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RESUMO

A cotonicultura € uma das principais atividades econémicas do Brasil, sendo o pais o
guarto maior produtor mundial da fibra. Dentre as maiores regides produtoras,
destacam-se o0 Mato Grosso e a Bahia. Todavia, 0 ataque de diversos insetos-pragas
pde em risco as possibilidades de expanséo da producao brasileira. Tais organismos
sao responsaveis por danos diretos e indiretos a lavoura. Dentre eles, o Anthonomus
grandis recebe destaque por ser considerado, atualmente, a praga-chave da
cotonicultura e uma ameaca em especial para o Nordeste brasileiro, devido ao
impacto econémico que exerce sobre a oferta de matéria-prima para a industria téxtil
e oleaginosa. Este besouro possui alto poder destrutivo, capaz de ocasionar perdas
de 75% a 100% da producédo. Desta forma, objetivando reduzir os efeitos negativos
desta praga, faz-se o uso de inseticidas quimicos capazes de provocar danos
fisioldgicos no organismo. Em contrapartida, o uso indiscriminado resulta em
prejuizos ambientais, além de favorecer o surgimento de populacdes resistentes.
Sendo assim, é necessaria a busca por medidas de controle menos danosas ao meio,
porém com eficacia garantida. Neste contexto, a presente pesquisa objetivou avaliar
os efeitos dos Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia e Juniperus virginiana nas
DLso e DL7o, em comparacao ao principio ativo beta-ciflutrina (dose de campo) na
histologia e nutricdo de adultos de A. grandis, sendo estes parametros indispensaveis
a sobrevivéncia de qualquer organismo. Os resultados obtidos na anélise
cromatografica do 6leo de M. alternifolia mostraram a presenca de compostos
classificados em monoterpenos e sesquiterpenos. JA o Oleo de J. virginiana
apresentou apenas compostos classificados em sesquiterpenos. Em relacdo a
toxicidade, o 6leo essencial de M. alternifolia demonstrou uma maior eficacia em
concentracbes menores. Os ensaios bioquimicos demonstraram que todos o0s
parametros avaliados foram alterados, tanto pelos 6leos quanto pelo inseticida, porém
o M. alternifolia demonstrou maior expressividade entre eles. As analises histologicas
do intestino médio apresentaram alteracées no epitélio em todos os tratamentos. Nos
testiculos foi possivel observar a reducdo no numero de espermatozéides em todos
0S grupos e apenas na DL7o de M. alternifolia ocorreu a vacuolizagé&o folicular intensa.
J& os ovariolos, apresentaram nos grupos submetidos a beta-ciflutrina e ao 6leo de
M. alternifolia reducao na regido do vitelo. Sendo assim, os resultados desta pesquisa
evidenciam que, assim como o principio ativo beta-ciflutrina, os 0leos essenciais de
M. alternifolia e J. virginiana sdo capazes de provocar alteracbes morfoldégicas no
intestino médio que se estendem as suas estruturas reprodutivas, promovendo a
diminuicdo da absorcéo de nutrientes e do potencial reprodutivo dos adultos de A.
grandis.

Palavras-chave: algodao, pragas, histologia, 6leos essenciais, toxicidade
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa atualmente a quarta posi¢ao no ranking dos maiores produtores
de algoddo no mundo (OLIVEIRA, 2021), sendo superado pela india, China e Estados
Unidos (ETENE, 2021). No Nordeste, o estado da Bahia recebe destaque, com cerca
de 24% da producdo nacional, gerando 5,5 bilhdes de reais no ano de 2021,
representando um aumento de 7% em relacdo ao ano anterior. Em Pernambuco, o
cultivo do chamado ouro branco (algod&o) no Agreste pelos pequenos produtores tem
sido incentivado pelo Governo do Estado e pelo Instituto Agrondmico de Pernambuco
(IPA) com a distribuicdo de 8 mil quilos de sementes de algodao herbaceo melhorado
geneticamente e o preparo do solo de 700 mil hectares, beneficiando 980 agricultores
de 16 municipios. Ja as regifes semi-aridas tém sido foco para o cultivo organico da
fibra, tendo em vista a reducao de 46% na emisséo de gases do efeito estufa, 91% no
consumo de agua e 62% no consumo de energia primaria. Segundo a Cartaxo et al.
(2008) os estados do Ceara, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Piaui sdo
regioes de potencial crescimento deste meio de cultivo, devido ao clima seco. Todavia,
a suscetibilidade do algodoeiro ao ataque de patégenos é um fator restritivo para a
expansividade comercial da fibra no pais, devido, principalmente, ao bicudo-do-
algodoeiro.

Anthonomus grandis é um inseto-praga originario do México (AZAMBUJA;
DEGRANDE, 2014), pertencente a ordem Coleoptera e familia Curculionidae que
apresenta distribuicdo cosmopolita e é capaz de provocar danos de 75 a 100% da
producdo (COSTA etal., 2017). Sua chegada ao Brasil na regidao de Campinas durante
a década de 80, provocou uma taxa de infestacdo de aproximadamente 90% e
rapidamente o inseto se alastrou pelo pais, sendo relatado pela primeira vez no
Nordeste em julho do mesmo ano. Fatores climaticos e ecoldgicos favorecem ao longo
desses 38 anos a sobrevivéncia, multiplicacdo, adaptacao, dispersdo e migracao para
diversos ambientes desta praga (AZAMBUJA; DEGRANDE, 2014).

Os insetos adultos medem em torno de 3,8 mm a 8,0 mm de comprimento e
podem apresentar coloracdo que vai do marrom-avermelhado ao cinza-escuro,
variando de acordo com a idade/dias ap6s emergéncia (OLIVEIRA, 2021). O par de
espinhos em cada fémur do primeiro par de pernas dos adultos é caracteristica

fundamental para identificar a espécie, suas antenas geniculo-clavadas estao
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inseridas na metade do rostro e as pecas bucais no extremo distal desta area (BELOT
et al., 2016). As fémeas ovipositam em média 200 ovos hum periodo de 10 a 12 dias
e as fases de ovo, larva e pupa duram aproximadamente 20 dias a temperatura média
de 27°C (GREENBERG et al., 2003; SILVA et al., 2015), ocorrendo protegidas no
interior das estruturas reprodutivas da planta.

Tal caracteristica de desenvolvimento € o ponto chave para o seu controle.
Embora as diversas taticas aplicadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP), a
auséncia de informacdes sobre o comportamento a ser adotado inicialmente, € crucial
para a evolucao da infestacdo em campo (OLIVEIRA, 2021). O MIP é o método de
controle que visa garantir a sanidade das lavouras, assim como uma boa
produtividade, através da conciliacdo dos manejos cultural, quimico, biolégico e
comportamental (NEVES, 2021).

