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RESUMO

Anualmente demanda-se um alto investimento no controle da lagarta do cartucho
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), sendo esta a principal praga da
cultura do milho. Para conter esta demanda métodos alternativos tem sido desenvolvidos,
incluindo a utilizacdo de inseticidas botanicos, conhecidos como 6leos essenciais, e agentes
entomopatogénicos, como a bactéria Bacillus thuringiensis Berliner. Estas alternativas adéquam-
se aos propositos do Manejo Integrado de Pragas, por serem seletivos, de baixa toxicidade a
mamiferos e apresentarem eficiéncia contra varias espécies de pragas. Assim, testou-se a hipotese
de que a associagdo dos 6leos de pimenta longa e cravo da India nas concentragdes 30 e 50 mg/L
DMSO com Xentari® WG (B. thuringiensis subsp. aizawai - Bta) (1000 mg/L) produzem um
controle eficiente de S. frugiperda, afetando parametros biologicos, imunologicos e reprodutivos,
e se as concentracOes destes Oleos afetam a espermatogénese, a histoquimica dos ovariolos, bem
como seu impacto na fertilidade. Os resultados demonstraram que o 6leo de pimenta longa na
concentragio 50 mg/L associado ao Bta ocasionou menor sobrevivéncia larval, ja o cravo da India
ndo mostrou-se eficiente quando associado ao Bta formulado. Porém, ambos os 6leos associados

ou ndo ao Bta interferiram na biologia e na imunidade humoral de S. frugiperda. Todos os



tratamentos afetaram a viabilidade dos ovos exceto a testemunha e o cravo da india nas duas
concentracdes sem Bta. A analise histolégica mostrou que os 6éleos de pimenta longa e cravo da
india nas concentracdes 30 e 50 mg/L afetaram a espermatogénese e histoquimica dos ovariolos
de S. frugiperda, refletindo na sua reproducéo. No entanto, os efeitos do 6leo de pimenta longa,
associado ou ndo ao Bta, foram mais expressivos, demonstrando ser uma ferramenta promissora
no controle desta praga, adequando-se ao MIP, controlando a sobrevivéncia da prole e seu sucesso

na cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta do cartucho, pimenta longa, cravo da India, Bacillus

thuringiensis, morfologia, desenvolvimento, imunologia.
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ABSTRACT

A large investment is annually demanded to control the fall armyworm Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), which is the major insect pest of corn. To
contain this demand alternative methods have been developed, including the use of botanical
insecticides, known as essential oils, and entomopathogenic agents such as the bacterium Bacillus
thuringiensis Berliner. These alternatives are adequate to Integrated Pest Management purposes,
by being selective, low toxic to mammals and present efficiency against various pest species.
Thus, we tested the hypothesis that association of long pepper and cloves oils at the
concentrations of 30 and 50 mg/L DMSO with Xentari® WG (B. thuringiensis subsp. aizawai -
Bta) (1000 mg/L) produces an efficient control of S. frugiperda, affecting biological,
immunological and reproductive parameters, and if those concentrations of these oils affect
spermatogenesis, the histochemistry of the ovarioles, as well as its impact on fertility. The results
demonstrated that long pepper essential oil at a concentration of 50 mg/L associated with Bta has
promoted lower larval survival, and clove does not proved efficient when combined with the Bta
formulated. However, both oils, associated or not to Bta, interfered on the biology and humoral
immunity of S. frugiperda. All treatments showed ovicidal effect except clove oil at the two

concentrations without Bta. Histological analysis showed that clove and long pepper oils at the



concentrations of 30 and 50 mg/L have affected spermatogenesis and the histochemistry of the
ovarioles of S. frugiperda, reflecting on their reproduction. However, the effects of long pepper
oil associated or not to Bta were more expressive, proving to be a promising tool to control this

pest, adapting to MIP, controlling the survival of offspring and its success in the culture.

KEY WORDS: Fall armyworm, long-pepper, clove, Bacillus thuringiensis,

morphology, development, immunology.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais consumidos mundialmente gque,
juntamente com a soja contribui com aproximadamente 80% da producdo de grdos, sendo
considerada uma cultura de importancia econémica e social (Duarte et al. 2006, Oliveira et al.
2006). O Brasil ocupa o 3° lugar no “ranking” mundial da producdo de milho, seguido pelo
México, Franca, Argentina e India, perdendo apenas para os Estados Unidos e China (Oda &
Soares 2010).

O cultivo do milho no Brasil é realizado em duas épocas: a primeira ocorre no fim de
agosto na regido Sul, outubro e novembro nas regides Sudeste e Centro-Oeste, e no inicio do ano
na regido Nordeste. A segunda época ou “safrinha” refere-se ao milho de sequeiro, cultivado entre
fevereiro e marco, geralmente depois da colheita da soja precoce. Mesmo em condi¢des de clima
desfavoraveis, o plantio do milho “safrinha” tem-se conduzido dentro dos sistemas de producao,
sendo gradualmente adaptado, produzindo melhores rendimentos das lavouras desta época
(Duarte et al. 2006; Lima et al. 2006).

Condicoes climaticas, tais como, temperatura, radiacdo solar, disponibilidade de agua, séo
fatores limitantes para o desenvolvimento desta cultura, e outro fator que contribui para a
diminuicdo na producdo é o ataque de pragas agricolas. Dentre 0s insetos que atacam a cultura do
milho citam-se: a lagarta rosca, Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), lagarta da
espiga, Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), gorgulho do milho, Sitophilus
zeamais (Mots.) (Coleoptera: Curculionidae) e lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E.

Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (Duarte et al. 2006).



A S. frufiperda destaca-se como praga-chave do milho e apresenta ampla distribuicao
geografica, ocorrendo desde a regido central dos Estados Unidos até a Argentina e em algumas
ilhas da india (Schmidt 2002). No Brasil, ocorre durante todo o ano, causando danos nas fases de
desenvolvimento vegetativo até a fase reprodutiva da cultura, apresentando preferéncia pelo
cartucho de plantas jovens. As perdas podem variar com a cultivar, local de semeadura e praticas
agrondmicas (Matos Neto et al. 2004; Silva et al. 2008).

As lagartas podem atacar a cultura do milho durante todo o estaddio de crescimento,
ocasionando reducdo na produtividade superior a 30%. Nos primeiros instares alimentam-se dos
tecidos verdes, comecando pelas areas mais suculentas, deixando apenas a epiderme membranosa,
provocando o sintoma da folha raspada. Em seguida realizam orificios nas folhas, ocasionando
um aumento na transpiracédo foliar e diminuicdo da fotossintese. Atacam também a base da espiga
ou diretamente os grdos leitosos, onde permanecem até o empupamento. As lagartas podem
penetrar também no colmo, através do cartucho, e realizar galerias descendentes, ocasionando o
sintoma conhecido como coragdo morto (Cruz et al. 1995, Nakano et al. 2002). As plantas
atacadas por esta praga podem ser facilmente identificadas devido a grande quantidade de fezes
no local (Oliveira et al. 2006).

Devido ao seu habito alimentar diversificado, provoca, também, injdrias em algumas
culturas, tais como; alfafa (Medicago sativa L.), soja (Glycine max L.), feijdo (Phaseolus vulgaris
L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), batata (Solanum tuberosum L.), batata doce (Ipomoea
batatas L., repolho (Brassica oleracea V.), espinafre (Spinacia oleracea L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.), abobora (Cucurbita pepo L.), algoddo (Gossypium hirsutum L.), capim papua
(Brachiaria plantaginea), capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum), grama-seda (Cynodon
dactylon L.), cana-de-aclcar (Saccharum officinarum L.) aveia (Avena sativa L.) e alface

(Lactuca sativa L.); ao todo, mais de 80 espécies de plantas distribuidas em mais de 20 familias



botéanicas (Cruz 1995, Castro et al. 2006, Correia 2008, Lima et al. 2009, Sa et al. 2009, Barros et
al. 2010).

Estudos realizados por Giolo et al. (2002) sobre a biologia de S. frugiperda coletadas na
cultura do milho em Santa Rosa e Pelotas, RS, mantidas em laboratorio, a temperatura de 25+£1°C,
UR 7015 % e fotofase de 14 h, alimentadas inicialmente com o hospedeiro e em seguida com
dieta artificial, demonstraram que o desenvolvimento embrionario perdurou por dois ou trés dias,
a duracdo da fase larval foi de 14,10 e 16,45 dias, a duracdo da fase pupal de 10,65 e 12,72 dias
com ciclo total de 31,94 e 31,56 dias, respectivamente.

Os inseticidas sintéticos Carbaryl 75P, Carbaryl 480SC, Cypermethrin 200CE, Cyfluthrin,
Esfenvalerate 250CE, Fenvalerate 200CE, Fenitrothion 500CE, Parathion 500CE, Malathion metil
600CE, Lambdacyalothrin 50CE, Permethrin 384CE e Thichlorfon 500CE sao utilizados como
tatica preferencial no controle desta praga. Em razdo de diversos fatores, como: persisténcia e
toxicidade no meio ambiente, alto custo de producdo das culturas e selecdo de populacGes
resistentes, tem se verificado uma crescente procura por medidas de controle alternativas que
promovam controle efetivo da praga e que ocasionem menor impacto ao meio ambiente
(Sarmento et al. 2002, Lima et al. 2008, Lima et al. 2009).

Essas medidas incluem o uso de inseticidas biolgicos, como agentes entomopatogénicos,
por serem geralmente seletivos, de baixa toxicidade ao homem e animais, apresentarem eficiéncia
contra varias especies de pragas e por se adequarem aos propositos do Manejo Integrado de
Pragas (MIP) (Torres et al. 2001). Além disso, vem crescendo o interesse na utilizacdo de
compostos alternativos, derivados de plantas, conhecidos como 6leos essenciais, que ja fazem
parte de formulacGes comerciais de inseticidas, capazes de matar e repelir insetos (Isman 2000).

Os produtos de origem botanica oferecem larga variedade de moléculas com grande

diversidade nas suas estruturas e atividade biologica (Reigosa & Pedrol 2002). Também pode ser



considerada outra razdo para o interesse crescente em fitotoxinas, a ampla gama de novos sitios de
acao nos organismos-alvo. Nesse caso, mesmo que estas nao estejam disponiveis para
comercializacdo, podem indicar caminhos para a sintese de novos produtos (Duke et al. 2000).

