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RESUMO

SILVA, Isabel Moreira da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho, Z0&6s
essenciais no controle de praga e seletividade a organismos nao al@rsentador:

Carlos Sigueyuki Sediyama. Coorientadores: José Cola Zanuncio, José Eduardo Serréo,
Rafael Coelho Ribeiro.

Diaphania hyalinata(Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae) é praga chave d
Cucurbitaceae e danifica folhas, ramos, brotos e frutos, causando desfolha total da planta
em altas populagBeSeu controle ocorre basicamente com inseticidas quimicos, mas o
uso indiscriminado desses produtos pode causar a contaminacdo ambiental e a morte de
organismos benéficos, como inimigos naturais e polinizadores, importantes na
agricultura, pelo controle de insetos-praga e pela polinizagcdo de plantas cultivadas e
silvestres, respectivament@lternativas como os inseticidas botanicos e o controle
biolégico vém ganhando importancia no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Inseticidas
botanicos sdo usados, principalmente, por produtores agroecoldgicos, porém, a toxidade
em organismos nao alvo € pouco estudada. O objetivo deste trabalho foi verificar a
eficiéncia de 6leos essenciais sobre imaturosDdéryalinatae a seletividade ao
parasitoideTrichospilus pupivorud-erriere, 1930 (Hymenoptera: Eulophidae) e aos
polinizadores, Apis melliferaLinnaeus, 1758 Trigona hyalinata(Lepeletier, 1836)
(HymenopteraApidae). No primeiro experimento, a toxicidade dos 6leos essenciais de
gengibre, menta, orégano e tomilho sobre ovos, lagartas (contato, tdpico, ingestédo) e
pupas deD. hyalinatae a seletividade @. pupivorusforam avaliadas em diferentes
concentragfes para a determinagdo@as e Clooe 0 indice de seletividade relativa
(ISRso). A fase de ovo dB. hyalinatafoi a mais sensivel aos produtos aplicados com
maior toxidade para o orégano e tomilho. A aplicacdo topica foi a menos toxica para as
lagartas d®. hyalinata principalmente, o 6leo de gengibBs 6leos de gengibre, menta

e tomilho foram mais toxicos por ingestdo e o orégano por conatbyalinata.A fase

de pupa foi a menos sensivel aos produtos botanicob, éryalinatanecessitando de
maiores concentragdes para inviabilizar a emergéncia de adultos. Os 0Oleos essenciais de
gengibre, menta, tomilho e orégano foram seletivbspaipivorugISRso> 1). A toxidade

desses 0Oleos, a pelo menos, uma fase do ciclD.dsyalinatae a seletividade ao
parasitoideT. pupivoruspossibilita 0 uso combinado ou sequencial dessas praticas de

controle no MIP. No segundo experimento, concentracdes subletais dos 6leos essenciais
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de gengibre, menta, orégano e tomilho foram utilizadas para avaliar o desenvolvimento,
deterréncia alimentar e atividade em grupo de lagartBs kigalinata A sobrevivéncia,
viabilidade larval e pupal e o peso das pupas reduziram e a duracdo do periodo larval e
pupal aumentaram ap@s hyalinataingerir folhas tratadas com os 6leos de gengibre,
menta e tomilho. As lagartas alimentadas com folhas tratadas com orégano nao
completaram o estadio larval. O 6leo de orégano apresentou forte acdo antialimentar
(IDA>80%) e os de gengibre, menta e tomilho efeito moderado (50< IDA <80%) no teste
com e sem escolha. A atividade em grupddéyalinatando variou em contato com

Oleos essenciais. O terceiro experimento avaliou a toxidade dos 6leos de gengibre, menta,
orégano e tomilho para melliferae T. hyalinatae a locomocaalesses polinizadores em
superficie tratada com esses produtos. Os 6leos de orégano e tomilho foram mais téxicos,
principalmente, parA. melliferae os de gengibre e menta apresentaram baixa toxidade
para esses polinizadores. Os 6leos foram mais seletivdsyalinataque A. mellifera