Entretanto, discuss@es acerca dos efeitos a longo prazo provocados pelas
substancias quimicas comecaram a surgir no ano de 1962 com a publica¢éo do livro
“Primavera Silenciosa” da autora Rachel Carson (CARSON, 1962). A obra exp0s que
0S agrotdxicos penetravam na cadeia alimentar e acumulavam-se nos tecidos
gordurosos dos animais, inclusive do homem, aumentando o risco de cancer e danos
genéticos, 0s resquicios permanecem no meio mesmo apoés a diluicdo pela chuva e
atingem ndo apenas as pragas, mas um nuamero incontavel de outros exemplares, até
mesmo pelo processo migratério de organismos contaminados, que levam residuos
para alvos fora do seu local de origem.

Diante do exposto, pesquisas na area buscam encontrar formas de manejo
menos danosas ao meio, dentre elas estudos sobre a utilizagdo de 6leos essenciais
em insetos pragas tém se mostrado promissores por atingir diretamente o alvo,
ocasionando danos letais e/ou comprometedores para 0 seu estabelecimento no
campo.

Albiero et al. (2019) relatou em seu estudo que os 6Oleos de endro (Anethum
graveolens) e nim (Azadirachta indica) apresentaram efeito toxicolégico sob insetos
de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), provocando a sua morte, sendo a
A. graveolens mais toxico em concentracdes menores. Guerra et al. (2019) observou
gue insetos de Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae) tratados com

os Oleos de Capim-santo (Cymbopogon citratus) e Erva cidreira brasileira (Lippia alba)

10
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e o extrato etandlico de Malvao (Plectranthus amboinicus) demonstraram taxa de
repeléncia e mortalidade de aproximadamente 100% e 50%, respectivamente.

Sendo assim, motivada pela busca ao conhecimento a presente pesquisa se
propOs a avaliar os efeitos dos 6leos essenciais de M. alternifolia e J. virginiana em
comparacdo ao principio ativo beta-ciflutrina presente no inseticida quimico
amplamente comercializado Bulldock 125 SC, sob o intestino médio, estruturas
reprodutivas e nutricdo do bicudo-do-algodoeiro, ambicionando reduzir a sua taxa de
incidéncia nos campos de algodao.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 A IMPORTANCIA DO ALGODAO

A producéo do algodao € uma atividade econdmica de grande relevancia para
o Brasil, sendo um importante commodity de exportacdo, consolidando o pais como
segundo colocado no ranking de exportacdes mundial e o quarto maior produtor da
fibora no mundo (ABRAPA, 2020). A safra de 2020/21 foi responsavel por uma
exportacdo de 2,4 milhdes de toneladas, superando em 23% 0 ano anterior e tendo a
China como o principal destino. A expectativa para a temporada de 2021/22 é de
aumento em 3% na producdo, devendo atingir cerca de 25 milhdes de toneladas
(ABRAPA, 2021).

A regido centro-oeste encontra-se como a maior produtora, cerca de 74% do
total nacional, o Mato-Grosso e Bahia sdo os principais estados de producao, com
aproximadamente 90% (ETENE, 2021). Apesar do predominio desses dois locais, ha
cultivo da fibra no semiarido nordestino, nos estados do Ceara com producdo de
algodao convencional e transgénico e no Piaui, Cearda, Rio Grande do Norte, Paraiba
e Pernambuco de forma orgénica e agroecoldgica, sendo estes campos fontes
importantes para o desenvolvimento e aplicacdo de pesquisas nacionais e estaduais,
assim como de ONGs e projetos governamentais (ETENE, 2021).

A fibra do algoddo é o produto primordial para a induastria téxtil mundial.
Entretanto, a cotonicultura gera outros produtos secundarios como: o linter que pode
ser utilizado para a fabricacdo de gazes e tecido cirdrgico; o Oleo bruto, a torta e o

caroco aproveitados para a alimentacao animal (COSTA et al., 2017).
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2.2 ANTHONOMUS GRANDIS

O Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), conhecido popularmente
como bicudo-do-algodoeiro, é considerado atualmente a praga-chave do algodéo. Seu
desenvolvimento endofitico atrelado ao alto poder destrutivo de até 100% da
producéo, séo fatores que comprometem a expansividade da cotonicultura no Brasil
(ABRAPA, 2020).

Este besouro holometabolo e de reproducdo sexuada alimenta-se
preferencialmente dos botdes florais, mas pode atacar outras partes da planta como
as folhas, maca e o peciolo. As fémeas ovipositam, preferencialmente, no botao floral,
em regibes proximas as bracteas que protegem a estrutura, mas também podem
ovipositar nas flores e macés (MAPA, 2020). Os orificios de oviposi¢ao sao facilmente
reconhecidos por serem cobertos por uma secrecdo serosa, que elas mesmas
produzem, como um mecanismo de defesa contra o ataque de predadores e da
dessecacdo provocada pela mudanca de temperatura (INSTITUTO BIOLOGICO,
2016).

Objetivando controlar a infestacdo da praga, hd um uso excessivo de
inseticidas quimicos de amplo espectro, dentre eles 0s: neonicotindides, piretroides e
organofosforados, que s@o capazes de causar transtornos morfolégicos, bioquimicos
e fisioldgicos ao organismo do inseto (SANTOS, 2019). Entretanto, estas substancias
apresentam baixa volatilidade e seletividade no ambiente, acometendo também
organismos benéficos ao ecossistema (COSTA et al. 2017).

No Brasil existem, atualmente, 29 ingredientes ativos registrados para
pulverizar os campos de algodao contra o A. grandis, sendo os piretréides os mais
comercializados devido ao seu baixo custo, facil manejo e aplicacdo (AGROFIT,
2020). Contudo, relatos de resisténcia a esta substancia neste grupo de insetos ja
estdo surgindo. Netto et al. (2017) obteve taxa de mortalidade abaixo de 80% em
populacdes de bicudo de Mato Grosso tratados com bifentrina, lambda-cialotrina e

beta-ciflutrina.

2.3 PIRETROIDES
Os piretréides sdo uma classe de inseticidas quimicos, oriundos das piretrinas,

ésteres isolados das flores da espécie Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies
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relacionadas (SANTOS et al., 2007). Apresentam modo de acdo neurotdxica, agindo
de forma modulada sob os canais de sodio, fazendo com que estes fiqguem abertos
por mais tempo, provocando a morte do inseto por hiperexcitabilidade do sistema
nervoso (IRAC, 2020).