Os dleos essenciais desempenham um importante papel na protecdo das plantas, como
agentes antibacterianos, antivirais, antifungicos e inseticidas. Eles podem, também, funcionar
como atrativos, favorecendo animais que promovem a dispersdo do polen e sementes ou repelindo
insetos indesejaveis. Sdo oriundos de plantas aromaticas geralmente encontradas em paises de
clima tropical e temperado, podendo ser sintetizados a partir de brotos, folhas, flores, caules,
galhos, sementes, frutos, raizes e cascas. Estas substancias sdo armazenadas em células secretoras
e canais da planta podendo ser extraidas por varios metodos, sendo 0 mais comum a
hidrodestilacdo. Diferem quanto ao numero de moléculas, variedades e tipo de extracao (Angioni
et al. 2006, Bakkali et al. 2006).

Alguns 6leos tém mostrado efeito repelente e deterrente em insetos como, por exemplo, 0s
obtidos das plantas das familias Piperaceae e Myrtaceae, destacando-se as espécies pimenta longa
(Piper hispidinervum J.) e o cravo da india (Syzygium aromaticum L.) (Miranda 2002, Miranda et
al. 2002, Estrela et al. 2005, Navickiene et al. 2006, Lima et al. 2009).

A pimenta longa é um arbusto comumente encontrado na Amaz6nia, é largamente
utilizada pelas industrias farmacéuticas e cosméticas, por apresentar como principal constituinte o
safrol (92%), seguidos do dilapiol e sarisan, concentrados principalmente nas folhas e ramos
secundarios (Miranda 2002; Zacaroni et al. 2009). E utilizada como matéria-prima para a
producdo de substancias antiinflamatérias e fixadoras, despertando também o interesse da
agricultura, devido as suas propriedades antimicrobianas e inseticidas (Bergo et al. 2005; Silva &
Bastos 2007). Estudos realizados por Lima et al. (2009) em lagartas de S. frugiperda, tratadas

com esse Oleo, através do contato topico e ingestdo, demonstraram uma reducdo na atividade


http://pt.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae

alimentar, mortalidade, agitacdo e hiperatividade. Os autores sugeriram ainda a existéncia de uma
atividade neurotoxica.

O cravo da India é uma arvore oriunda das ilhas Molucas, na Indonésia, que ocupa o
primeiro lugar na producdo, seguidos por Zanzibar e Madagascar (Mazzafera 2003). Os botdes
secos das flores sdo utilizados como especiaria desde a antiguidade, e vem sendo empregados na
fabricacdo de medicamentos, cosméticos e na agricultura, por apresentarem em sua constituicao
quimica o eugenol, com aproximadamente 95% nas folhas, 70 a 85% nos bot6es florais, seguidos
do acetato de eugenol com 10- 15%, e B-cariofileno com 5 a 12% (Raina et al. 2001). Esta
constituicdo confere ao cravo da india propriedades inseticidas (El-Hag et al. 1999), bactericida
(Dorman & Deans 2000, Nascimento et al. 2000) e fungicida (Delespaul et al. 2000).

Por outro lado, inseticidas bioldgicos a base de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), devido
a sua eficiéncia, baixa toxicidade para o homem e animais e também para diversos inimigos
naturais de pragas, sdo de grande importancia para serem avaliados, em programas de manejo
integrado de pragas, inclusive de S. frugiperda, em cultivos de milho tradicional e organico
(Martinez & Van Emden 2001, Siegel 2001, Martinez 2002).

Trata-se de uma bactéria encontrada no solo, produtora de cristais protéicos cry, também
chamados de delta-endotoxinas. Estas proteinas atuam no meséntero de insetos, associando-se a
receptores especificos das microvilosidades intestinais, causando lise osmotica através da
esporulacdo. Possuem alta toxicidade e especificidade, restringindo sua acdo apenas aos
organismos-alvo (Herrero et al. 2001, Siegel 2001). O produto foi lancado pela Franca em 1938,
sendo atualmente responsavel por cerca de 90% do faturamento de bioinseticidas (Siegel 2001,
Polanczyk & Alves 2003, Ma et al. 2008). Segundo Bobrowski (2003), uma das principais

vantagens que justificam a utilizacdo deste bioinseticida, é a reducdo das perdas causadas pela



lagarta-do-cartucho, no uso de inseticidas quimicos e a sua seletividade nos inimigos naturais e
outros vertebrados.

Dentro desse contexto, a adocdo de alternativas aos métodos tradicionais no controle S.
frugiperda como, por exemplo, a utilizacdo de Oleos essenciais e de B. thuringiensis sdo
perfeitamente justificaveis dentro de uma estratégia de MIP. Porém, varios estudos tém mostrado
o efeito inibitério de dleos essenciais sobre microorganismos (Salgado et al. 2003, Mendonca
2004).

A habilidade de reconhecer a presenca de um organismo ou de uma substancia estranha é
fundamental para o sistema imunologico de qualquer ser vivo (Negreiro et al. 2004). Sendo assim
os insetos desenvolveram um eficiente sistema de defesa contra elementos estranhos, constituido
por duas linhas (Chapman 1998). A primeira é formada por barreiras estruturais passivas,
compostas pelo exoesqueleto, sistemas respiratorio e digestivo. Nesta linha a cuticula funciona
como a principal barreira sendo rompida apenas por alguns fungos e nematdides. Entre a cuticula
e a hemocele estes microorganismos deparam-se com varios agentes antimicrobianos cuja agdo é
inibir seu crescimento e penetracdo. A segunda linha é formada pelos mecanismos celulares e
humorais (Lavine & Strand 2002, Silva 2002, Schmid-Hempel 2005).

As reacOes celulares sdo realizadas na hemolinfa pelos hemacitos, através dos processos
de fagocitose, encapsulamento, nodulacdo e citotoxidade (Meyer- Fernandes et al. 2000, Schmidt
et al. 2001). Estes agem em associacdo com as defesas humorais, onde se incluem a producéo de
peptideos antimicrobianos (Lowenberger 2001), reacdes intermediarias de oxigénio e nitrogénio
(Bogdan et al. 2000, Vass & Nappi 2001), complexos enziméticos que regulam a coagulacdo e a
melanizacdo. Contudo o sucesso destas defesas depende do numero e tipo de hemadcitos

envolvidos nestes processos.



Outra forma de sobrevivéncia dos insetos e a capacidade de produzir descendentes. Esta
capacidade € modulada por diversos fatores, dos quais, incluem-se temperatura, alimentacao,
feromonios, ingestdo de substancias nocivas, entre outros. Alguns 6leos essenciais apresentam
propriedades quimicas que afetam diretamente a reproducdo de insetos praga (Paranhos et al.
2005, Birah et al. 2010).

Estudos realizados por Silva et al. (2009) sobre os efeitos de diversos 6leos na reproducéo
de Euborellia annulipes (Lucas) (Dermaptera: Anisolabididae) demonstraram que o 6leo essencial
de erva doce (Fuenicunlum vulgare Mill.) e de fumo (Nicotiana tabacum L.) apresentaram uma
acao inibidora de oviposicéo, interferindo no funcionamento do sistema reprodutor deste inseto. O
percentual de ovos/postura foi de 9,50% e 18,30%, respectivamente, em relacdo a testemunha que
obteve 44%. Birah et al. (2010) observaram que extratos de cravo da India proposionaram em
mariposas do género Spodoptera uma acdo inseticida, reduzindo crescimento, desenvolvimento,
fecundidade e fertilidade desse inseto. Efeitos ocasionados na reproducdo pela utilizacdo de 6leos
essenciais também foram observados por Castro et al. (2006), ao testarem o 6éleo essencial de mil
folhas (Achillea millefolium L.) nas concentragbes de 0, 1, 2, 5 e 10 ppm em S. frugiperda,
observaram que na concentracdo de 2 ppm ndo ocorreu oviposicao, evidenciando que 0 mesmo
afetou diretamente a reproducdo deste inseto.

O aparelho reprodutor masculino dos insetos € constituido, geralmente, por um par de
testiculos, por onde saem os vasos deferentes, desembocando na vesicula seminal, reunindo-se no
ducto ejaculador (Chapman 1998). Dentro de cada testiculo encontram-se os foliculos testiculares,
0s quais sdo formados por quatro regides distintas: o germario, constituido por células
germinativas primordiais; zona de crescimento, localizada ap6s 0 germario com numerosos cistos

de espermatog6nias; zona de divisdo e reducdo, constituida por espermatdcitos primarios e



secundarios e a zona de transformacao onde se encontram espermatides em diferentes estagios de
desenvolvimento e espermatozoéides agrupados em feixes (Vargas 2007).

O aparelho reprodutor feminino consiste em um par de ovarios, formado por ovariolos
ligados pelo pedicelo aos ovidutos laterais, e este ao oviduto comum, que se abre na camara
genital denominada vagina, sendo ligada ao exterior pela vulva (Chapman 1998). Nos ovariolos
ocorre 0 processo de oogénese, producdo do 6vulo maduro, apto para a fecundacdo (Buning
1994).

Embora os estudos com os 6leos essenciais de pimenta longa e cravo da india tenham
demonstrado diversas atividades sobre insetos, como mortalidade, deterréncia, neurotoxicidade,
entre outros, ndo ha relatos sobre a atividade destes 6leos associados a formulacGes de Bt sobre os
parametros bioldgicos e imunoldgicos de S. frugiperda. Outro aspecto a ser analisado € a escassez
de pesquisas com 0leos essenciais sobre a espermatogénese e oogénese em insetos. Assim, a
presente pesquisa testou as seguintes hipoteses: 1. Oleo de pimenta longa e cravo da india
interferem na atividade do inseticida biolégico Xentari® WG (B. thuringiensis subsp. aizawai); 2.
Oleos de pimenta longa e cravo da india associados ao Xentari® agem sinergicamente interferindo
na sobrevivéncia diéria, peso das lagartas de S. frugiperda, duracéo do periodo larval, peso pupal,
duracdo do periodo pupal, razdo sexual, fecundidade, fertilidade e aspectos imunoldgicos
(producéo de oxido nitrico e fenoloxidase), e 3. Oleos de pimenta longa e cravo da india afetam a
histofisiologia reprodutiva de S. frugiperda interferindo na espermatogénese e na constituicdo do