No teste de locomocgéao, arenas foram tratadas (total ou parcial) com as concentragdes
CLso dos Gleos. No bioensaio com area totalmente tratada, o orégano reduziu a distancia
percorrida e a velocidade de movimentacdo e aumentou o tempo de parada para
mellifera, ja pararl. hyalinataestes efeitos foram observados também para o tomilho. Em
arena parcialmente tratada, observou irritabilidade para os 6leos de gengibre, menta e
tomilho paraA. melliferae gengibre e tomilho parB hyalinatapelo menor tempo de
permanéncia na area tratada. Os 0Oleos essenciais de gengibre e menta foram mais
seletivos para o parasitoide e para ambos polinizadores e com toxidade a pelo menos uma
fase deD. hyalinatatendo potencial para o MIP. Devido a toxidade moderada dos 6leos
de orégano e tomilho, principalmenteAamelliferadevem ser usados em horario de

baixo forrageamento.
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ABSTRACT

SILVA, Isabel Moreira da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, E8%éntial

oils in pest control and selectivity to non-target organism#dviser: Carlos Sigueyuki
Sediyama.Co-Advisers: José Cola Zanuncio, José Eduardo Serrdo, Rafael Coelho
Ribeiro.

Diaphania hyalinata(Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae) is a key pest of
Cucurbitaceae due to the damage caused on leaves, twigs, buds and fruits, which may
cause complete plant defoliatiam high densities. This pest is controlled mainly with
chemical insecticides but the indiscriminate use of these products may cause
environmental contamination and death of beneficial organisms, such as natural enemies
and pollinators, important for biological control and pollination of crops and wild plants.
Alternatives techniques such as botanical insecticides and biological control is becoming
more important in Integrated Pest Management (IPM). Botanical insecticides are used
mainly by agroecological farmers, but their toxicity to non-target organisms needs further
studies. The objective of this work was to verify the effectiveness of essenti& oils
control D. hyalinata of immatures and their selectivity to the parasitdicthospilus
pupivorusFerriere, 1930 (Hymenoptera: Eulophidae) and the pollin&tpis mellifera
Linnaeus, 1758 and@rigona hyalinata(Lepeletier, 1836) (Hymenoptera: Apidae). In the
first experiment, the toxicity of ginger, mint, oregano and thyme essential olls on
hyalinata eggs, larvae (contact, topic, ingestion) and pupae and their selectivity to
pupivoruswere evaluated at different concentrations to determine thea@t Clgo and

thar relative selectivity index (IS§8). The egg stage was the most sensitive to the
essential oils with those of oregano and thyme being the most toxics. Topical application
was less toxic to thB. hyalinatalarvae especially for the ginger oil. This oil and those

of mint and thyme were more toxicBo hyalinataby ingestion while oregano oil was by
contact. Pupae d. hyalinatawere less sensitive to the essential oils requiring higher
concentrations to prevent adult emergence of this pest. Ginger, mint, thyme and oregano
essential oils were selective To pupivorus(ISRso> 1). The toxicity of these oilto at

least one immature stage®f hyalinataand its selectivity to the parasitoid pupivorus

make them feasible for combined or sequential use in IPM of this pest. The second
experiment had the use of sub-lethal concentrations of ginger, mint, oregano and thyme
essential oils to evaluate the development, feeding deterrence index (FDI) and group

activity of D. hyalinata Survival, larva and pupa viability and weight of pupae were



reduced while larva and pupa durationDofhyalinataincreased with ginger, mint and
thyme essential oil€aterpillars of this pest fed leaves treated with oregano oil did not
complete their cyclélhe oregano oil showed strong anti-feedaatjon (FDI> 80%) and

the ginger, mint and thyme moderate effects (50 < FDI <80%) in the tests with and
without choice. Group activity dD. hyalinatadid not change in contact with essential
oils. The third experiment evaluated the toxicity of ginger, mint, oregano and thyme oils
on A. melliferaand T. hyalinataand the locomotion behaviaf these pollinators in
contact with the oils. The oregano and thyme oils were more toxic, especidly to
melliferawhile the ginger and mint showed lentoxicity to these pollinators. The oils
were more selective fb. hyalinatathanA. mellifera In locomotion test had arenas treated
(totally or partially) with LGo concentrations of the oils. In the fully treated area bioassay,
oregano reduced the distance walked and the movement speed and increased the periods
without movements foA. melliferaand these were also observed with thyme oilTfor
hyalinata In partially treated arena, irritability &f. melliferawas observed with ginger,

mint and thyme oils and far. hyalinatawith those of ginger and thyme due the shorter
period of time they remained on the arena. Ginger and mint oils were more selective for
the parasitoid and both pollinators, showing toxicity to at least one life staBe of
hyalinatademonstrating their potential for IPM prograrbsie to moderate toxicity of
oregano and thyme oils, mainly, fa melliferathey should be used when foraging

activities of this pollinators low.