Os piretroides beta-ciflutrina e a zeta-cipermetrina séo os ingredientes ativos
mais comercializados para o controle deste patdgeno. Entretanto, Miranda et al.
(2017) ao analisar a toxicidade de popula¢gBes de A. grandis do estado de Goias
submetidos a tratamentos com piretroides, observou em seus resultados valores 20
vezes superiores a concentracdo de campo recomendada para a CLe do lambda-
cialotrina.

Um levantamento recente demonstrou a necessidade de serem realizadas de
18 a 23 pulverizagBes de inseticidas quimicos para o controle do bicudo no Cerrado
brasileiro, elevando, significativamente, os custos da producdo (MIRANDA;
RODRIGUES, 2018).

A beta-ciflutrina é outro exemplo de principio ativo recomendado para o controle
desta praga, sendo ministrado na dosagem de 80 a 100 mL p.c./ha. Esta substancia
possui rapido efeito inicial e prolongada acédo residual (AGRO, 2019) e esta
classificado pelo IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) no grupo 3A -

altamente toxico - baseado no seu mecanismo de acéo.

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

Pesquisas objetivando comprovar a eficacia dos 6leos essenciais tém sido
cada vez mais frequentes, devido as suas propriedades toxicoldgicas, visto que séo,
em geral, produtos de baixo risco e contaminacdo ambiental, baixa toxicidade aos
mamiferos e biodegradaveis (PREEDY, 2015).

Estes ingredientes organicos séo classificados em dois grandes grupos. O
primeiro sdo 0s terpenos, biossintetizados a partir das rotas metabdlicas do
metileritritol fosfato e da rota do acido mevalénico. JA& o segundo sdo o0s
fenilpropandides, substancias aromaticas, biossintetizadas a partir da rota do acido
chiguimico (BERNARDS, 2010; SANTOS, 2019), sao responsaveis por atuar na
comunicacdo com polinizadores e na defesa contra o ataque de patdégenos e
herbivoros (NEGRINI et al., 2019).
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Os mecanismos de atuacdo dos O6leos essenciais provocam desequilibrio
homeostéatico no organismo do inseto, interferindo diretamente no seu sistema
nervoso e neuroenddcrino. Além disso, possuem efeito toxicolégico e repelente que
apresentam consequéncias sob a sua nutricdo e posteriormente reproducédo (CRUZ
et al., 2016; SANTOS, 2019).

Dentre os diversos 0leos ja estudados, o de M. alternifolia apresenta resultados
cada vez mais promissores, pois além de exibir atividade inseticida é indicado também
como um agente antimicrobiano, anti-inflamatério e anticancer. Além disso, esta
amplamente disponivel no ambiente (HAMMERA et al., 2006). Torres et al. (2014)
observou mortalidade de larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) submetidas aos
Oleos essenciais de Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia, Carapa guianensis e
extrato fermentado de Carica papaya. O 6leo de M. alternifolia também apresentou
atividade inseticida sob Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae) (DILLMANN et al.
2020). Liao et al. (2017) relatou em seu estudo que além da toxicidade, o respectivo
6leo também inibiu a atividade da acetilcolinesterase e glutationa S-transferase em
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae).

Ja o J. virginiana, conhecido como cedro, também merece visibilidade, pois
além da acéo inseticida, pode ser empregado para a diminuicdo da pressao arterial e
das frequéncias cardiacas e respiratorias em humanos (ZHANG; YAO, 2018), também
possuindo acdo anti-inflamatéria (TUMEN et al., 2013). Amer e Mehlhorn (2006)
trataram larvas de terceiro instar de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) na
concentracdo de 50 ppm do respectivo 6leo e observaram mortalidade de 100%, em
12h apos a instalagéo do experimento. A eficiéncia de suas propriedades também tem
sido constatada sob insetos da espécie Resseliella oculiperda (Diptera:
Cecidomyiidae) (TOL et al.,, 2007), Anopheles stephensi (Diptera: Culicidae)
(TAHGHIGHI et al., 2019), formigas e cupins (ELLER et al., 2010; ELLER et al., 2014).

Vale salientar que além da mortalidade, tais substancias podem ocasionar
efeitos subletais na biologia, comportamento, reproducdo, desenvolvimento,
alimentacéo, além de repeléncia e deterréncia (MITIC et al., 2019). Reduc&o do peso
larval e pupal de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) foram observados
por Cruz et al. (2016) ao expor esta espécie aos 6leos de Eucalyptus staigeriana,
Ocimum gratissimum e Foeniculum vulgare. Silva et al. (2016) observou que o 6leo de

Cymbopogon winterianus alterou a histofisiologia digestiva e reprodutiva de S.
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frugiperda, além da diminuicdo nos niveis de proteinas, lipidios e acucares totais.
Tomé et al. (2017) obteve resultados satisfatérios de toxicidade em A. grandis tratados

com o inseticida botanico Nim I-Go®.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO E CRIACAO DE A. GRANDIS:

Foi estabelecida a partir da coleta dos botdes florais de plantas de algodoeiro
cultivadas no Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Os botbes caidos no solo e infestados com larvas e pupas
foram coletados e transferidos para o Laboratério de Fisiologia de Insetos do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da UFRPE e mantidos em
bandejas plasticas no interior de gaiolas de emergéncia. Folhas de papel toalha
umedecidas diariamente foram postas sobre os botdes para evitar o ressecamento
destes, favorecendo ainda o desenvolvimento e emergéncia dos bicudos. Os adultos
foram mantidos individualizados em recipientes plasticos de 80 mL e alimentados com
folhas cotiledonares de algodao até a instalagéo dos experimentos.

3.2 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS E INSETICIDA SINTETICO

Os o6leos essenciais de M. alternifolia e J. virginiana foram obtidos da Empresa
Ferquima Ind. e Com. Ltda. (Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). M.
alternifolia foi extraida a partir de folhas e J. virginiana da madeira. O método de
extracao utilizado foi de arraste a vapor para todos os 6leos. As informacdes técnicas
desses produtos e seus parametros de qualidade (coloracéo, pureza, odor, densidade
a 20 °C e indice de refracéo a 20 °C) séo descritos em relatorio técnico fornecido pela
empresa, conforme site <1461 http://www.ferquima.com.br>. O inseticida sintético

Bulldock 125 SC foi obtido de casas comerciais do centro do Recife.
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3.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS EM FASE GASOSA