vitelo.
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CAPITULO 2
BIOATIVIDADE DOS OLEOS DE PIMENTA LONGA (Piper hispidinervum JACQ.) E
CRAVO DA INDIA (Syzygium aromaticum L.), ASSOCIADOS OU NAO AO Bta
FORMULADO, NA BIOLOGIA E IMUNOLOGIA DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)
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RESUMO- A utilizacdo de Oleos essenciais e inseticidas biologicos a base de Bacillus
thuringiensis (Berliner) constitui uma importante alternativa no controle de insetos-praga, em
programas de manejo integrado, devido a eficiéncia, baixa toxicidade para mamiferos,
seletividade a inimigos naturais e auséncia de efeitos indesejaveis a0 meio ambiente. Devido a
importancia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) como praga-chave
do milho e em diversas culturas, o presente trabalho objetivou testar as seguintes hipoteses: 1.
Avaliar se a associacio dos 6leos de pimenta longa e cravo da india nas concentracdes 30 e 50
mg/L DMSO com Xentari® WG (B. thuringiensis subsp. aizawai - Bta) (1000 mg/L) produz um
controle mais eficiente de S. frugiperda, afetando parametros biologicos e reprodutivos; 2. E se
associacdo desses 0leos com Bta promove alteracGes dos niveis de fenoloxidase e dxido nitrico
(NO) na hemolinfa de S. frugiperda. Os resultados demonstraram que o 0leo essencial de pimenta
longa na concentracdo de 50 mg/L, associado ao Bta, promoveu menor sobrevivéncia larval, e que
cravo da India néo foi eficiente, em associado ao Bta. Porém, ambos os 6leos associados ou nio a
este inseticida interferiram na biologia e na imunidade humoral de S. frugiperda. Todos os
tratamentos afetaram a viabilidade dos ovos exceto a testemunha e o cravo da india nas duas
concentracfes sem Bta. Portanto, a associacdo desses 6leos com o inseticida Bta mostrou-se

promissora no manejo integrado deste inseto.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta do cartucho, imunidade humoral, desenvolvimento, o0leos

essenciais, Bacillus thuringiensis
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BIOACTIVITY OF LONG PEPPER (Piper hispidinervum JACQ.) AND CLOVE
(Syzygium aromaticum L.) OILS, ASSOCIATED OR NOT TO FORMULATED Bta ON THE
BIOLOGY AND IMMUNOLOGY OF Spodoptera frugiperda (JE SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)
ABSTRACT- The utilization of essential oils and biological insecticides based on Bacillus
thuringiensis (Berliner) represents an important alternative to control insect pests in integrated
pest management programs, represents an important alternative to control insect pests in
integrated pest management due to its efficacy, low toxicity to mammals, selectivity to natural
enemies and the absence of environmental side effects. Given the importance of Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) as a key pest of corn, as well as a host of several
crops, this study aimed to test the following hypotheses: Evaluate if the association between long
pepper and clove oils at the concentrations of 30 e 50 mg/L DMSO with Xentari® WG (B.
thuringiensis subsp. aizawai - Bta) (1000 mg/L) produces a more efficient control of S.
frugiperda, affecting biological and reproductive parameters; 2. And if the association of these
oils with Bta promotes changes in the levels of phenoloxidase and nitric oxide (NO) in S.
frugiperda hemolymph. The results demonstrated that long pepper essential oil at a concentration
of 50 mg/L associated to Bta promotes reduced larval survival, and that clove oil was not effective
when associated to Bta. However, both oils associated or not to the insecticide affect the biology
and humoral immunity of S. frugiperda. All treatments effect the eggs viability, except for the
control and cloves from india in two concentrations without Bta. Therefore, the association of

these oils with Bta insecticide seems to be promising in the integrated management of this insect.

KEYWORDS: Fall armyworm, humoral immunity, development, essential oils, Bacillus

thuringiensis
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Introducéo

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma das pragas mais
polifagas de culturas no Brasil, destacando-se como a mais destrutiva na cultura de milho, por
ocasionar perdas na producdo de até 34% (Silva et al. 1997, Wiseman 1999, Dequech et al. 2007).
Segundo Ferreira et al. (2010), no ano de 2009, os gastos para o controle de S. frugiperda no
Brasil superaram 758 milhGes de reais na primeira safra e 444 milhdes na segunda, chegando a
um valor total de 1,2 bilh&o/ano.

O aumento do custo de producdo, o conhecimento sobre os efeitos indesejaveis dos
inseticidas quimicos, associados a preocupacdo dos consumidores com a qualidade dos alimentos,
tem ocasionado o interesse dos estudos sobre técnicas alternativas de controle, como a utilizacdo
de inseticidas de origem boténica (Isman 2000, Tavares 2002) e biologicos (Arango et al. 2002,
Uribe et al. 2003)

Oleos obtidos de plantas das familias Piperaceae e Myrtaceae com énfase nas espécies
pimenta longa (Piper hispidinervum Jacg.) e o cravo da india (Syzygium aromaticum L.),
respectivamente, tem demonstrado efeitos repelente e deterrente em diversos insetos (Miranda
2002, Miranda et al. 2002, Estrela et al. 2005, Navickiene et al. 2006, Lima et al. 2009).

A utilizacéo de inseticidas biol6gicos a base da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt)
constitui outro método alternativo aos inseticidas sintéticos. Seu modo de agdo ocorre em
receptores especificos no intestino médio dos insetos através da acdo das delta-endotoxinas ou dos
cristais protéicos com caracteristicas inseticidas, onde as bacterias sofrem esporulacéo,
ocasionando lise osmética e conseqiientemente a morte do inseto (Bravo et al. 1998, Tremiliosi et
al. 2008).

A associacdo de métodos de controle que objetivem potencializar o controle de inseto-

praga € uma das estratégias do Manejo Integrado de Pragas, assim a associacdo de Oleos
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essenciais e B. thuringiensis pode constituir uma interessante estratégia de controle. No entanto,
além da propriedade inseticida, 0leos essenciais podem apresentar propriedades antimicrobiana,
bactericida e fungicida (Nascimento et al. 2000, Delespaul et al. 2000, Silva & Bastos 2007).
Portanto, em resposta a exposi¢do da associacdo de dleos essenciais e formulacbes de Bt, pode
haver alteracdes biologicas e imunoldgicas que podem ser determinantes ou ndo para a
sobrevivéncia do inseto.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou testar as seguintes hipoteses: 1. Avaliar se
a associacdo de 6leos essenciais (pimenta longa e cravo da india) com Bt formulado produz um
controle mais eficiente de S. frugiperda, afetando a atividade alimentar, alterando os estagios de
desenvolvimento, promovendo deformidades em pupas e adultos, e inibindo a oviposicdo, entre
outras. 2. E se associacdo desses 0Oleos essenciais com Bt formulado promove alteraces dos
niveis de fenoloxidase e 6xido nitrico (NO) na hemolinfa de S. frugiperda. Uma vez que essas
substancias participam na defesa do inseto promovendo melanizacdo em resposta a presenca de
bactérias (Silva et al. 2002, Negreiro et al. 2004) e pela liberacdo de compostos reativos de
nitrogénio e oxigénio. Nos insetos, esta reacdo, ocorre pela acdo de hemadcitos em resposta a
presenca de organismos estranhos, tais como patdégenos (Nappi et al.2000, Foley & O Farel 2003,

Faraldo et al. 2005).

Material e Métodos
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Entomologia Agricola do Departamento de
Agronomia e no Laboratdrio de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Obtencédo e Criacdo dos Insetos. Lagartas de S. frugiperda foram obtidas da criacdo estoque do

Laboratorio de Entomologia Agricola, mantidas a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa
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de 67 = 0,7% e fotofase de 12h, sendo alimentadas com folhas de milho do hibrido duplo AG
1051. As plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdo, com duas plantas/vaso de 5L, contendo
solo + humus de minhoca na proporcao 2:1 + 12,13 g de N-P-K (formulacao 4-14-8).

Obtencdo dos Oleos Essenciais. O cravo da india foi adquirido em casas comerciais de
especiarias na cidade do Recife, PE, e no Laboratério de Produtos Naturais Bioativos do
Departamento de Quimica da UFRPE foi submetido a hidrodestilagdo por 2 h. O 6leo essencial
foi extraido por meio de um aparelho tipo Clevenger modificado, posteriormente separado da

agua, seco com NaZSO4 anidro e armazenado a baixa temperatura em recipiente escuro

hermeticamente fechado. O rendimento do 6leo foi calculado com base no peso do material
fresco. O 6leo de pimenta longa, extraido das folhas, por sua vez, foi obtido da Embrapa — Acre.
As emulsdes dos dleos foram preparadas no laboratério de Entomologia Agricola da UFRPE.
Teste de Fitotoxidade. Com o objetivo de testar a fitotoxidade dos 6leos de cravo da india e
pimenta longa, realizou-se um ensaio preliminar, utilizando-se as concentragdes de 1000; 500;
250; 125; 60; 50; 30 mg/L em &gua destilada. Para cada concentracdo foram utilizados dez
pedacos de folha de milho com aproximadamente 8,0 x 4,5 cm, cada pedago constituindo uma
repeticdo. As folhas foram imersas nas emulsdes durante dez segundos e colocadas para secar
sobre papel toalha. Em seguida, foram avaliados os niveis de fitotoxidade em cada pedaco de
folha, considerando-se 0 tamanho das areas queimadas, sendo classificadas como leve, moderada
e intensa (Fig 1). Para os testes de bioatividade dos 0leos sobre os pardmetros bioldgicos e
imunologicos, foram utilizadas concentra¢des que apresentaram leve fitotoxidade.

Instalacdo dos Bioensaios. Pedacos de folhas de milho do hibrido duplo AG 1051, com
aproximadamente 8,0 x 4,5 cm, foram imersas nas seguintes concentracdes dos tratamentos: 0leo

de pimenta longa e de cravo da india (30 e 50 mg/L), Xentari® WG (B. thuringiensis subsp.
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aizawai - Bta) (100 mg/L), 6leo de pimenta longa + Bta (30 e 50 mg/L e 1000 mg/L,
respectivamente), 6leo de cravo da india + Bta (30 e 50 mg/L e 1000 mg/L, respectivamente).
Para a testemunha, as folhas foram imersas apenas em DMSO e agua destilada. Apos imersédo
durante 10 segundos, cada pedaco de folha foi submetida a secagem e oferecida as larvas de S.
frugiperda com 10 dias de idade, com peso médio de aproximadamente 78,15 mg (3° instar),
durante 48 horas. Em seguida, as larvas foram alimentadas com folhas néo tratadas, substituidas
diariamente, até a fase de pupa. As larvas foram pesadas no 5° dia ap6s a instalacdo do
experimento e as pupas 24 horas ap6s a formacao, as quais foram mantidas em tubos de vidro até
a emergéncia de adultos. Foram avaliados os seguintes parametros bioldgicos: sobrevivéncia
diaria das larvas, peso e periodo larval, peso e periodo pupal, razdo sexual e longevidade. Cada
tratamento constou de 50 larvas individualizadas em tubos de fundo chato (25 x 85 mm), vedados
com plastico filme. Utilizaram-se cinco repeti¢cdes, com dez larvas cada, além da testemunha. Para
avaliacdo do numero de ovos e larvas eclodidas utilizou-se dois casais 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), revestido internamente com papel continuo, como substrato
para oviposi¢do. As mariposas foram alimentadas com solucdo de mel a 10%, e mantidas em
camara climatizada. Todo o experimento foram realizados nas seguintes condigdes: temperatura
de 25,2 + 1,4°C, 67 = 0,7% de UR e fotofase de 12 h. As posturas foram coletadas diariamente e
acondicionadas em placas de Petri com dimenses de 10 cm de didmetro e posteriormente
mantidas nas mesmas condic¢des descritas anteriormente. Por fim, contou-se o numero total de
ovos e 0 numero de larvas eclodidas. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey HSD a 0,05% de significancia usando o programa SAS