Introducéo Geral

As plantas produzem metabdlitos secundarios, como os 6leos essenciais, que
podem atuar como sinais de comunicacdo quimica e defesa (Pichersky et al., 2006;
Elumalai et al., 2010). Os 0Oleos essenciais sdo compostos principalmente de mono e
sesquiterpenos e de fenilpropanoides que conferem suas caracteristicas organolépticas,
podendo apresentar propriedades inseticidas como repeléncia (Ngoh et al., 1998, Jiang et
al., 2012), inibidor de crescimento (Zapata et al. 2009, Elumalai et al., 2010) e toxicidade
(Kumar et al., 2011, Jiang et al., 201Q)gengibre Zingiber officinale(Zingiberaceae)],

a menta Mentha piperita(Lamiaceae) ], o orégan®figanum vulgargLamiaceae) ] e

o tomilho [Thymus vulgarifLamiaceae) | sdo plantas com propriedades medicinais
difundidas na cultura brasileira e os 6leos essenciais extraidos dessas plantas possuem
acao deletéria sobre insetos e microrganismos (Elumalai et al., 2010, Kumar et al., 2011,
Pavela, 2012). As substancias bioativas presentes nos 0leos essenciais, hormalmente,
apresentam densidades menores que a 4gua o que facilita a difusdo através da membrana
celular e as interacfes com o sitio de acao (Yegen et al., 1998, Rubiolo et al., 2010).

Diaphania hyalinata(Linneus, 1758) (Lepidoptera: Crambidgeaga chave de
Cucurbitaceae € encontrada no Caribe (Hernandez et al., 1995), América Central (Suris
et al., 1997) e América do Sul (Melo et al., 2011). As lagartas alimentam-se de folhas,
brotos, ramos e frutos, podendo causar perdas de até 100% (McSorley e Waddlill, 1982
HansPetersen et al., 2010). Seu controle € feito com inseticidas sintéticos, porém o uso
constante desses produtos pode levar a resisténcia da praga, contaminacdoes do
agrossistema e de organismos nao alvos, intoxicacdo ao aplicador e contaminagao dos
alimentos (Vianna et al., 2009, Hernandez et al., 2011). Medidas alternativas sao
estudadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP) como os inseticidas botanicos e o
controle biologico que, geralmente, s&o menos nocivos ao ambiente e a organismos
benéficos (Tavares et al, 2009, Tunca et al., 2012, Silva et al., 2015).

No MIP, os inseticidas botanicos e o controle biol6gico podem ser usados em
conjunto contribuindo para a sustentabilidade da agricultura e para a redugédo de
aplicacdes de inseticidas sintéticos (Elumalai et al., 2010, Tavares et al., 2011, Pavela,
2012, Silva et al., 2015). No entanto, um método de controle ndo pode reduzir a eficiéncia
do outro, espera-se que 0s produtos botanicos sejam mais tOxicos a praga que ao inimigo
natural (Charleston et al., 2006, Tunca et al., 2012



A acdo de inimigos naturais, predadores e parasitoides, diminui a necessidade da
intervencdo humana no controle de praga, além disso o habito generalista da maioria
desses insetos favorece a reproducao no campo (Ribeiro et al., 2013, Tavares et al., 2013,
Silva et al., 2015). O endoparasitoide pupathospilussp. destaca-se no controle de
pragas com importancia agricola pela eficiéncia no parasitismo, estabelecimento e
adaptacao em diferentes hospedeiros (Melo et al., 2011, Ribeiro et al., 2013, Silva et al.,
2015).Trichospilus pupivorugerriere 1930 (Hymenoptera: Eulophidae) €, ainda, pouco
conhecido, mas apresenta potencial para o controle de pragas em liberacdo massal
(Tavares et al., 2011, 2013).