M. alternifolia e J. virginiana foram analisados qualitativamente por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas CG/EM em um sistema
quadrupolo Agilent 5975C Séries CG/EM 1 (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 pym
espessura da pelicula). 1 yL da solugdo (2000 pg/mL) de cada dleo essencial
preparada em hexano foi injetada em split 1:50, assim como uma solu¢ao hexanica
da mistura de padrbes de hidrocarbonetos: C8-C30 (Sigma-Aldrich® 1484). A
temperatura do cromatografo gasoso foi ajustada em 60°C por 3 min, sendo entéo
elevada em 2,5 °C min-1 até alcancar 240 °C e mantida nesta temperatura por 10 min.
O fluxo de hélio foi mantido em pressdo constante de 100 kPa. A interface da
espectrometria de massas foi definida em 200°C e os espectros de massa registrados
em 70 eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento de 0,5 scan-s de m/z
20-350 (SANTOS et al., 2014; SILVA et al., 2016). Os constituintes do 6leo essencial
foram quantificados através da Cromatografia Gasosa (CG) em um sistema Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) Trace CG Ultra gas equipado com um detector
de ionizagéo por 47 chama (DIC), com uma coluna HB-5 (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25
Mm de espessura da pelicula). A temperatura do forno foi mantida a 40°C durante 2
min e depois aumentada a 4°C min-1 para 230°C. O injector e o detector foram
mantidos a 250°C. Para realizar a quantificacdo, 1 yL da solu¢do (2000 ug/mL) de
cada Oleo essencial preparado em hexano foi injetada em splitless. A composi¢ao de
cada componente foi expressa na forma de porcentagens da area total do pico

conforme registrado por GC-FID.

3.4 IDENTIFICACAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os indices de Retencéo (IR) de cada componente dos 6leos essenciais foram
calculados segundo a equacao de Van den Dool e Kratz (1963), de acordo com 0s
tempos de retencdo dos componentes da amostra de cada 6leo essencial, do padréo
de hidrocarboneto (C8-C30) e da combinacdo de cada 6leo essencial com a mistura
deste padrdo. Os componentes de cada O6leo essencial foram previamente
identificados por similaridade dos valores dos indices de retencdo (IR) e
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posteriormente confirmados por comparacdo dos respectivos espectros de massa
com aqueles disponiveis na biblioteca do GC/EM: MassFinder 4, NIST0O8 e Wiley
Registry™ 9th Edition e com os descritos por Adams (2009).

3.5 BIOENSAIO DE TOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS (CONTATO TOPICO)
E DO INSETICIDA SINTETICO BULLDOCK 125 SC (INGESTAO)

Oleo essencial: testes preliminares, através do contato topico, foram realizados
visando definir as doses do 6leo essencial de M. alternifolia e J. virginiana capazes de
promover mortalidades em torno de 5 e 95%. Para cada dose foram avaliados 30
adultos, sendo cada considerado uma repetigao e aplicados 1,0 uL da solugdo da dose
do 6leo essencial mais acetona (solvente), na regido protoracica do inseto, utilizando
uma seringa Hamilton TM (50 pL). O teste controle foi realizado apenas com acetona.
Os adultos foram alimentados com botdes florais e avaliados com 24h apés a
instalacdo do experimento. As Doses subletais e letais (DLso, DL70) utilizadas nos
experimentos subsequentes foram determinadas através da andlise de probit pelo
programa SAS PROC PROBIT (SAS, 2001). As Razdes de Toxicidade (RT) obtidas,
através do quociente entre a dose letal do 6leo de maior toxicidade e dose letal dos
demais 6leos, individualmente.

Inseticida sintético: Foi utilizado o inseticida quimico Bulldock 125 SC, pois este
conttm o como principio ativo a beta-ciflutrina. Utilizou-se a dose de campo
recomendada para o bicudo-do-algodoeiro (80-100mL do produto comercial em 100-
300L de agua/ha). A exposicao ao inseticida seguiu os métodos usados por Netto et
al. (2017), onde a contaminacao dos adultos de bicudo-do-algodoeiro se deu via
residuo seco dos inseticidas, sendo entdo por contato tarsal e provavel ingestao. Para
cada repeticéo foi realizado o mergulho de um disco foliar e um botéo floral. Estes
foram mantidos em temperatura ambiente até a evaporacdo do excesso da calda,
restando apenas o produto. Entdo os discos foliares e os botdes florais foram
transferidos para a placa de Petri (8 cm de diametro x 1,5 cm de altura) e oferecidos

aos insetos por periodo de 48 horas.
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3.6 ENSAIOS BIOQUIMICOS EM ADULTOS DE A. GRANDIS:

Para extracdo e quantificacdo das proteinas sollveis totais, lipidios, agucar
total e Glicogénio, adultos com 24h apdés a aplicacdo dos produtos (6leo essencial e
inseticida sintético) foram utilizados e cada amostra constou de dois insetos adultos
para cada tratamento, sendo obtidas 10 repeti¢des, totalizando 20 insetos/tratamento.
O preparo das amostras (controle e tratamento) se deu com os adultos imobilizados a
uma temperatura de 40C e macerados em 500 pL do tampao fosfato de sédio (pH 7,4
e 0,1 M). O macerado foi retirado com um pipetador automético (inseto adulto +
tampdo) e armazenado em um microtibulo devidamente etiquetado. Todo
procedimento foi efetuado em baixa temperatura para evitar a oxidacao das amostras.
ApOs esta etapa ocorreu o preparo das amostras e para isso cada grupo de amostras
foi centrifugada por 3 minutos a 3000 rpm. Apdés a centrifugacao foi separado 100 pL
de cada amostra para analise das proteinas sollveis totais e 200 yL para as analises

de lipideos, acucar total e glicogénio.

3.7 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS DO
OLEO ESSENCIAL DE M. ALTERNIFOLIA, J. VIRGINIANA E DO INSETICIDA
SINTETICO BULLDOCK 125 SC

As proteinas sollveis totais foram determinadas a partir do método de Bradford
(1976). Os 100 pL de cada amostra de macerado foi transferida para tubos de vidro
de centrifugacéo, adicionando o corante Bradford (0,01% de Comissie Blue G-250;
8,5% de acido fosforico e 4,7% de etanol) até alcancar o volume de 5 mL. Os tubos
foram entdo homogeneizados em agitador tipo vortex e em seguida permaneceram
em repouso por 2 minutos. Posteriormente, foi feita a leitura em espectrofotometro UV
visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 595 nm. A
unidade de leitura utilizada foi de pg/mL. Os resultados foram submetidos a ANOVA e
as médias comparadas pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando
0 ProcGLM do SAS (SAS, 2002).