(SAS Institute, 2001).
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Dosagem de Oxido Nitrico. A producéo de ¢xido nitrico na hemolinfa das larvas submetidas aos
tratamentos foi determinada usando o reagente de Griess (Green et al. 1981), sendo avaliada pela
concentracdo do fon nitrito (NO%). Para isso, foram coletados 10uL de hemolinfa por larva. Um
pool de 50uL de hemolinfa foi adicionado em 70uL de sulfanilamida 1% em &cido fosforico 5%
(H3PO,), caracterizando uma repeticdo. Foram utilizadas 10 repeticBes por tratamento. As
titulacdes do NO* foram obtidas apés cinco minutos de incubagdo em temperatura ambiente,
através de 50uL de cada amostra (hemolinfa/sulfanilamida) mais 50uL de NEED (dihidroclorito
de naftiletilenoamina) a 0,1% (Faraldo et al. 2005). A leitura da absorbancia foi realizada em
leitora de microplacas (ELx800 - Biotek®) com filtro 562nm e do programa Gen5 Elisa (Biotek®).
A curva padrdo foi obtida com concentragcdes crescentes de nitrito de sédio 0,8-200uM. A
quantidade de nitrito das amostras foi correlacionada aos valores de absorbancia obtidos na curva
padrdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, empregando-se o programa estatistico SAS (SAS Institute 2001) e
transformados para Log (x) para assumir normalidade.

Atividade da Fenoloxidase. Amostras de 10uL de hemolinfa/larva/tratamento foram diluidas em
300uL de tampdo fosfato de s6dio a 0,1M e mantidas em freezer -20°C até sua utilizacdo. Foram
transferidas trés repeticbes de 50uL da mistura hemolinfa/tampédo para microplacas de 96 pogos.
A ativagdo da fenoloxidase foi realizada pelo uso de 50uL L-DOPA (L-dihidroxifenilalanina)
4g/L (Sigma-Aldrich, St. MO, USA). A absorbancia foi obtida em leitora de microplacas (ELx800
- Biotek®) com filtro 492nm em intervalos de dois minutos, durante 2h. Cada tratamento constou
de dez repeticBes de cinco larvas cada. A atividade especifica da fenoloxidase foi obtida durante a
fase linear da reacdo nos 20 minutos iniciais de avaliacdo. Os resultados foram submetidos a

analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
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empregando-se o programa estatistico SAS (SAS Institute 2001) e os dados transformados em Vx

para assumir normalidade.

Resultados
Sobrevivéncia Larval. Os 6leos essenciais associados ou ndo ao Bta reduziram a sobrevivéncia
larval em comparacdo a testemunha, destacando-se o tratamento com pimenta longa na
concentracdo de 50 mg/L + Bta, seguido do tratamento com pimenta longa na mesma
concentracdo. Entretanto, no 14° dia os tratamentos Bta e pimenta longa na concentracdo de 30
mg/L + Bta tiveram comportamento semelhante aos tratamentos mencionados (Fig. 2).

O 6leo de cravo da India nas concentracdes 30 e 50 mg/L apresentou menor percentagem de
sobrevivéncia, em relagdo aos demais tratamentos durante todo o periodo de avaliacdo. Porém,
quando associado ao Bta e este quando sozinho apresentaram maior percentagem de
sobrevivéncia, em relacdo a testemunha até a metade do periodo de avaliacdo. Apds este periodo,
observou-se reducdo na sobrevivéncia das larvas tratadas com Bta, seguido do éleo de cravo da
india nas concentragdes de 30 e 50 mg/L + Bta (Fig. 3).

Pesos, Periodos Larval e Pupal e Razdo Sexual. A anélise estatistica do peso larval (Tabela 1)
mostrou que o tratamento Bta apresentou a menor média, diferindo apenas da testemunha e
pimenta longa na concentracdo 50 mg/L. O tratamento com o Oleo de pimenta longa na
concentra¢do 30 mg/L associado ou ndo ao Bta reduziu significativamente o periodo larval. Para o
peso pupal, o tratamento com Bta teve 0 mesmo comportamento para o parametro peso larval,
porém também diferiu do tratamento com pimenta longa na concentracdo 30 mg/L. J& o periodo
pupal foi menor no tratamento pimenta longa 30 mg/L + Bta, diferindo de pimenta longa nas duas

concentragdes e do Bta. N&o se observou diferenca significativa para o parametro razao sexual.
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Os parametros bioldgicos para o tratamento com o 6leo de cravo da India, associado ou ndo
ao Bta e apenas este, demonstraram que todos os tratamentos reduziram significativamente o peso
larval em relacédo a testemunha (Tabela 2). Para o periodo larval, os tratamentos com os 6leos sem
adicdo do Bta mostraram as maiores medias diferindo apenas da testemunha e do Bta. Para 0 peso
pupal, todos os tratamentos com cravo da india reduziram significativamente, em relacdo a
testemunha. O periodo pupal foi alongado nos tratamentos cravo da india nas duas concentracdes
associado ao Bta. A razdo sexual ndo diferiu entre os tratamentos.

Longevidade. Pimenta longa na concentracdo 50 mg/L reduziu, consideravelmente, a
longevidade dos insetos, vindo em seguida, Bta, pimenta longa 50 mg/L + Bta, pimenta longa 30
mg/L + Bta e pimenta longa 30 mg/L, em relacdo a testemunha (Fig. 4).

No bioensaio com cravo da India (Fig. 5), a menor longevidade foi observada para o
tratamento Bta, seguido dos tratamentos com 30, 50 mg/L e 50 mg/L associado ao Bta que nédo
apresentaram diferenca entre si. O tratamento com cravo da india na concentracio de 30 mg/L +
Bta apresentou uma maior longevidade comparada aos demais tratamentos.

Numero Total de Ovos e Larvas Eclodidas. Todos os tratamentos reduziram,
significativamente, 0 nUmero de ovos em comparacao a testemunha (Tabela 3), ressaltando que as
menores médias foram visualizadas para os tratamentos com o Gleos nas menores concentracao
(30 mg/L) sem adicdo de Bta. Com relagdo ao numero de larvas eclodidas verificou-se que 0s
tratamentos com 6leo de pimenta longa, associados ou nio com o Bta e cravo da india + Bta
apresentaram as menores médias, diferindo da testemunha.

Dosagem de Oxido Nitrico. As larvas tratadas com o 6leo de pimenta longa na concentragio 50
mg/L associado ao Bta apresentaram a maior média da producao de 6xido nitrico diferindo apenas

dos tratamentos pimenta longa 50 mg/L e da testemunhas (Tabela 4).
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Atividade da Fenoloxidase na Hemolinfa. Houve um aumento na atividade da enzima
fenoloxidase nas larvas submetidas ao tratamento de pimenta longa na concentracdo 30 mg/L
associado ao Bta e uma diminuicdo na atividade dessa enzima no tratamento com cravo da india

na concentracdo 30 mg/L. Os demais tratamentos ndo diferiram da testemunha (Tabela 5)

Discusséo

A sobrevivéncia larval de S. frugiperda foi afetada pelos tratamentos. Na avaliacdo com o
6leo de pimenta longa os resultados foram mais expressivos na maior concentracdo associado ou
ndo ao Bta. Para o cravo da india a eficiéncia foi observada sem a associacdo com Bta nas duas
concentragdes. Isso sugere um efeito inibidor do 6leo de cravo da india sobre a atividade do Bta,
pois de acordo com Cox et al. (2000), Lambert et al. (2001), Oussalah et al. (2006) algums 6leos
essenciais atuam nas bactérias danificando seu citoplasma e a membrana da parede celular,
podendo levar ao vazamento de macromoléculas e lise celular. Além disso, ha relatos de que o
eugenol, substancia majoritaria do cravo da India, possui atividade bactericida (Dorman & Deans
2000, Oussalah et al. 2006, Pereira et al. 2008), fato que pode ter ocorrido em nossos resultados
mesmo com baixas concentracdes desse dleo.

Os 6leos de pimenta longa e cravo da india reduziram, significativamente, o nimero total de
ovos em todas as concentracOes testadas com ou sem associacdo com o Bta. No entanto, o efeito
na viabilidade dos ovos ndo foi evidenciado no 6leo de cravo da india nas duas concentracdes sem
0 Bta.

O fato do Oleo de pimenta longa ocasionar alteracdes na biologia desta praga esta
provavelmente associado aos compostos organicos presentes nesta espécie vegetal. Segundo
Bergo et al. (2005), Fazolin et al. (2007), Silva & Bastos (2007), Lima et al. (2009) esta espécie

apresenta uma grande diversidade de compostos organicos como os metabdlitos secundarios
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safrol (componente marjoritario) e butoxido de piperonila, sendo este Ultimo, um agente sinérgico
de inseticidas. Além disso, monoterpenos também sdo compostos comumente encontrados no 6leo
de pimenta longa. Diversos estudos em insetos de grdos armazenados tém demonstrado que 0s
monoterpenos apresentam acdo fumigante, repelente e ovicida, além de afetarem a sua biologia
(Lee et al. 2003, Coitinho et al. 2006, Silva et al. 2009). Lima et al. (2009), utilizando o 6leo
essencial de pimenta longa em S. frugiperda, demonstraram que apos 48h de ingestao, as lagartas
de 1° e 3° instar submetidas a CLsp= 16,2 mg/mL e CLso= 9,4 mg/mL, respectivamente
apresentaram reducdo significativa na atividade alimentar e aumento da mortalidade, quando
comparadas a testemunha.

Em relacdo aos efeitos observados para 6leo de cravo da india, alguns autores (El-Hag et al.
1999, Raina et al. 2001) atribuiram as propriedades inseticidas ao eugenol, acetato de eugenol e
betacariofileno. De acordo com Birah et al. (2010) o tratamento por imersao em folhas de milho
com o 6leo de cravo da India interferiu nos parametros biolégicos de Spodoptera litura (F.)
(Lepidoptera: Noctuidae) em laboratdrio. As lagartas foram submetidas a concentragéo de 15% do
extrato, apresentando reducgéo de 12,22% na sobrevivéncia, 1,12% no crescimento larval e 0,28%
no desenvolvimento total. O extrato também afetou a fecundidade e fertilidade do inseto.