Inseticidas botanicos pode ser uma estratégia também para reduzir a contaminacao
de polinizadores por inseticidas sintéticos, fato que tem sido relacionado a reducéo das
colénias de abelhas, fenbmeno conhecido como Distirbio do Colapso das Colbnias
(CCD, sigla em Inglés), colocando em risco a producdo de produtos apicalas e
polinizacdo (Neumann e Carreck, 2010, Van der Sluijs et al., 2013). O CCD é a dizimagao
das populacdes de abelhas, efeito da combinacdo de fatores como perda de habitat,
doencas e uso de agrotéxicos sistémicos, representando um risco para a manutencao da
biodiversidade de plantas nativas e da producéo agricola (Costa et gl., 2014

Abelhas forrageiras sdo expostas por contato a produtos na superficie de plantas
durante a colheita de pélen e néctar ou podem ingerir seiva de plantas originadas de
sementes revestidas com inseticida (Chauzat et al., 2006, Girolami et al.,/A89).
mellifera Linnaeus, 1758e Trigona sp. (Hymenoptera: Apidaesdo polinizadores
importantes das Cucurbitaceae, uma vez, que plantas dessa familia, geralmente,
apresentam flores unissexuais com polen pesado e pegajoso impedindo a transferéncia
pelo vento (Nepi e Pacini, 1993A primeira espécie € um hibrido entre as abelhas
africanas e europeias, conhecidas como africanizadas (Costa et al., 2014), a segunda
pertencente a subfamilia Meliponinae, conhecidas como abelhas nativas sem ferréo, sao
importantes na polinizacdo de espécies vegetais silvestres e cultivadas (Serra e Campos,
2010, Carvalho e Del Lama, 2015). Os pesticidas, abamectina, acetamiprida, cartap-
cloridrato, clorfenapir, deltametrina e tiametoxam, utilizadosCGeroumis meldoram
toxicos para as operériage A. melliferapor pulverizacdo direta, dieta contaminada e
contato com folhas pulverizadas (Costa et al., 2014), além disso, inseticidas, podem
causar alteragcdes comportamentais como irritabilidade e repeléncia (Desneux et al.,
2007).



A avaliacéo do risco ecologico de inseticidas a polinizadores, em grande parte, é
centrada na espédte melliferapor ser o bioindicador de escolha para outros artrépodes
(Costa et al., 2014). Porém, a seletividade de inseticidas botanicos deve ser avaliada
separadamente para as abelhas nativas devido as diferencas genéticas entre espécies
(Arena e Sgolastra, 2014). Abelhas nativas muitas vezes séo negligenciadas em estudos
ecotoxicolégicos o qual exige atencdo devido a sua maior relevancia ecologica do que a
exoticaA. melifera(Carvalho e Del Lama, 2015, Jaffe et al., 20I8)gona hyalinata
(Lepeletier, 1836) (Hymenoptera: Apidae) € uma espécie nativa importante na
polinizacdo, mas com auséncia de estudo sobre susceptibilidade a insatigjdaasp.
€ capaz de dispersar em longas distancias e colonizar habitats degradados podendo ser
considerado um polinizador resgate para compensar o declinio de outros polinizadores
nativos em paisagens tropicais degradadas (Jaffe et al., 2016). A perda de uma espécie de
abelha polinizadora pode reduzir ou mesmo extinguir espécies vegetais, assim é
importante medidas que atendam aos interesses sociais, econdmicos e ambientais para a
preservagao destes organismos (Chauzat et al., 2006; Desneux et al., 2007; Carvalho et
al., 2015.

A producédo organica muitas vezes é dificultada pela pouca formacéao técnica, com
a maioria das pesquisas voltada a agricultura convencional. Inseticidas boténicos
degradam rapidamente no ambiente ou desaparecem na folhagem da planta por
volatilizacdo, podendo minimizar o contato residual e favorecer a poliniza¢édo e a atuacao
de agentes de biocontrole. No entanto, mesmo que considerados naturais, as avaliacdes
de toxidade ndo devem ser negligenciadas por serem rotulados como inseticidas de risco
reduzido ou como bioinseticidas. Por isso, o conhecimento da seletividade de inseticidas
é fundamental para implementagéo de programas de MIP, buscando produtos prejudiciais
as pragas sem efeito aos organismos benéficos.