18



644
645
646

647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659

660

661
662

663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673

3.8 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE LIPIDIO, ACUCAR TOTAL E GLICOGENIO
DOS OLEOS ESSENCIAIS DE M. ALTERNIFOLIA E J. VIRGINIANA E DO
INSETICIDA SINTETICO BULLDOCK 125 SC

O conteudo de lipidio, agucar total e glicogénio foram avaliados utilizando o
método de Van Handel (1985a, b), onde 200 uL do macerado homogeneizado foi
acrescido de 200 puL de sulfato de sodio e 800 pL de cloroférmio e metanol (1:1), e
centrifugado a 3000 rpm durante 3 min. O precipitado foi utilizado para a anélise de
glicogénio, e o sobrenadante transferido para um microtibulo onde foi acrescentado
600 pL de agua destilada e centrifugado a 3000 rpm durante 3 min. O precipitado foi
utilizado para a analise de lipidios e o sobrenadante para andlise de acucar total. O
lipidio foi tratado com reagente acido fosforico/vanilina, enquanto que o acglcar total e
o glicogénio, tratados com reagente &acido sulfarico/antrona. Posteriormente, foi feita
a leitura em espectrofotometro UV visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em
comprimento de onda de 625 nm. A unidade de leitura utilizada sera pg/mL. Os
resultados néo apresentaram normalidade e homogeneidade, sendo entao
submetidos ao teste ndo paramétrico Kruskal a 5% de probabilidade (SAS, 2002).

3.9 HISTOLOGIA DO INTESTINO MEDIO E GONADAS DE ADULTOS DE A.
GRANDIS

Os adultos tratados com o0s 6leos essenciais e inseticida sintético foram
dissecados em tampéo fosfato-salino — PBS (pH 7,4 e 0,2 M) sob estereomicroscopio.
O intestino médio, ovariolos e testiculo foram fixados em formol tamponado a 10% por
24h e conservados em alcool 70%. Em seguida, 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 finalmente incluido em historesina Leica®©. Sec¢des
de cortes de 3 um de espessura foram obtidas em micrétomo Leica© RM 2035. Para
os estudos histolégicos, os cortes foram submetidos a técnica de coloracao pelo Azul
de Toluidina. As laminas foram examinadas em microscopio de luz OLYMPUS BX-49
e fotografadas em fotomicroscopio Leica© DM 500 e OLYMPUS BX-51. As imagens
da andlise histologica foram digitalizadas pelo software LAS Leica Image.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES CROMATOGRAFICAS EM FASE GASOSA E IDENTIFICACAO
QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A analise cromatogréfica (GC-MS) do 6leo de M. alternifolia revelou a presenca
de 30 compostos, classificados em monoterpenos oxigenados 53,72%; monoterpenos
38,98%; sesquiterpenos 5,82% e sesquiterpenos oxigenados 0,17%; dos quais o
Terpinen-4-ol 47,24%, lambida-terpinene 18,60%, gama-terpinene 8,77% e alfa-
terpineol 4,18% s&o os principais compostos majoritarios. Ja o 6leo de J. virginiana
apresentou 39 compostos, classificados em sesquiterpenos 69,79% e sesquiterpenos
oxigenados 28,3%; dos quais o (Z)- Thujopsene 31,94%, Cedrol 25,61%, gama-
cedrene 18,49% e beta-cedrene 4,31 sdo os principais compostos majoritarios (Tabela
1).

4.2 BIOENSAIO DE TOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS (CONTATO TOPICO)
E DO INSETICIDA SINTETICO BULLDOCK 125 SC (INGESTAO)

A concentracéo utilizada para o inseticida quimico Bulldock 125 SC foi a dose
de campo recomendada para o bicudo do algodoeiro (80-100 mL do produto comercial
em 100-300L de agua/ha). Para o 6leo de M. alternifolia foram obtidos, em testes
preliminares, as seguintes doses DLso 0,169 (0,096-0,274) mg/g e a DL70 0,303 (0,196-
0,697). Para o 6leo de J. virginiana foram obtidos, também em testes preliminares, as
seguintes doses DLso 0,280 (0,139-0,543) mg/g e a DL70 0,597 (0,343-2,322) (Tabela
2). Na DLso 0 Oleo de M. alternifolia apresentou uma razéo de toxicidade 1,65 vezes e

na DL701,96 vezes maior do que o de J. virginiana (Tabela 2).

4.3 ANALISE DE PROTEINA, LIPIDIO, ACUCAR TOTAL E GLICOGENIO

Nos bicudos os valores nutricionais em pg/mL reduziram no tratamento com a

DL50 e DL70 de J. virgiana e M. alternifolia e a dose de rotulo de bulldock sendo,
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respectivamente: proteinas (8.72 + 0.09; 8.13 £ 0.09; 8.81 £ 0.08; 8.15 £ 0.10; 8.05 +
0.09) (P<0.0001; F=661.87); lipideo (7.50 + 0.08; 5.83 + 0.11; 7.50 + 0.08; 6.72 + 0.08;
3.09 + 0.05) (P<0.0001; F=835.65); acucar (205.12 + 6.01; 173.87 + 11.66; 205.12 +
6.01; 164.37 £+ 6.74; 261.42 + 1.13) (P=0.0004; X?=22.4358); glicogénio (178.75 * 6.9;
183.90 + 11.57; 7.50 + 0.08; 6.72 + 0.08; 118.12 + 2.66) (P=0.0005; X?=22.2295); em
comparacao ao grupo controle (13.74 £ 0.03; 9.82 + 0.06; 304.50 + 12.84; 430.62 £
18.79) (Fig.1,2,3,4).

4.4 ANALISE DE HISTOLOGICA DO INTESTINO MEDIO E GONADAS

O intestino médio do controle apresentou-se revestido externamente por
camadas de tecido muscular circular e longitudinal e internamente por um epitélio de
células colunares com nucleos esféricos centrais e uma borda em escova de
microvilosidades em seu apice. Além disso, identificou-se células regenerativas que
ocorrem individualmente ou agrupadas em ninhos que ficam em contato com a lamina
basal. Na regido do lumen, observou-se a presenca da membrana peritrofica
separando o bolo alimentar do epitélio. Os insetos tratados com o piretréide e com os
Oleos essenciais nas DLso de J. virginiana e M. alternifolia apresentaram apos 24 horas
alteracdes morfolégicas significativas. Em todos os tratamentos o epitélio mostrou-se
desorganizado, com protusdes das células colunares, aumento de vacuolos e de
células regenerativas formando ninhos, além da auséncia da matriz peritrofica. A dose
do bulldock e a DL70 de M. alternifolia promoveu espessamento da camada muscular
(Fig. 5).