Todos os tratamentos provocaram diminuicdo na oviposicdo, quando comparados a
testemunha, interferindo na reproducdo. Resultados semelhantes foram evidenciados com outros
insetos. O caruncho Callosobruchus maculatus (Fabr.), quando submetido as concentracGes de 10,
20, 30, 40 e 50uL de odleo essencial de pimenta longa/20g de feijao, apresentaram reducao no
numero de ovos e adultos emergidos (Pereira et al. 2008). O 6dleo de cravo da India na
concentracdo de 25g por Kg™ de feijdo, também diminuiu a oviposicdo de Zabrotes subfasciatus

(Boh.) (Paranhos et al. 2005).
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Segundo Sousa & Vendramim (2001), Torres et al. (2001) e Borgoni & Vendramim (2003),
0s metabdlitos secundarios presentes nas plantas provocam efeitos adversos na biologia e
imunologia dos insetos como inibicdo alimentar, diminuicdo do peso, inibicdo da biossintese da
quitina, inibicdo do crescimento, interferéncia com alguns transmissores envolvidos na regulacéo
da biossintese do ecdisénio e reducdo da fecundidade.

Dentro do contexto imunoldgico, a fenoloxidase € uma enzima cuja funcdo é atuar na
oxidacdo de compostos fendlicos. O resultado desta oxidacdo é a formacdo da melanina, que esta
relacionada a importantes processos fisioldégicos, como a esclerotiza¢do da cuticula, cicatrizacdo
de feridas, mediacdo do processo de reconhecimento de patdgenos e parasitdides (Wilson et al.
1999, Silva 2002, Negreiro et al. 2004). Outra substancia sinalizadora do sistema imune dos
insetos € o 6xido nitrico (NO). O aumento da sua producéo, pelos hemacitos, ocorre em resposta a
presenca de agentes estranhos (Gourdon et al. 2001, Foley & O™ Farel 2003, Faraldo et al. 2005).

Os resultados da analise imunoldgica humoral encontrada na nossa pesquisa demostraram
que, apenas a concentracdo de 30 mg/L do dleo de pimenta longa associado ao Bta promoveu um
aumento da atividade da fenoloxidase, enquanto que o cravo da india nessa mesma concentracio
associado ao Bta reduziu, significativamente. Esses resultados sdo pertinentes uma vez que,
segundo Mordue & Nisbet (2000) as substancias presentes em plantas inseticidas podem atuar
sobre quimiorreceptores, estimulando células deterrentes especificas, ou bloqueando o0s
fagoestimulantes, como as células receptoras de carboidratos, inibindo assim a alimentacéo.
Assim, as maiores concentracbes dos Oleos podem ter promovido um efeito deterrente e,
consequentemente, ndo estimularam a atividade da enzima. Por outro, lado a atividade bactericida
do 6leo de cravo da india pode ter inibido indiretamente a atividade da fenoloxidase. Ainda
Segundo Wilson et al.(2001), existe uma estreita relacdo entre 0 aumento da fenoloxidase e a

toxinas Cry presentes em B. thuringienis.
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Para os niveis de oOxido nitrico, o tratamento pimenta longa 50 mg/L + Bta apresentou a
maior média em relacdo a testemunha e ao tratamento pimenta longa na concentracdo 50 mg/L.
Isso se deve ao fato de que a producdo de oxido nitrico é ativada em resposta a infeccGes com
bactérias, fungos, parasitismo, entre outros (Silva et al. 2000, Silva 2002, Faraldo et al. 2005).

Como concluséo, o 6leo essencial de pimenta longa na concentracdo de 50 mg/L associado
ao Bta provocou menor sobrevivéncia larval, ja o cravo da India ndo apresentou-se eficiente para
este parametro. Porém, os dois Oleos, associados ou ndo ao Bta, interferiram na biologia,
entretanto as lagartas submetidas aos tratamentos com o 6leo de cravo da India associado ou ndo
ao Bta apresentram uma reducéo significativa no peso larval e pupal. Os éleos dois interferiram
na imunidade humoral de S. frugiperda. Apenas o 6leo de cravo da india nas duas concentracdes
sem Bta ndo apresentou efeito na viabilidade dos ovos. Os resultados evidenciam gue a associacao

desses 6leos com o Bta pode constituir tatica promissora para Manejo Integrado de S. frugiperda.
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Tabela 1. Pardmetros biologicos de Spodoptera frugiperda cujas as larvas foram tratadas

com Oleo essencial de pimenta longa, associado ou ndo ao Bta. Temperatura: 25,2 £ 1,4°C, UR:

67 £ 0,7% e fotofase de 12 h.

Parametros bioldgicos

L Peso larval Periodo larval Periodo Razéo
Tratamentos ) Peso pupal (g) )
(9) (dias) pupal (dias) sexual
Testemunha 0,295+0,01a 7,7£0,14 ab 0,170+0,03a 8,3t0,22bc 0,5+0,03 a
Pimenta longa
20 0,250+0,02 ab 5,8+0,07 c 0,156+0,02 ab 10,1+0,42a 0,3+0,09a
Pimenta longa
0,225+0,01 ab 8,9+0,10 a 0,125+0,05¢ 7,8+0,28¢  0,45+0,07 a
30 + Bta
Pimenta longa
50 0,293+0,03a 6,6+0,63 bc 0,171+0,05a 9,1+0,28ab  0,53%+0,13 a
Pimenta longa
0,221+0,03 ab 9,2+0,90 a 0,133+0,06 bc 8,0+0,26 bc  0,60+0,11 a
50+ Bta
Bta 0.167+0,09b  8,1+0,07 ab 0,125+0,06 ¢  9,3+0,22ab  0,43+0,07 a

Fs 55=5,19 200%

Fo 0= 7,21 00003

F5’29: 15,60 0.0001

F5,28: 9,20 0,0001

F5’29: 0,8705165

"Médias sequidas da mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Tukey HSD

(P>0,05).
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Tabela 2. Parametros bioldgicos de Spodoptera frugiperda cujas as larvas foram tratadas
com 6leo essencial de cravo da india, associado ou ndo ao Bta. Temperatura: 25,2 + 1,4°C, UR:

67 £ 0,7% e fotofase de 12 h.

Parametros Bioldgicos

Tratamento'  Peso larval Periodo larval Peso pupal Periodo pupal Razdo sexual
(9) (dias) (9) (dias)

Testemunha  0,295+0,01a 7,7+0,14c 0,170£0,03a 8,3+0,22c 0,52+0,03 a

Cravo da India 0,208+0,01b 10,0+0,09ab  0,133+0,05bc 9,2#0,22bc  0,54+0,09 a

30

Cravo da india 0,210+0,02b  8,1+0,68 bc 0,124+0,07 bc 11,2+0,61a  0,52+0,09 a

30 + Bta

Cravo da india 0,222+0,09b  9,5+0,31 ab 0,135+0,05b  9,0+0,16 bc 0,63+0,13 a

50

Cravo da india 0,169+0,01b 8,8+0,21abc  0,109+0,02c  9,8+0,11 ab 0,45+0,07 a

50 + Bta

Bta 0,167+0,09b 8,1+0,07 c 0,125+0,06bc 9,3+0,22bc  0,43+0,07 a

FValOf deP F5’29:11’440,001 F5’29:7,45 0,002 F5’29:13,650'001 F5128:10,38 0,001 F5129: 0’580,713

'Medias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Tukey HSD

(P>0,05).
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Tabela 3. Média do numero total de ovos/fémea e numero de larvas eclodidas de
Spodoptera frugiperda, submetidas aos tratamentos no 3° instar. Temperatura: 25,2 + 1,4°C, UR:

67 £ 0,7% e fotofase de 12 h.

Tratamento (n = 10)* Média de ovos (+E.P)? Média de eclosio (+E.P)?
Testemunha 1604,8 + 235,63 a 97,2+0,37a
Pimenta longa 30 389,2+57,36 b 77,8 £ 3,62 bed
Pimenta longa 30 + Bta 531,8 £113,14 b 67,8 £ 6,73 cde
Pimenta longa 50 731,2+41,09b 716+227cd
Pimenta longa 50 + Bta 694,2 + 111,28 b 65,8 +5,17 de
Cravo da India 30 451,0 + 121,60 b 89,4 + 0,50 ab
Cravo da india 30 + Bta 724,6 +118,60 b 56,0 + 3,00 e
Cravo da India 50 790,4 £113,14 b 87,4+ 1,43 ab
Cravo da India 50 + Bta 644,2 + 94,67 b 75,2 + 2,00 bed
Bta 541,0+62,71b 82,0 £ 1,48 abc
[ Valor de P F= 7,38 00001 F= 141800001

IN = nGimero de repeticdes.
’Medias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Tukey HSD

(P>0,05).
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Tabela 4. ConcentracGes de 6xido nitrico (UM de NO7, /uL de hemolinfa) em larvas de
Spodoptera frugiperda submetidas aos 6leos essenciais de pimenta longa e cravo da india,

associados ou ndo ao Bta.

Tratamento (n = 10)* Média (+EP)?
Testemunha 19,3+2,38b
Pimenta 30 28,8 + 5,23ab
Pimenta 50 24,2 +6,50b
Pimenta 30 + Bta 54,8 + 11,45ab
Pimenta 50 + Bta 70,3+ 16,02 a
Cravo da India 30 42,2 +9,49 ab
Cravo da India 50 27,2 3,01 ab
Cravo da india 30 + Bta 39,2 + 12,62ab
Cravo da India 50 + Bta 60,4 + 18,03ab
Bta 29,0 £5,08 ab
FVanr deP F= 21550,0117

'N= nlimero de repeticées.
’Medias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Tukey HSD

(P>0,05).
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Tabela 5. Atividade de fenoloxidase (OD/min/mg) em larvas de Spodoptera frugiperda

submetidas aos 6leos essenciais de pimenta longa e cravo da india, associados ou n&o ao Bta.