A eficiéencia de controle d®. hyalinata e a seletividade ao parasitoide
pupivoruse as abelha&. meliferae T. hyalinataaos 0leos essenciais de gengibre, menta,
tomilho e orégano devem ser avaliadas como passo inicial para promover a insercao

desses produtos naturais na realidade de pequenos agricultores ou produtores organicos.



Objetivo Geral

Avaliar o potencial de 6leos essenciais de plantas para o controle de ovos, lagartas
e pupas déd. hyalinatae a seletividade ao parasitoide pupivoruse as abelhas.
melliferae T. hyalinata

Objetivos especificos

- Determinar as toxidades letaiSlo e Clog) dos Oleos essenciais de gengibre,
menta, tomilho e orégano sobre ovos, lagartas (contato, ingestéo e topico) e pupas de
D. hyalinatae avaliar a seletividade para o parasitdidpupivorus

- Avaliar o efeito de concentracfes subletais dos 6leos essenciais de gengibre, menta,
tomilho e orégano ar sobrevivéncia e no desenvolvimento De hyalinatg a
deterréncia alimentar desses 6leos e a atividade em grupo das lagartas em contato com
superficie tratada com esses produtos.

- Avaliar a seletividade dos 6leos de gengibre, menta, tomilho e orégano sobre as
forrageiras dé\. meliferae T. hyalinata

- Avaliar a locomogdo de adultos de meliferae T. hyalinataem contato com
superficie total e metade tratada com os 6leos essenciais de gengibre, menta, tomilho

e orégano.
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Toxidade de Oleos essenciais Riaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) e

seletividade ao parasitoidérichospilus pupivorus(Hymenoptera: Eulophidae)

Resumo

Diaphania hyalinata (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Crambidae) reduz a
producao de Cucurbitaceae por danos em folhas e frutos e destatiee as pragas dessa
familia. O controle bioldgico e inseticidas botanicos sao utilizados no Manejo Integrado
de Pragas (MIP), especialmente, em sistemas agricolas onde inseticidas sintéticos sao
limitados como na agricultura organica. Efeitos toxicolégicos de substancias de plantas a
organismos alvo e ndo alvos devem ser avaliados antes de serem implantadog\so MIP.
toxidades dos 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho para ovos, lagartas
(contato, topico, ingestdo) e pupas Me hyalinata e a seletividade ao parasitoide
Trichospilus pupivorus-erriére 1930 (Hymenoptera: Eulophidae) foram avaliadas e as
concentracbes Gh e Clgo e 0 indice de seletividade relativa (kgRdesses produtos
determinados. Ovos foram mais sensigele as lagartas e pupas aos produtos aplicados,
com maior toxidade por orégano e tomilho seguido dos 6leos de menta e gengibre. A
aplicacédo topica foi a via menos toxekagarta. Os 6leos de gengibre, menta e tomilho
foram mais téxicos por ingestdo el@orégano por contato a lagartal@ehyalinata.A
fase de pupa necessitou de maiores concentracdes dos 6leos essenciais para inviabilizar a
emergéncia de adultos, com maior toxidade do orégasmleos essenciais foram
seletivos ar. pupivorus(ISRso> 1). Os 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano e
tomilho foram toxicos a imaturos @e hyalinatae seletivo& T. pupivorusapresentando

potencial para o uso em conjunto ou sequencial no MIP.

Palavras-chave: Crambidae, Eulophidae, Manejo Integrado de Praga, Oleos essenciais,

Pesticidas naturais



Introducao

Diaphania hyalinatgLinnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae), praga chave de
Cucurbitaceae, alimenta-se da parte aérea ocasionando injurias as hastes e brotos, o que
pode levar a morte de planta dessa familia e prejuizos ao produtor (McSorley e Waddill,
1982, Melo et al., 2011). A reducéo da area foliar por lagart@s Hgalinataacarreta
diminuicdo no peso e na qualidade de frutos (McSorley e Waddill, 1982).