Os adultos do controle apresentaram testiculos revestidos por tecido conjuntivo
(ou cobertura peritoneal) em toda sua extensao, com invaginacdes septadas formando
varios foliculos testiculares. Apos 24 horas dos tratamentos com bulldock e os 6leos
observou-se reducdo do numero de espermatozoides. Os foliculos apresentaram
numerosos cistos, e especificamente na DL7o de M. alternifolia ocorreu uma
vacuolizagéo folicular intensa (Fig. 6).

Os grupos controles revelaram os ovariolos revestidos por uma bainha de
tecido conjuntivo, uma regido de gema bem desenvolvida e uma camada de células

foliculares envolvendo cada oécito. Os ovariolos dos grupos submetidos ao bulldock
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e ao Oleo de M. alternifolia apds 24 horas reduziram a regido de vitelo, ja na DL7o ndo

ocorreu a formacéo desta regido (Fig. 7).
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764 Tabela 1. Composicéo quimica dos Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia e

765 Juniperus virginiana
Melaleuca Juniperus
alternifolia virginiana
N° Compound? LRP LR.C % LR %
1 a-Thujene 924 924 0.51 - -
2 a-Pinene 932 930 1.93 - -
3  Sabinene 969 971 0.24 - -
4 B-Pinene 974 973 0.45 - -
5 Myrcene 988 990 0.36
6  a-Phellandrene 100 100 0.30 - -
2 3
7 a-Terpinene 101 101 8.77 - -
4 4
8 p-Cymene 102 102 3.40 - -
0 2
9 Limonene 102 102 1.45 - -
4 6
10 1,8-Cineole 102 102 1.75 - -
6 8
11 vy -Terpinene 105 105 18.60 - -
4 7
12 Terpinolene 108 108 2.97 - -
6 7
13 (2)-p-Menth-2-en-1- 111 112 0.18 - -
ol 8 0
14 (E)-p-Menth-2-en-1- 113 113 0.19 - -
ol 6 8
15 Terpinen-4-ol 117 117 47.24 - -
4 7
16 a-Terpineol 118 118 4.18 - -
6 9
17 vy -Terpineol 119 119 0.18 - -
9 6
18 2-epi-a-Funebrene 138 - - 137 0.13
0 9
19 a-Duprezianene 138 - - 138 0.34
7 4
20 B-Elemene 139 - - 139 0.25
0 2
21 a-Chamipinene 139 - - 139 0.07
6 7
22 a-Funebrene 140 - - 140 0.11
2 1
23 Sesquithujene 140 - - 140 0.11
5 6
24 a-Gurjunene 140 141 0.30 - -

9 0



766 Continuacao da Tabela 1.
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

a-Cedrene
(E)-Caryophyllene
B-Cedrene
(2)-Thujopsene
Isobazzanene
Aromadendrene
Myltayl-4(12)-ene
a-Himachalene
a-Humulene

allo-
Aromadendrene
a-Acoradiene
B-Acoradiene
a-Neocallitropsene
E-Cadina-1(6),4-
diene
B-Chamigrene
ar-Curcumene
B-Selinene
(2)-B-Guaiene
Viridiflorene
B-Alaskene
a-Muurolene
B-Himachalene

a-Chamigrene

Cuparene

141

141

141

142

143

143

144

144

145

145

146

146

147

147

147

147

148

149

149

149

150

150

150

150

143

144

0.18

1.23

0.10

0.08

0.16

1.86

0.12

141

142

143

143

145

145

146

146

147

147

148

148

149

150

150

150

18.49

4.31

31.94

0.12

0.55

0.09

0.61

0.45

0.20

1.48

0.28

0.44

0.69

2.95

0.93

2.15
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767

768
769
770
771

772

Continuacao da Tabela 1.

49 a-Alaskene 151 - - 151 1.31
2 4
50 &-Cadinene 152 152 0.99 152 1.04
2 5 4
51 (E)-Cadina-1,4- 153 153 0.11 - -
diene 3 4
52 y-Cuprenene 153 - - 153 0.48
3 3
53 0®-Cuprenene 154 - - 154 0.24
2 4
54  Allocedrol 158 - - 159 0.23
9 1
55 Globulol 159 158 0.17 - -
0 6
56 (2)-dihydro- 159 - - 159 0.07
Mayurone 5 6
57 Cedrol 160 - - 160 25.61
0 3
58 Epi-cedrol 161 - - 161 0.30
8 5
59 a-Acorenol 163 - - 163 0.58
2 2
60 B-Acorenol 163 - - 163 0.37
6 6
61 Himachalol 165 164 0.11
2 9
62 3-Thujopsanone 165 - - 165 0.43
3 2
63 7-epi-a-Eudesmol 166 - - 166 0.07
2 0
64 8-Cedren-13-ol 168 - - 169 0.09
8 2
65 Mayurone 170 - - 170 0.11
3 8
66 (2)-Thujopsenal 170 - - 170 0.16
8 6
67 Cedryl acetate 176 - - 176 0.17
7 6
Monoterpenos 38.98 -
Monoterpenos 53.72 -
Sesquiterpenos 5.82 69.76
Sesquiterpenos 0.17 28.3
Total 98.69 98.06

aConstituintes listados em ordem de eluicao na coluna apolar DB-5;

b indices de retencéo de Kratz da literatura (Adams, 2009);

¢ indices de retencéio de Kratz calculados através dos tempos de retencdo em relagéo aos da série de
n-alcanos (C8-C25).
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773 Tabela 2. Toxicidade dos Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia e Juniperus
774 virginiana em adultos de Anthonomus grandis por contato tépico

Tratamentos N GL Inclinag DLso* RTs DL7o RT7o X2
o2 ao da (1C95%)>° o®  (IC95

reta (mg/g) %)
(=EP)? (mg/g)

Juniperus 5 3 1.594+0. 0,280 - 0,597 - 10,79
virginiana 0 48 (0,139- (0,343
0,543) -
2,322)

Melaleuca 5 3 2.0710. 0,169 1,65 0,303 1,96 13,29
alternifolia 0 56 (0,096- (0,196
0,274) -
0,697)

775

776  N= nimero de insetos usados no teste; GL2= grau de liberdade; EP3= erro padrdo da média; DL*=
777 Dose letal (mg/g de inseto), IC5 = intervalo de confianga; RT = razao de toxicidade; x?= Quiquadrado.
778