Tratamento (n = 10) Média (+EP)?
Testemunha 0,02 + 0,016 ab
Pimenta longa 30 0,04 £ 0,001 ab
Pimenta longa 50 0,09 £ 0,055 ab
Pimenta longa 30 + Bta 0,15 + 0,068 a
Pimenta 50 longa + Bta 0,06 £ 0,012 ab
Cravo da India 30 0,01 + 0,004 b
Cravo da india 50 0,05+ 0,034 ab
Cravo da india 30 + Bta 0,05+ 0,011 ab
Cravo da India 50 + Bta 0,09 + 0,027 ab
Bta 0,04 + 0,005 ab
FVanr deP F= 2’790,0107

'N= nlimero de repeticées.
’Medias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo Teste de Tukey HSD

(P>0,05).
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Figura 1. Teste de fitotoxicidade com folhas de milho tratadas com os 6leos de cravo da India e

pimenta longa nas concentragdes de 1000; 500; 250; 125; 60; 50 e 30 mg/L mg/L DMSO (A) —
cravo da India; (B) — pimenta longa. Classificagdo: 1000 e 50 — fitotoxicidade intensa; 250 e 125 -

fitotoxicidade moderada; 60, 50 e 30 - fitotoxicidade leve.
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Figura 2. Sobrevivéncia diaria de larvas a partir do 3° instar de Spodoptera frugiperda tratadas

com Oleo pimenta longa, associado ou ndo ao Bta. Temp.: 25,2 + 1,4 °C, UR: 67 £ 0,7% e

fotofase de 12 h.
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Figura 3. Sobrevivéncia diaria de larvas a partir do 3° instar de Spodoptera frugiperda tratadas
com 6leo de cravo da India, associado ou ndo ao Bta. Temp.: 25,2 + 1,4°C, UR: 67 + 0,7% e

fotofase de 12 h.

40



—&—— Testemunha

o - Bt
——-v-—— Pimenta longa 30
— —A — - Pimenta longa 30 + Bta
— —& —  Pimenta longa 50
100¢ — —O— — Pimenta longa 50 + Bta
80
X
8
2 60
NoJ
2
>
2
S 40 F
N
20
0 -
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias
Figura 4. Longevidade diaria de adultos de Spodoptera frugiperda, oriundas de larvas de 3° instar

tratadas com 6leo de pimenta longa, associado ou ndo ao Bta. Temp.: 25,2 + 1,4°C, UR: 67 *

0,7% e fotofase de 12 h.
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Figura 5. Longevidade diaria de adultos de Spodoptera frugiperda, oriundas de larvas de 3° instar
tratadas com cravo da india, associado ou ndo ao Bta. Temp.: 25,2 + 1,4°C, UR: 67 + 0,7% e

fotofase de 12 h.
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CAPITULO 3
EFEITO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE A ESPERMATOGENESE E HISTOQUIMICA
DOS OVARIOLOS DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

E SEU REFLEXO NA FERTILIDADE
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Cruz, G.S., V. Wanderley-Teixeira, Oliveira, J.V., A.A.C. Teixeira, Correia, A.A. & Cunha, F.M.
Efeito de 6leos essenciais sobre a espermatogénese e histoquimica dos ovariolos de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e seu reflexo na fertilidade. A ser submetido
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RESUMO - A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
é uma praga com ampla distribuicdo geografica e dificil controle devido a grande capacidade de
dispersdo, ampla gama de hospedeiros, além da resisténcia e o alto custo dos inseticidas. Como
alternativas ao controle deste inseto, pesquisas tém enfocado o uso de Oleos essenciais, que
oferecem larga variedade de moléculas com grande diversidade nas suas estruturas e atividade
bioldgica. Na literatura, poucas pesquisas enfocam as alteragcdes que esses 0leos possam ocasionar
ao aparelho reprodutor dos insetos. Assim, essa pesquisa objetivou testar a hipotese de que 0s
Oleos de pimenta longa e cravo da india nas concentracbes de 30 e 50 mg/L afetam a
espermatogénese e histoquimica dos ovariolos e causam impacto na fertilidade de S. frugiperda.
Foram utilizadas nos experimentos lagartas do Gltimo instar e adultos com 24 h de idade.
Testiculos e ovariolos foram coletados, fixados em formol 10% e incluidos em historesina. Os
cortes foram corados pelo Azul de Toluidina, Tricomio de Mallory, para deteccdo de tecido
conjuntivo, Acido Periddico-Schiff (P.A.S.), para carboidratos neutros e Azul de Bromofenol,
para compostos protéicos. Os resultados demostraram que os 6leos essenciais de pimenta longa e
cravo da India afetaram a espermatogénese e histoquimica dos ovariolos de S. frugiperda,
refletindo negativamente na sua reproducdo. No entanto, os efeitos do 6leo de pimenta longa
foram mais expressivos demonstrando ser uma ferramenta promissora para o controle desta praga,

adequando-se ao MIP, modulando a sobrevivéncia da prole e seu sucesso na cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta do cartucho, reproducéo, histoquimica, histologia, pimenta longa,

cravo da india
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EFFECT OF ESSENTIAL OILS ON SPERMATOGENESIS AND THE HISTOCHEMISTRY
OF THE OVARIOLES OF Spodoptera frugiperda (JE SMITH) (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE) AND ITS IMPACT ON FERTILITY

ABSTRACT - The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
is an insect pest with broad geographic distribution and difficult control due to the high dispersal
ability during the the growing season, wide host range, besides the resistance and the high cost of
pesticides. As alternatives to control this insect, research has focused on the use of essential oils,
which offer a large variety of molecules with diversity in their structures and biological activity.
In literature few studies focus on the changes that these oils may lead to the reproductive system
of insects. Thus, we tested the hypothesis that the clove and long pepper oils at low concentrations
30 and 50 mg/L affect spermatogenesis and the histochemistry of the ovarioles, as well as its
impact on S. frugiperda fertility. Last instar larvae and newly emerged adults (24 h) were used.
Testicles and ovarioles were collected, fixed in 10% formalin and embedded in historesin. The
sections were stained with toluidine blue, Mallory, for detection of connective tissue, periodic
acid-Schiff (PAS) for neutral carbohydrates and Bromophenol Blue for protein compounds. The
results showed that clove and long pepper essential oils at the concentrations of 30 and 50 mg/L
have affected spermatogenesis and the histochemistry of the ovarioles of S. frugiperda, reflecting
negatively in its reproduction. However, the effects of long pepper oil were more expressive
proving to be a promising tool to control this pest, adapting to MIP, modulating the survival of

offspring and its success in the culture.

KEY WORDS: Fall armyworm, reproduction, histochemistry, histology, long pepper, clove of

india
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Introducéo

O impacto econdmico negativo de pragas na agricultura € de grande expressao pelo fato de
danificarem um grande numero de culturas e produtos alimenticios armazenados. No Brasil, a
lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), destaca-se
como praga-chave da cultura do milho, considerada de elevada importancia social e econémica,
distribuindo-se do Norte ao Sul do Pais (Duarte et al. 2006, Oliveira et al. 2006). Os danos
ocasionados por este inseto na cultura do milho ocorrem durante todo o ano, inclusive no periodo
“safrinha”, que também oferece boas condi¢des para o seu desenvolvimento, sendo a resisténcia e
o0 alto custo dos inseticidas utilizados, os principais problemas encontrados para o seu controle
(Yuetal. 2003, Lima et al. 2006, Castro et al. 2006).

Como alternativas ao controle deste inseto, algumas pesquisas tém enfocado o uso de 6leos
essenciais (Isman 2000, Borgoni & Vendramim 2003, Lima et al. 2009). No entanto, 0s
inseticidas botéanicos, atualmente constituem apenas 1% do mercado mundial (Rozman et al.
2007). Esses produtos oferecem larga variedade de moléculas com grande diversidade nas suas
estruturas e atividade biolégica (Reigosa & Pedrol 2002). Alguns Oleos essenciais tém se
destacado por seus efeitos de repeléncia/deterréncia em lagartas de S. frugiperda, como, por
exemplo, os obtidos da pimenta longa (Piper hispidinervum Jacq.) e do cravo da india (Syzygium
aromaticum L.) (Miranda 2002, Miranda et al. 2002, Estrela et al. 2005, Navickiene et al. 20086,
Lima et al. 2009).

Na literatura poucas pesquisas enfocam as alteracfes que esses 6leos possam ocasionar ao
aparelho reprodutor dos insetos. Por outro lado, alteragfes histopatologicas provocadas por
inseticidas sintéticos nas gonadas de insetos tém mostrado que a exposicéo a doses subletais afeta,
grandemente, o desenvolvimento das gbnadas (Shehata et al. 2006, Ghazawi et al. 2007,

Habluetzel et al. 2007, Senthil et al. 2008). No caso da utilizacdo de inseticidas botanicos, esses
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estudos limitam-se apenas ao uso de azadiractina, onde Abdel-Rahman (2004) relatou
desintegracdo das células germinativas e dos feixes de espermatozdides em testiculos de
Pectinophora gossypiella (Saunders) (Lepidoptera: Gelechidae) e inibicdo da oogénese (Medina
et al. 2004) e espermatogénese (Abdel-Rahman et al. 2004).

Dessa forma, nossa pesquisa testou a hipdtese de que os 6leos de pimenta longa e cravo da
india, em baixas concentracdes, afetam a espermatogénese e histoquimica dos ovariolos, bem
como o seu impacto na fertilidade de S. frugiperda, para que possa ter um melhor entendimento
da sua biologia e métodos adequados de controle de insetos-praga. Visando diminuir a
dependéncia aos inseticidas sintéticos, e, assim, melhorar a sustentabilidade dos sistemas de
cultivo.

Material e Métodos

A presente pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal e no Laboratério de Entomologia Agricola do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Obtencéo e Criagdo dos Insetos. Larvas de S. frugiperda foram obtidas da criacdo estoque do
Laboratdrio de Entomologia Agricola, a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa de 67 +
0,7% e fotofase de 12h, as quais foram alimentadas com folhas de milho hibrido duplo AG 1051.
As plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdo, com duas plantas/vaso de 5L com solo +
hdmus de minhoca na proporgéo 2:1 + 12,13g de N-P-K (formulagéo 4-14-8).