O controle com inseticidas sintéticos é o mais utilizado na agricultura, mas o uso
frequente e o aumento da dosagem de aplicacdo indevidamente possibilitam o
ressurgimento da praga alvo, residuos em alimentos, contaminacdo do ambiente,
intoxicacao a trabalhadores e doencas agudas e cronicas (Prabhaker et al., 2011, An et al.,
2015). Inseticidas pulverizados sobre as plantas podem afetar inimigos naturais
(Hernandez et al., 2011; Gonzélez et al., 2013) como o methamidophos e spinosad que
reduziram a sobrevivéncia dos predadBedisus nigrispinugDallas, 1851) Supputius
cincticeps(Stal, 1860) (Heteroptera: Pentatomidae) (Castro et al., 2013). Os inseticidas
abamectin e spinetoram apresentaram alta toxicidade aos parasieatdsysocharis
formosa(Westwood) (Hymenoptera: Eulophidaefsanaspidium nigrimanugKieffer)
(Hymenoptera: Figitidae) (Hernandez et al., 2011).

A utilizacdo de inseticidas oriundos de plantas vem conquistando o mercado e os
produtores pela preferéncia dos consumidores por produtos organicos (Isman et al., 20086,
Isman e Miresmailli, 2011). O uso de inseticidas botanicos € uma pratica com menor
impacto ao meio ambiente e geralmente sdo mais seguros a saude do homem que o0s
guimicos sintéticos e reduz a aplicacdo dos agroquimicos sintéticos (Wins-Purdy et al.,
2009, Akhtar et al., 2012, Amri et al., 2014). Além disso, a utilizagdo de produtos naturais
€ uma alternativa de controle de pragas para os agricultores organicos (Miresmailli
Isman, 2014). Esses produtos podem afetar o desenvolvimento e a sobrevivéncia de
insetos (Firake e Pande, 2009, Amri et al., 2014), repelir pragas (Wins-Purdy et al., 2009)
e atrair inimigos naturais (Azuma e Toyota, 2012}k @ltiplos sitios de acdo de
inseticidas botanicos diminuem o risco de resisténcia cruzada e a baixa persisténcia no
ambiente reduz a toxidade a organismos nao alvos (Isman e Miresmaill, 2011; Miresmaill
e Isman, 2014).

Trichospilus diatrae&herian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae)
parasitou pupas de. hyalinataem campo (Melo et al., 2011) e em laboratorio (Silva et

al., 2014) indicando que as espécies do género podem ser utilizadas no manejo dessa
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praga. Embord. diatraeaetenha sido estudado (Silva et al., 2014, 20I6¢hospilus
pupivorus Ferriere 1930 (Hymenoptera: Eulophidae) €, ainda, pouco conhecido, mas
apresenta potencial para o controle de pragas em libera¢cdes massais (Tavares et al., 2013).
Parasitoides podem ser expostos a pesticida por gotas de pulverizacéo, residuos sobre
folhagem ou através da alimentacéo de goticulas de agua e néctar contaminados (Longley
e Stark, 1996) e, indiretamente, durante o desenvolvimento no hospedeiro (Hernandez et
al., 2011, Gonzélez et al., 2013), por isso, inseticidas seletivos sdo importantes para a
integracdo com o controle biolégico de praga (Castro et al., 2013, Gonzélez et)al. 2013

O gengibre[Zingiber officinale (Zingiberaceae) ]a menta[Mentha piperita
(Labiatae) ], o orégani@riganum vulgargLamiaceae) ] e o tomilhgrhymus vulgaris
(Lamiaceae) ], apresentam potencial para controlar pragas agricolas (Erler e Cetin, 2009,
Amri et al., 2014, Vojoudi et al., 2014) mas a toxidad® hyalinatando € conhecida.
Inseticidas botéanicos e o controle bioldégico podem ser usados em conjunto (Gonzélez et
al., 2012), mas um método ndo pode reduzir a eficiéncia do outro. Assim, produtos
botanicos devem ser mais tdxicos a praga que a seus inimigos naturais em programas de
Manejo Integrado de Pragas (Isman, 2006, Isman e Miresmailli, 2011).