779

780
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782 Figura 1. Quantidade de proteinas totais em adultos de A. grandis apds 24h,
783  submetidos as DLso e DL7o, por contato topico, do 6leo de Melaleuca alternifolia e
784  Juniperus virginiana, e por ingestao do inseticida sintético Bulldock 125 SC na dose
785 de campo. Os dados foram transformados em Log para assumir normalidade e
786 homogenidade, sendo posteriormente submetidos a anova pelo teste de Tukey a 5%
787  de probabilidade.
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Figura 2. Quantidade de lipidios em adultos de A. grandis apds 24h, submetidos as
DLso e DL7o, por contato topico, do 6leo de Melaleuca alternifolia e Juniperus
virginiana, e por ingestao do inseticida sintético Bulldock 125 SC na dose de campo.
Os dados ndo apresentaram normalidade e homogenidade, sendo submetidos a o

teste ndo parameétrico de Wilcoxon a 5% de probabilidade.
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832 Figura 3. Quantidade de acucar total em adultos de A. grandis apds 24h, submetidos
833 as DLso e DLvo, por contato topico, do 6leo de Melaleuca alternifolia e Juniperus
834  virginiana, e por ingestdo do inseticida sintético Bulldock 125 SC na dose de campo.
835 Os dados nao apresentaram normalidade e homogenidade, sendo submetidos a o
836 teste ndo paramétrico de Wilcoxon a 5% de probabilidade.
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860 Figura 4. Quantidade de glicogénio em adultos de A. grandis apos 24h, submetidos
861 as DLso e DLro, por contato topico, do 6leo de Melaleuca alternifolia e Juniperus
862  virginiana, e por ingestdo do inseticida sintético Bulldock 125 SC na dose de campo.
863 Os dados nao apresentaram normalidade e homogenidade, sendo submetidos a o
864 teste ndo paramétrico de Wilcoxon a 5% de probabilidade.
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Figura 5. Secéo transversal do intestino médio de adultos de Anthonomus grandis.
Coloracao Azul de Toluidina. (A) controle; com membrana peritréfica (seta vermelha)
no lumen (L) com graos de pélen (Pg), com células colunares (Cc) com nucleos
centrais (seta) e borda em escova de microvilosidades no apice (mv) e ninhos de
células regenerativas (**) na base do epitélio (Ep), além de musculos circulares (Mc)
e musculos longitudinais (MI) revestindo externamente. (B) Bulldock; observar
protus@es (Pt) das células colunares, numerosos vacuolos (seta branca), presenca de
ninhos de células regenerativas (**) e camada muscular espessa (seta tracejada) (C)
DLso do 6leo essencial de Juniperus virginiana e (D) DLz do 6leo essencial de
Juniperus virginiana; evidenciar protusdes (Pt) das células colunares, numerosos
vacuolos (seta branca), desorganizacdo do epitélio (Epd), numerosos ninhos de
células regenerativas (**) e camada muscular delgada (seta tracejada vermelha). (E)
DLso do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia, (F) DL7o do Oleo essencial de
Melaleuca alternifolia. Identificar protusées (Pt) das células colunares, numerosos
vacuolos (seta branca), desorganizacdo do epitélio (Epd), presenca de ninhos de
células regenerativas (**), camada muscular espessa (seta tracejada) e ejecao de
nucleos para o lumen (L).
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Figura 6.Testiculo de adultos de Anthonomus grandis. Coloracdo Azul de Toluidina.
(A) controle; visualizar foliculos testiculares separados pelos septos peritoneais (seta)
com grande quantidade de espermatozoides (Es) e de cistos (Asterisco). (B) Bulldock,
observar poucos feixes de espermatozoides (Es) e maior quantidade de cistos. (C)
DLso do 6leo essencial de Juniperus virginiana e (D) DL7o do 6leo essencial de
Juniperus virginiana, analisar poucos feixes de espermatozoides (Es) e maior
quantidade de cistos e espessamento do septo peritoneal (seta tracejada). (E) DLso
do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia e (F) DL7o do Oleo essencial de Melaleuca
alternifolia, identificar poucos feixes de espermatozoides (Es), aumento de cistos,
espessamento do canal deferente (seta vermelha) e vacuolizacdo no foliculo e nos
septos peritoneais (seta vermelha).
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Figura 7. Ovariolos de adultos de Anthonomus grandis. Colora¢do Azul de Toluidina.
(A) controle; observar odcito com regido de gema bem desenvolvida e com grande
quantidade de vitelo (Vi). (B) Bulldock, identificar o6cito com pouco vitelo (Vi). (C) DLso
do 6leo essencial de Juniperus virginiana e (D) DL7o do 6leo essencial de Juniperus
virginiana, analisar od6citos com pouco vitelo (Vi). (E) DLso do 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia e (F) DL7o do Oleo essencial de Melaleuca alternifolia visualizar
oocitos com pouco vitelo (Vi) e o6citos sem a formacdo da regido de gema. Seta,
bainha de tecido conjuntivo; Cf, células foliculares.
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5 DISCUSSAO

Oleos essenciais sdo substancias extraidas do metabolismo secundario das
plantas que apresentam menor peso molecular, além de serem lipofilicos, odoriferos,
liguidos e altamente volateis (COELHO et al., 2019), estas caracteristicas influenciam
na sua capacidade pesticida (CASTILHOS et al., 2017). Na presente pesquisa todos
0s compostos dos 6leos essenciais identificados séo terpenos, este 0 mais abundante
grupo presente nos 6leos essenciais e o de maior atividade inseticida (GORRI et al.
2017).

Todavia, a composicao quimica destes elementos, assim como a quantidade
dos compostos majoritarios sdo aspectos resultantes das condi¢cdes edafocliméaticas,
espécie da planta, localizagcdo geografica, assim como fatores genéticos de
melhoramento (S| et al., 2012). Zhang e Yao (2018) verificaram que J. virginiana
apresentava a-cedrene (28,11%), cedrol (24,58%), (-)-thujopsene (17,71%) B-cedrene
(7,81%) como compostos majoritarios, também encontrados no nosso trabalho em
quantidades diferentes.

Estas substancias possuem trés mecanismos de acéo: fumigagcao, contato e
ingestdo que alteram a estabilidade fisioldégica do organismo do inseto interferindo
diretamente na transmissédo das sinapses nervosas e no processo de ecdise, podendo
ainda provocar mortalidade e reducéo do peso e periodo larval e pupal (CRUZ et al.,
2017). O seu efeito toxicoldgico e repelente, influéncia na absorcao de nutrientes e,
consequentemente, no desenvolvimento reprodutivo, podendo ocasionar alteracbes
na espermatogénese e oogénese de diversas espécies (CRUZ et al., 2017; SANTOS,
2019).

