando-o0s
inviaveis. As analises também demonstram que 0s ovos de S. frugiperda possuem caracteristicas
inerentes a especie, apresentando forma esférica, presenca de escamas recobrindo 0s ovos e
superficie escultural. Todas essas peculiaridades que foram observadas nesse estudo atraves das
analises em MEV concordam com os estudos de Consoli et al. 1999. As escamas identificadas em
todas as massas de ovos de S. frugiperda de todos os tratamentos sdo comuns em varias familias
como em Noctuidae, Lymantriidae, Arctiidae, Geometriidae, entre outras, e estdo relacionadas
como uma barreira fisica contra predadores e parasitoides, condi¢6es climaticas, reducdo do risco
de dessecacdo, entre outros (Rodriguez et al. 2004).

Assim € possivel concluir que todas as substancias utilizadas nesta pesquisa ocasionam
danos no desenvolvimento embrionario de S. frugiperda, contudo o 06leo e o composto
apresentaram-se mais promissores por ocasionar danos mais expressivos mesmo nas
concentragdes menores, podendo ser utilizado no controle desta praga por se adequar aos
principios adotados pelo manejo integrado de praga, devido a algumas carateristicas como baixar
persisténcia e maior seguridade ambiental. Além de apresentar eficiéncia diretamente relacionada
a reproducdo, que na maioria dos casos, € uma das principais estratégias de rapido

estabelecimento de uma praga dentro da cultura.
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Tabela 1. Identificacdo dos compostos do 6leo essencial das folhas de Piper marginatum.

NUmero Compostos’ Indices de retencéo Area
(% do total* o)
Calculado® Literatura®

1  «-Thujene 924 924 0,12+0,01
2  o-Pinene 930 932 8,45+1,05
3 Camphene 944 946 0,13+£0,02
4 Sabinene 970 969 0,09+0,06
5  PB-Pinene 973 974 6,51+0,69
6 Myrcene 990 988 1,36+0,16
7 a-Phellandrene 1002 1002 6,97+0,82
8  Carene <6-3> 1008 1008 0,57+0,07
9 a-Terpinene 1014 1014 2,33+0,27
10 o0-Cymene 1023 1022 0,95+0,11
11 Limonene 1026 1024 4,98+0,59
12 <(2)-B-> Ocimene 1038 1032 0,69+ 0,06
13 <(E)-p-> Ocimene 1048 1044 2,69+0,30
14 vy-Terpinene 1057 1054 0,09+0,02
15 Terpinolene 1087 1086 0,32+0,04
16  Metyl butyl isovalerate <2-> 1109 1103 0,07+0,05
17  5-Elemene 1338 1335 2,57%0,06
18 a-Copaene 1376 1374 1,00+0,04
19 pB- Bourbonene 1385 1387 0,14+0,01
20 p-elemene 1392 1389 1,21+0,03
21 <(E)> Caryophyllene 1420 1417 5,71+0,16
22  Myltayl-4(12)-ene 1444 1445 0,25+0,01
23 o-Humulene 1455 1452 0,26+0,01
24 Croweacin 1461 1457 0,94+0,11
25 Ishwarane 1464 1465 1,93+0,07
26  o-Macrocarpene 1474 1470 0,13+0,03
27  y-Muurolene 1482 1478 0,09+0,03
28 B-Selinene 1487 1489 0,31+0,07
29 <(2)-p-> Guaiene 1494 1492 0,38+0,06
30 Bicyclogermacrene 1498 1500 0,26+0,05
31 4-Cadinene 1525 1522 0,25+0,06
32 Elemol 1550 1548 1,34+0,12
33 <(E)>-Nerolidol 1564 1561 1,53+0,12
34 y-Asarone 1576 1572 0,38+0,03
35 Spathulenol 1579 1577 0,11+0,01
36  Caryophyllen oxide 1585 1582 0,14+0,02
37  Guaiol 1599 1600 0,49+0,04
38 <(Z)>-Asarone 1623 1616 2,55+1,02
39 CNI 1628 5,50+0,17
40 B-Eudesmol 1652 1649 0,05+0,03
41 Exalatacin 1659 1655 9,12+0,90
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Tabela 1. Continuacéo

42  Bulnesol 1670 1670 0,08+0,01

43  <(E)>-Asarone 1682 1675 3,53+0,34

44  CNI 1718 22,19+2,14
Monoterpeno 36,25%
Monoterpeno Oxigenado 0,07%
Sesquiterpeno 14,49%
Sesquiterpeno oxigenado 6,29%
Fenilpropanoide 13,97%
Composto ndo identificado (CNI) 27,69%
Total identificado 71,07%
Total 98,66%

! Constituintes listados em ordem de elui¢ao na coluna apolar DB-5, detector GC-FID;
2 indices de retencdo de Kratz calculados através dos tempos de retencdo em relacio aos da série

de n-alcanos (Cg-Css);

% Indices de retencéo de Kratz descritos na literatura (Adams, 2009).
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Tabela 2. Curva concentracdo-mortalidade de ovos de Spodoptera frugiperda do o6leo
essencial de Piper marginatum e do composto geraniol. Temperatura: 25,2 + 1,4 °C. RH: 67 £ 0,7

% e fotofase de 12 h.