Obtencdo dos Oleos Essenciais. O cravo da india foi adquirido em casas comerciais de
especiarias na cidade do Recife, PE, e no Laboratério de Produtos Naturais Bioativos do
Departamento de Quimica da UFRPE foi submetido a hidrodestilagdo por 2 h. O 6leo essencial

foi extraido por meio de um aparelho tipo Clevenger modificado, posteriormente separado da
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agua, seco com NaZSO4 anidro e armazenado a baixa temperatura em recipiente escuro

hermeticamente fechado. O rendimento do 6leo foi calculado com base no peso do material
fresco. O 0leo de pimenta longa, extraido das folhas, por sua vez, foi obtido da Embrapa — Acre.
As emuls6es dos 6leos foram preparadas no laboratério de Entomologia Agricola da UFRPE.
Instalacdo dos Bioensaios. Pedacos de folhas de milho do hibrido duplo AG 1051, com
aproximadamente 6,0 x 4,5cm, com 20 a 40 dias de idade foram imersas nas concentracdes de 30
e 50 mg/L de 6leo de pimenta longa e cravo da india. Essas concentragdes foram escolhidas
baseadas no teste de fitotoxidade, conforme descrito no capitulo 2. Para a testemunha as folhas
foram imersas apenas em DMSO e 4gua, correspondendo, portanto a cinco tratamentos. Apos
imersdo durante 10 segundos, cada pedaco de folha foi colocado para secar e oferecido as larvas
de S. frugiperda com 10 dias de idade, e peso médio de, aproximadamente, 78,15 mg (3° instar),
durante 48 horas. Em seguida as larvas foram alimentadas com pedacos de folhas ndo tratados,
substituidos, diariamente, até a fase de pupa. Cada tratamento constou de 150 larvas
individualizadas em recipientes plasticos de 80 mL, com tampa rosqueada. No ultimo instar larval
foram coletados testiculos de 10 insetos. Vinte e quatro horas ap0s a emergéncia foram
selecionados 10 machos para coleta dos testiculos e 10 fémeas para coleta dos ovariolos (com a
finalidade de observar o efeito dos dleos na constituicdo do vitelo). Os adultos restantes foram
alimentados com solugé@o de mel a 10%, substituida, diariamente, para acompanhar o nimero total
de ovos e ovos viaveis. Os tratamentos foram mantidos em cdmara climatizada a 25,2 £ 1,4 °C, 67
+ 0,7% de UR e fotofase de 12 h.

Histologia e Histoquimica das Gonadas. Apds a coleta, as génadas foram fixadas em formol a
10% por 24 h. Posteriormente, foram desidratadas em banhos crescentes de alcool etilico (70, 80 e

95%), por 10 minutos cada, impregnadas e incluidas em historesina. Por fim, os blocos foram
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cortados em microtomo do tipo Minot (LEICA RM 2035) e submetidos as técnicas de coloracao
pelo Azul de Toluidina, Tricdmio de Mallory, para deteccdo de tecido conjuntivo, Acido
Periodico-Schiff (P.A.S.), para deteccdo de carboidratos neutros, e Azul de Bromofenol, para
deteccdo dos compostos protéicos (Junqueira & Junqueira 1983, Michalany 1990). A anélise
histologica foi realizada, utilizando-se um microscépio de luz OLYMPUS BX-49 e fotografado
em fotomicroscopio OLYMPUS BX-51.

Anélise do Numero Total de Ovos e Ovos Viaveis. Para cada tratamento foram realizadas cinco
repeticdes, além da testemunha, constando de dois casais acondicionados em gaiolas de PVC com
dimens@es de 10 cm x 15 cm (didmetro e altura), revestidas internamente com papel continuo,
como substrato para oviposi¢do. As mariposas foram alimentadas com solugdo de mel a 10%, e
mantidas em camara climatizada a 25,2 + 1,4°C, 67 £ 0,7% de UR e fotofase de 12 h. As posturas
foram coletadas, diariamente, até o final final de oviposicdo, e acondicionadas em placas de Petri
com dimensbes de 10 cm de didmetro e, posteriormente, mantidas nas mesmas condicGes
descritas anteriormente. Por fim, contou-se o nimero total de ovos e o0 nimero de ovos viaveis. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey HSD

a 5% de significancia, usando o programa SAS (SAS Institute, 2001).

Resultados
Histologia dos Testiculos e Espermatogénese em Larvas de Spodoptera frugiperda sem
Tratamento. Os testiculos das larvas apresentaram-se revestidos por tecido conjuntivo em toda a
sua extensdo, com invaginacGes formando septos, dividindo-se em quatro foliculos testiculares
(Figs. 1A-B). Na regido apical do foliculo (germério) evidenciou-se a presenca da célula de
Verson, uma espermatogonia primaria com funcdo semelhante a um trofécito. Caracteriza-se por

apresentar citoplasma abundante e nucleo central, préximo as espermatogbnias (Fig. 1C).
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Verificou-se na regido logo abaixo do germario a presenca de numerosos cistos, que € uma
caracteristica da zona de crescimento (Fig. 1D). Na zona de divisao e reducdo (localizada apos a
zona de crescimento) evidenciou-se as espermatides com morfologia, variando de esférica a oval
(Fig. 1E), e na dltima regido, zona de transformacéo, observou-se numerosos espermatozéides
(Fig. 1F).

Histologia dos Testiculos e Espermatogénese em Lagartas de Spodoptera frugiperda, apos o
Tratamento com o Oleo de Cravo da india. Na concentragio de 30 mg/L DMSO, os testiculos
mostraram revestimento e septos de tecido conjuntivo mais espesso em relacdo a testemunha (Fig.
2A). Desorganizacdo das zonas foliculares com menor quantidade de cistos, poucas espermatides
em processo de diferenciacdo, porém abundancia de espermatozoéides (Figs. 2B, 2C e 2D). Na
concentracdo de 50 mg/L evidenciou-se reducdo mais significativa na quantidade de cistos, porém
0 revestimento e septos de tecido conjuntivo foram semelhantes a testemumha (Figs. 3A-B).
Observaram-se, ainda, varias espermatides e espermatozoides (Figs. 3C-D).

Histologia dos Testiculos e Espermatogénese em Lagartas de Spodoptera frugiperda, apds o
Tratamento com Oleo de Pimenta Longa. Na concentracdo de 30 mg/L, o germario e a zona de
reducdo e divisdo mostraram-se preservados, porém foi evidenciado na zona de crescimento
reducdo da quantidade de cistos, com varias células vacuolizadas, e na zona de transformacao,
espermatides, ainda, em diferenciacdo sem presenca, no entanto, de espermatozoéides (Figs. 4A,
4B, 4C e 4D).

Na concentracdo de 50 mg/L evidenciou-se espessamento do revestimento e septos de
tecido conjuntivo dos testiculos, discreta reducdo dos cistos e alguns com células vacuolizadas
(Figs. 4E-F). N&o foram visualizadas espermatides e espermatozoides.

Histologia dos Testiculos de Adultos de Spodoptera frugiperda Tratados e Ndo-tratados com

os Oleos Essenciais na Fase Larval. Os testiculos dos insetos do tratamento controle
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apresentaram-se revestidos por tecido conjuntivo, porém sem formacdo de septos, e
conseqiientemente, sem os foliculos testiculares caracteristicos da fase larval. Apresentavam-se
preenchidos por abundantes feixes de espermatozoides. Associados aos mesmos observaram-se
traqueiolas e corpo gorduroso (Figs. 5A, 5B, 5C e 5D). Os testiculos mostraram discreta reducéo
da quantidade de feixes de espermatozdides, nos insetos de ambos os tratamentos, nas duas
concentracgdes testadas (Figs. 6A, 6B, 6C e 6D).

Histoquimica dos Ovariolos de Adultos de Spodoptera frugiperda Antes e Apos Tratamento
com os Oleos Essenciais na Fase Larval. Os ovariolos, independente do tratamento,
apresentavam-se revestidos por uma delgada bainha de tecido conjuntivo, recobrindo as células
foliculares. A regido do vitelario mostrou-se de modo geral, bem desenvolvida em todos os
tratamentos. Nos ovariolos foram evidenciadas entre os ovadcitos, células nutrizes, caracteristicas
de ovariolo politréfico (Figs. 7A, 7B, 7C, 7D, 7E e 7F).

A analise histoquimica pelo azul de bromofenol revelou reducdo no teor de proteinas no
vitelo nos ovdcitos das fémeas tratadas com os Gleos essenciais, quando comparados com a
testemunha, sendo esta reducdo mais acentuada no tratamento com pimenta longa na concentragao
de 0,05 mg/mL DMSO (Figs. 8A, 8B, 8C, 8D e 8E). A reacdo pelo acido periodico de Schiff
mostrou também reducdo no teor de carboidratos neutros, no vitelo das larvas tratadas com os
0Oleos essenciais em todas as concentracdes testadas (Figs. 9A, 9B, 9C, 9D e 9E).

Numero Total de Ovos e Larvas Eclodidas. Todos os tratamentos reduziram significativamente,
0 numero total de ovos em comparacao a testemunha. Em relagdo ao nimero de larvas eclodidas
verificou-se que os tratamentos com o Oleo de pimenta longa apresentaram as menores médias,
seguidos do cravo da India nas concentracdes de 30 e 50 mg/L, entretanto essa Ultima néo diferiu

da testemunha (Tabela 1).
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Discusséo

O ato de alimentacdo de um inseto herbivoro envolve ganhos e perdas energéticas. Os
ganhos energéticos estdo relacionados com a metabolizacdo dos constituintes do tecido vegetal e
as perdas, com a sobreposicdo dos compostos secundarios presentes nas plantas (Lill & Marquis
2001). Quando o gasto energético € elevado existe comprometimento de componentes
importantes na histdria de vida do inseto, trazendo consequencias em diversos aspectos biologicos
e reprodutivos (Awmack & Leather 2002).

A presenca de vacutolos nas células dos cistos dos foliculos testiculares das larvas tratadas
com o Gleo de pimenta longa nas duas concentra¢des indica um processo de degeneragdo, pois, de
acordo com Al-Jahdali & Bisher (2007) ¢ Sayim (2007), alteragdes na fisiologia da membrana
podem levar a formacdo de vaclolos citoplasmaticos, que é uma manifestacdo comum de
degeneracdo celular. Danos nos foliculos testiculares, caracterizado pela desorganizacdo destes e
reducdo no espacamento do tecido conjuntivo que o revestem, também foram obtidos com o
inseticida deltamentrina nas concentracfes 0,5, 1,0 e 2,0mL em Brontocoris tabidus (Signoret)
(Heteroptera: Pentatomidae) (Vargas 2007).

Segundo Bergo et al. (2005), Fazolin et al. (2007), Silva & Bastos (2007), Lima et al.
(2009) pimenta longa apresenta uma grande diversidade de compostos organicos como 0s
metabolitos secundarios safrol (componente marjoritario) e butoxido de piperonila, sendo este
ultimo, agente sinérgico de inseticidas. Além disso, monoterpenos também sdo compostos
comumente encontrados no 6leo de pimenta longa. Estudos com insetos de grdos armazenados
demonstraram que 0s monoterpenos apresentam acdo fumigante, repelente e ovicida, além de
afetarem a sua biologia (Lee et al. 2003, Coitinho et al. 2006, Silva et al. 2009). Assim, esses

compostos podem ter contribuido para as alteragcBes na espermatogénse. J& o 6leo de cravo da
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india apresenta como componentes, o eugenol, acetato de eugenol e betacariofileno com
propriedades inseticidas (EI-Hag et al. 1999, Raina et al. 2001). Porém, esses compostos parecem
ndo interferir de forma tdo expressiva no processo da espermatogénese, quando comparado ao
6leo de pimenta longa.