Santos (2019) apoOs analise cromatografica e de toxicidade dos oOleos
essenciais de M. spicata, M. alternifolia e J. virginiana sobre lagartas de 3° instar de
Alabama argillacea (Lepidoptera: Noctuidae), verificou que a toxicidade dessas
substancias estava correlacionada com a quantidade de terpenos presentes em seus
compostos majoritarios. Além da mortalidade, alteracbes histologicas foram
observadas nos testiculos dos insetos tratados, sendo o M. alternifolia o de maior
efeito.

As alteracbes histopatoldgicas observadas na regido do intestino médio sao
indicadores de comprometimento na funcéo do 6rgdo (HEGEDUS et al., 2009), visto

gue as células digestivas desempenham papel fundamental na absorcéo de nutrientes
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e sao responsaveis pela sintese da matriz peritrofica. Esta membrana é composta
primariamente de quitina e proteinas e possui capacidade para suportar 0 processo
de digestdo, atuando na protecdo contra a forca abrasiva das particulas alimentares
e 0 ataque de patégenos entéricos (COSSOLIN, 2019).

Além disso, desempenham o trabalho de compartimentalizar enzimas
digestivas e/ou produtos da digestdo, atuam na neutralizacdo de toxinas ingeridas e
na prevencdo a parasitas, bactérias e infec¢des virais (COSSOLIN, 2019). O
espessamento da camada muscular do intestino promovido pela DL70 de M.
alternifolia e a dose rotulo de bulldock provavelmente comprometeu a contracao
peristaltica e resultou ainda mais em problemas digestorios.

Objetivando recuperar-se do dano, o epitélio aumenta o numero de células
regenerativas para substituicdo e reparagado tecidual (SPIES; SPENCER, 1985).
Neste estudo, isso foi verificado pela presenca de varios ninhos de células
regenerativas ao longo do epitélio, principalmente nos grupos tratados com a DL70
dos Oleos e a dose do inseticida sintético. Apesar disso, a presenca de vacuolos
nesses ninhos indica o dano permanente e provavelmente a nao reparacao celular.
Esses resultados corroboram com os de Costa et al. (2017), que também relataram
aumento de ninhos de células regenerativas, desorganizacao das células colunares e
presenca de vacuolos em populacdes de A. grandis expostas ao lufenuron.

Outros bioinseticidas e piretroides também ja tiveram seus efeitos no
mesentério comprovados. Por exemplo, Gutiérrez et al. (2016), relataram que a CL50
de deltametrina apds 24h resultou na retracdo da camada muscular, vacuoliza¢do do
citoplasma, desorganizacdo do nucleo e da borda estriada em Callibaetis radiatus
(Ephemeroptera: Baetidae).

Além disso, os danos nesta area podem ter refletido no comprometimento de
suas estruturas reprodutivas, como por exemplo, a vacuolizagdo da cobertura
peritoneal e das células foliculares, uma vez que as reduc¢des nos niveis nutricionais
(proteina, lipidio, agucar total e glicogénio) afetam diretamente o processo de
desenvolvimento e nutricdo do ovo, pois tem o quantitativo de, por exemplo,
vitelogenina, carboxipeptidase vitelogénica, catepsina B e lipoforina reduzidos
(GUIZZO et al., 2012; CRUZ et al., 2017). A diminuicdo tanto de espermatozoides
guanto de vitelo, importante nutriente para o desenvolvimento, certamente culminara

em baixa taxa reprodutiva, influenciando na reducéo de geracdes subsequentes.
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Nutricionalmente, os carboidratos (acucar total e glicogénio) sdo importantes
fontes energéticas para diversos organismos (BASILIO et al., 2019). Essas
substancias podem ser convertidas em lipidios quando necessérias, atuando na
producdo cuticular, na sintese de aminoéacidos, no desenvolvimento das estruturas
reprodutivas e do processo pre-vitelogénico (CRUZ et al., 2017).

Nos insetos, a trealose € o principal acucar de reserva e, quando ha
necessidade € degradada, agindo como fonte energética nos tecidos banhados pela
hemolinfa (COSTA, 2019). A reducao no quantitativo de lipidio é resultado da inversao
do metabolismo pelo catabolismo destas moléculas, tal situacdo ocorre em resposta
ao estresse causado por inseticidas botanicos ao qual o inseto esta sendo submetido
(CHAPMAN, 2013). Todavia, a sua aquisicdo € influenciada diretamente por
condi¢cdes ambientais, estado fisioldgico e nutricional do organismo.

Estudos realizados com os compostos de Oleo essenciais, trans-anethole,
limoneno e a combinacao entre eles, sob parametros nutritivos e reprodutivos de S.
frugiperda, demonstraram altera¢cdes nutricionais dos insetos tratados além de
alteracdes reprodutivas reduzindo o no niumero de ovos e o periodo de oviposicao da
espécie (CRUZ et al., 2017). Resultados semelhantes foram encontrados por Guedes
et al. (2018), ao submeterem lagartas de S. frugiperda ao geraniol e citronelal,
compostos também presentes em 6leos essenciais. Os autores observaram reducao
significativa no quantitativo proteico e de agUcares.

Sendo assim, os resultados desta pesquisa evidenciam que, assim como a
beta-ciflutrina, presente no piretrdide Bulldock, os 6leos essenciais de J. virginiana e
M. alternifolia sdo capazes de causar alteragdes morfologicas no intestino médio e
devido as complicacbes na absorcéo de nutrientes os danos se estendem as suas
estruturas reprodutivas, havendo a diminui¢éo do potencial reprodutivo em adultos de
A. grandis. Com base nisso, os 6leos essenciais de plantas podem se tornar uma
alternativa complementar ao controle quimico convencional, mas carecem de estudos
posteriores com énfase na producdo de formulacdes aplicaveis as condi¢cdes de

campo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que tanto os 6leos de M. alternifolia e J. virginiana
quanto o principio ativo beta-ciflutrina (Bulldock 125 SC) ocasionaram efeitos
adversos na nutricdo e morfologia do intestino médio e gbnadas de A. grandis. Desta
forma, a utilizacdo de O6leos essenciais de plantas mostra-se como uma técnica
promissora, pois além de baixo risco ambiental e menor custo de produgéo, ocasiona
a mortalidade e também efeitos subletais em parametros indispensaveis a
sobrevivéncia da praga, como a reproducdo. Essas evidéncias comprovam que o seu
uso pode fazer parte do manejo integrado de pragas (MIP), bem como alternativa aos
produtos comumente empregados. Contudo, vale a ressalva de que a dose utilizada
para o inseticida foi a de campo, ou seja, dose que mata cerca de 90% da populacao.
Ja as utilizadas para os 6leos, nos experimentos, equivalem a dose que mata de 50 a
70% e, mesmo sendo menos toxica, demonstrou a mesma eficiéncia que o produto

quimico acima citado.
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