Tratamentos N' GL Inclinagdo CLg(IC 95%)° (RTs)  CLs(IC95%)°  (RTs) ()’
4 4

2 (+EP)
Piper 500 5 0,06+0,02 32,32 - 152, 95 - 6,44
marginatum (27,16 — 38,05) (132,55 — 176,60)
Geraniol 500 5 0,04+0,01 0,98 32,98 3,58 4272 4,75

(0,44 - 1,33) (3,24 -4,09)

INGmero de ovos por tratamento. 2Grau de liberdade. 3Concentracéo letal 30/50. “Razédo de

toxicidade. *Qui-quadrado.
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Figura 1. Ovos de Spodoptera frugiperda no intervalo de tempo de 24 h apds tratamento. (A)
Controle 24 h. (B) Controle 24 h (detalhe). Observar cérion (seta), viteld6fagos distribuidos
(asterisco), capsula cefalica (estrela aberta), intestino médio (seta aberta) e membrana vitelinica
(seta tragada). (C) Tratamento com Piper marginatum CLj3,. Observar embrido mal formado
(estrela fechada) e corion rompido (seta) (D) Tratamento com Piper marginatum CLso. Observar
corion rompido (seta) e granulos de vitelo dispersos com células amorfas (asterisco). (E)
Tratamento com geraniol CLgzo. Observar céapsula cefélica (estrela), corion (seta), membrana
vitelinica (seta tracada) e lipidios (cabeca de seta). (F) Tratamento com geraniol CLs,. Observar
membrana vitelinica definida (seta tracada) e vitelo com células amorfas (asterisco). (G)
Tratamento com azadiractina (AzaMax® 0,06 mg/L). Observar embrido mal formado (estrela
fechada) e corion rompido (seta) (H) Tratamento com azadiractina (AzaMax® 0,6 mg/L).
Observar grénulos de vitelo (asterisco) e lipidios (cabeca de seta). (I) Tratamento com
deltametrina (Decis® 1,25 mg/L). Observar embrido mal formado (estrela fechada) e lipidios
(cabeca de seta). (J) Tratamento com deltametrina (Decis® 12,5 mg/L). Observar embrido mal
formado (estrela fechada). Corante: Azul de Toluidina.
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Figura 2. Ovos de Spodoptera frugiperda no intervalo de tempo de 72 h apds tratamento. (A)
Tratamento controle 72 h. (B) Tratamento controle 72 h (detalhe). Observar corion (seta), capsula
cefélica (estrela) e membrana vitelinica (seta tracada) (C) Tratamento com Piper marginatum
CLso. Observar vacuolos (losango) e corion desintegrado (seta). (D) Tratamento com Piper
marginatum CLso. Observar presencga de células deformadas (seta fechada). (E) Tratamento com
geraniol CLgzo. Observar vactolos (losango) (F) Tratamento com geraniol CLso. Observar
vactolos (losango). (G) Tratamento com azadiractina (AzaMax® 0,06 mg/L). Observar granulos
de vitelo com células amorfas (asterisco). (H) Tratamento com azadiractina (AzaMax® 0,6 mg/L).
Observar vactolos (losango). (I) Tratamento com deltametrina (Decis® 1,25 mg/L). Observar
granulos de vitelo com células deformadas (asterisco). (J) Tratamento com deltametrina (Decis®
12,5 mg/L). Observar corion desintegrado (seta) e granulos de vitelo com células amorfas
(asterisco). Corante: Azul de Toluidina.

90



FIOCRUZ -PE

FI0CRUZ-FE

Figura 3. Imagens de MEV das posturas e ovos de Spodoptera frugiperda no intervalo de tempo
de 72 h apds oviposicdo e tratamento. (A) Controle. (B) Ovo isolado Controle. (C) Tratamento
com Piper marginatum CLso. (D) Tratamento com Piper marginatum CLso. (E) Tratamento com
geraniol CLs. (F) Tratamento com geraniol CLso. (G) Tratamento com azadiractina (AzaMax®
0,06 mg/L). (H) Tratamento com azadiractina (AzaMax® 0,6 mg/L). (1) Tratamento com
deltametrina (Decis® 1,25 mg/L). (J) Tratamento com deltametrina (Decis® 12,5 mg/L).
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CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos com a crescente preocupacdo ambiental, os estudos tem se concentrado
na descoberta de metodos que ndo agridam ao meio ambiente. Por conseguinte, ha uma vasta
literatura com a utilizacdo de dleos essenciais e 0s seus constituintes, devido a sua alta
volatilidade e o seu baixo risco para 0 ambiente, quando comparados aos inseticidas sintéticos,
com o proposito de obter novos produtos para o controle de pragas. Populacdes de insetos
benéficos podem ser menos afetadas devido a sua atividade residual minima, bem como a
resisténcia pode ser retardada devido a complexas misturas de constituintes que muitos 6leos
apresentam.

As discussdes apresentadas durante o presente estudo sobre a utilizacdo de produtos a base
de Gleos essenciais de plantas ou seus constituintes demonstraram que o 6leo de P. marginatum e
0s compostos limoneno, trans-anethole, geraniol e citronelal sdo eficazes no controle de S.
frugiperda. Esses produtos podem ser utilizados em uma variedade de maneiras, seja através de
doses / concentracfes subletais, via topica, ingestdo, além de imersdo. A eficacia desses produtos

pode ser equivalente ou até superior aos produtos convencionais.
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