Ja na fase adulta, os testiculos dos insetos submetidos aos tratamentos com os 6leos
essenciais apresentaram apenas uma discreta reducdo de feixes de espermatozdides. 1sso
provavelmente esta relacionado ao fato dos Oleos terem causado efeito deterrente, levando o
inseto a cessar a alimentacdo e, consequentemente, impedindo uma maior interacdo do organismo
com 0s principios ativos presentes na pimenta longa e cravo da india. Mordue & Nisbet (2000)
relatam que substancias presentes em plantas inseticidas podem atuar sobre quimiorreceptores,
estimulando células deterrentes especificas ou bloqueando os fagoestimulantes, como as células
receptoras de carboidratos, inibindo, assim, a alimentacdo. De acordo com Milano et al. (2010), o
efeito de deterréncia pode acarretar em alteracdes morfofisiologicas sobre o aparelho reprodutor,
visto que o desenvolvimento deste em lepiddpteros é exclusivamente dependente dos nutrientes
adquiridos na fase imatura.

Histoquimicamente, os ovariolos apresentaram menor quantidade de proteinas no vitelo dos
ovacitos, cujas larvas foram tratadas com os dleos essenciais, principalmente na concentracao de
50 mg/L de pimenta longa, e reducgéo de carboidratos neutros em todas as concentracdes testadas.
A reducdo protéica afeta diretamente a vitelogénese, que € o processo de sintese, transporte e
acumulo de proteinas precursoras do vitelo. Neste processo 0 corpo gorduroso sintetiza e secreta
vitelogenina, carboxipeptidase vitelogénica, catepsina B e lipoforina (principais proteinas
precursoras do vitelo) na hemolinfa, que sdo incorporadas aos ovécitos em desenvolvimento
(Raikhel et al. 2002). Sendo assim, a reducao na quantidade de proteinas pode acarretar resultados

negativos na reproducao.
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Por outro lado, os carboidratos neutros sdo importantes fontes de energia para os insetos,
sendo armazenados na forma de glicogénio no corpo gorduroso (Oliveira & Cruz-Ladim 2003).
Os carboidratos, bem como as proteinas e lipideos servem como precursores para 0 metabolismo
de diversas substancias, e sua reducdo ocasiona efeitos indesejaveis em diversos processos
fisioldgicos.

As concentracdes dos Oleos essenciais utilizadas no presente estudo ocasionaram uma
diminuicdo no nimero de ovos e na eclosdo de larvas, exceto pela concentracdo de 30 mg/L que
ndo diferiu da testemunha quanto a esse parametro. Resultados semelhantes foram encontrados
por Birah et al. (2010) utilizando cravo da india sob a forma de extratos, evidenciando uma acédo
juvenoide, sendo capaz de afetar a fertilidade e fecundidade de mariposas do género Spodoptera.
No presente estudo verificou-se que cravo da india na concentracdo 50 mg/L a pimenta longa nas
duas concentracdes analisadas apresentaram efeito semelhante ao observados por este autor.

Segundo Costa et al. (2004) e Milano et al. (2010), a reducdo do numero de ovos e de sua
viabilidade sdo importantes efeitos de Oleos essenciais sobre a reproducdo dos insetos, pois a
diminuicdo na reproducdo esta geralmente associada a distdrbios alimentares e deficiéncia
nutricional. Engelman (1998) afirmou que o numero de ovériolos pode ser modificado pela
quantidade e qualidade dos nutrientes e metabdlitos secundarios obtidos durante a diferenciacdo
dos ovariolos por ovario, trazendo, como consequencia, alteragdes no processo de vitelogénese,
maturacao de évulos e producéo de ovos.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, a utilizacdo dos 6leos essenciais de
pimenta longa e cravo da india nas concentracdes de 30 e 50 mg/L afetam a espermatogénese e
histoquimica dos ovariolos de S. frugiperda, refletindo na sua reproducgédo. No entanto, os efeitos

do 6leo de pimenta longa foram mais expressivos, demonstrando ser uma op¢do promissora no
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controle desta praga, adequando-se ao MIP, atuando negativamente na sobrevivéncia da prole e

No Seu sucesso na cultura.
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Tabela 1. Média do numero total de ovos e de insetos eclodidos de Spodoptera frugiperda,
oriundas de larvas de 3° instar submetidas aos tratamentos com 0leos essenciais de pimenta longa

e cravo da india. Temp.: 25,2 + 1,4°C, UR: 67 + 0,7% e fotofase de 12 h.

Tratamento (n = 5)* Média de ovos (+E.P)>  Média de eclos&o (+E.P)?
Testemunha 1604,8 + 235,63 a 97,2+0,37a
Pimenta Longa 30 mg/L 389,2+57,36 b 778+3,62cC
Pimenta Longa 50 mg/L 731,2+41,09b 716x2,27cC
Cravo da India 30 mg/L 451,1+121,60b 89,4 + 0,50 ab
Cravo da india 50 mg/L 790,4 + 113,14 b 874+143b
[ Valor de P F = 13,38 00001 F= 24 3800001

N = nGimero de repeticdes.
’Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey HSD a 5% de
probabilidade.
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Figura 1. Testiculo de larva de Spodoptera frugiperda sem tratamento. A — vista geral do
testiculo. Barra = 200um, Azul de toluidina. B- Detalhe do revestimento testicular. Barra =
100um, Azul de toluidina. C — Germaério. Barra = 25um, tricromico de Mallory. D — zona de
crescimento. Barra = 100um, Azul de toluidina. E — Espermatides. Barra = 25um, Azul de
toluidina. F — feixe de espermatozoides. Barra = 25um, Azul de toluidina. Seta- tecido conjuntivo,
c — cistos, t — traqueiolas, ponta de seta — septo de tecido conjuntivo, cv — célula de Verson, n —
nucleo, esp — espermatogdnias, estrela — espermatides ovais, Seta tracejada - espermatides
esféricas, es — espermatozoides.
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Figura 2. Testiculo de larva de Spodoptera frugiperda tratadas com o 6leo de cravo da india
na concentracdo de 30 mg/L. A — vista geral do testiculo. Barra = 200um, Azul de toluidina.
B- Detalhe do revestimento testicular. Barra = 100um, Azul de toluidina. C — Espermatides.
Barra = 25um, Azul de toluidina. D — feixes de espermatozoéides. Barra = 100um, Azul de
toluidina. Seta- tecido conjuntivo, ponta de seta — septo de tecido conjuntivo, ¢ — cistos,
estrela - espermatides ovais, es — espermatozoides.
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Figura 3. Testiculo de larva de Spodoptera frugiperda tratada com o 6leo de cravo da india
na concentracdo de 50 mg/L. A — vista geral do testiculo. Barra = 200um, Azul de
toluidina. B- Detalhe do revestimento testicular. Barra = 100um, Azul de toluidina. C —
Espermatides. Barra = 25um, Azul de toluidina. D — feixes de espermatozoides. Barra =
100um, Azul de toluidina. Seta- tecido conjuntivo, ponta de seta — septo de tecido
conjuntivo, ¢ — cistos, estrela - espermatides ovais, seta tracejada - espermatides esféricas,
es — espermatozdides.
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concentracdo de 30 mg/L. A — vista geral do testiculo. Barra = 200um, Azul de toluidina. B-
Detalhe do revestimento testicular. Barra = 100um, Azul de toluidina. C — Cistos com células
vacuolizadas. Barra = 25um, Azul de toluidina. D — Espermatides. Barra = 25um, Azul de
toluidina. Testiculo de larva de S. frugiperda tratada com o Gleo de pimenta longa na
concentracdo de 50 mg/L. E - vista geral do testiculo. Barra = 200um, Azul de toluidina. F- Cisto
com células vacuolizadas. Barra = 25um, Azul de toluidina. Seta- tecido conjuntivo, g — germario,
ponta de seta — septo de tecido conjuntivo, ¢ — cistos, v — vacuolos, estrela - espermatides ovais,
seta tracejada - espermatides esféricas.

64



Figura 5. Testiculo de adulto de Spodoptera frugiperda sem tratamento. A — vista geral do
testiculo. Barra = 200um, Azul de toluidina. B- feixes de espermatozdides. Barra = 100um,
Azul de toluidina. C — Observar abundéncia de traqueiolas na superficie testicular. Barra =
200pum, Azul de toluidina. D — corpo gorduroso e feixes de espermatozoéides. Barra =
25um, Azul de toluidina. Seta- tecido conjuntivo, es — espermatozoides, t — traqueiolas, cg
— corpo gorduroso.
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Figura 6. Testiculo de adulto de Spodoptera frugiperda tratados com 6leos: A e B - cravo
da India nas concentracdes de 30 e 50 mg/L, respectivamente. C e D - pimenta longa nas
dosagens de 30 e 50 mg/L, respectivamente. Barras = 200um, Azul de toluidina.
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Figura 7. Ovariolo de adultos de Spodoptera frugiperda: A e B - sem tratamento. Barras
100um e 25 um, respectivamente, Azul de toluidina. C e D — tratadas com 0leo de cravo
da India nas concentracdes de 30 e 50 mg/L, respectivamente. Barras = 100um, Azul de
toluidina. E e F - tratadas com 6leo de pimenta longa nas concentragdes de 30 e 50 mg/L,
respectivamente. Barras = 100pum, Azul de toluidina. Seta- bainha de tecido conjuntivo,
seta curta — células foliculares, v — vitelo, cn — célula nutriz.
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Figura 8. Porc¢do terminal do ovariolo de adultos de Spodoptera frugiperda: A - sem tratamento.
Barras 100pum um, Azul de bromofenol. B e C — tratadas com 6leo de cravo da india nas dosagens
de 30 e 50 mg/L, respectivamente. Barras = 100um, Azul de bromofenol. D e E - tratadas com
6leo de pimenta longa nas dosagens de 30 e 50 mg/L, respectivamente. Barras = 100um, Azul de
bromofenol. p - proteinas.
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Figura 9. Ovariolo de adultos de Spodoptera frugiperda: A — sem tratamento. Barras 100pm pm,
P.ASS. B e C — tratadas com 0leo de cravo da India nas concentracbes de 30 e 50 mg/L,
respectivamente. Barras = 100um, Azul de bromofenol. D e E - tratadas com dleo de pimenta

longa nas concentragdes de 30 e 50 mg/L, respectivamente. Barras = 100um, Azul de bromofenol.
¢ — carboidratos.
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