O objetivo foi avaliar a toxicidade dos 0Oleos essenciais de gengibre, menta,
orégano e tomilho para ovos, lagartas e pupaB.deylinata e a seletividade desses
produtos ao parasitoide pupivorus.

Material e Métodos

Local de conducdo dos experimentosA pesquisa foi realizada no Laboratério de
Controle Biolégico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em Vigosa, Minas

Gerais, Brasil.

Criacdo das espécies avaliadas

Diaphania hyalinata Lagartas foram mantidas em potes plasticos (3,0 L) com
tampa furada, vedada com organza e alimentadas, diariamente, com folhas de chuchu
[Sechium eduléCucurbitaceae) ] da eclosédo de suas lagartas até a fase de pré-pupa em
sala climatizada 25 + 2@, 70 + 10,8%, fotofase de 12h. As pré-pupas foram transferidas
para embalagens plasticas (3.000 mL) forradas com papel toalha até a pupacéo e

transferidas para gaiolas de madeira com as laterais teladas e fechadas para emergéncia
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dos adultos. Os adultos foram alimentados com solugdo contendo agua e mel (1:1)
embebido em algodé&o e colocado no fundo da gaiola sobre uma placa de Petri. Folhas de
abdbora foram colocadas no interior das gaiolas para realizacéo de posturas que foram
coletadas e colocadas nos potes plasticos para continuidade da criacéo.

Trichospilus pupivorus Adultos deT. pupivorusforam mantidos em tubos de
vidro (14 x 2,2cm) tampados com algoddo com goticulas de mel como alimento. Pupas
do D. hyalinatg foram retiradas da criacdo estoque do LCB/UFV e expostas ao
parasitismo por fémeas dediatraeaena propor¢cao 1:8 (pupa/ parasitoide) por 24 horas
a temperatura de 25 * 2,2°C, umidade relativa de 70 £ 10,8% e fotofase de 12 horas (Silva
et al., 2014).

Obtenc&o dos 6leos botanico®leos essenciais de gengibre, menta, orégano e
tomilho foram adquiridos da empresa Ferquima Industria e Comércio Ltda. (Vargem
Grande Paulista, Sao Paulo, Brasil) extraidos por destilacdo a vapor da folha (menta e
oréganos), das folhas/flores (tomilho) e do rizoma (gengibre). Os constituintes de cada
Oleo, obtidos através da cromatografia gasosa, foram fornecidos (Tabela 1).

O contato com acetona ndao causou mortalidadd déyalinata em teste
comparado com agua pura, possibilitando sua utilizagdo como solvente. As concentracdes
aplicadas dos Oleos essenciais sobre 0s insetos foram estabelecidas em testes preliminares
para obter a faixa de mortalidade de 0 até 100%. As concentra¢cBes diferenciaram entre
os Oleos devido ao grau de susceptibilidade e para ajuste da curva de concentracéo-
mortalidade. Os 06leos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho foram diluidos
em acetona, minutos antes da montagem dos testes e 0s experimentos mantidos em sala
climatizada a 25 * 2,2°C e fotofase de 12 h.

Bioensaios de toxidade

Ovos: Vinte ovos deD. hyalinatg com 48 hyetirados da criagdo massfram
colocadoemfolha de papel recortadd x 3 cm) e, sobre eles, aplicado 50 pL de cada
oleo essencial nas concentracdes de 0,05; 0,10; 0,25; 0,30; 0,50% para 0 orégano e
tomilho, 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0; 5,0% para o gengibre e a menta e o controle recebeu,
apenas, acetona. Em seguida, as folhas de papel foram individualizadas em placas de Petri
(9 cm de diametro) e deixadas secar ao ar livre por 30 minutos. A viabilidade dos ovos
deD. hyalinatafoi avaliada diariamente por oito dias, tempo suficiente para eclosao das
larvas (Amri et al., 2014).
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Lagartas (ingestdo): Discos com trés centimetros de diametro de folhas de
abobora foram imersos por 10 segundos em solugdo com 10 mL do controle (acetona) e
em concentracgdes de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 10% para o gengibre, 0,5; 1,0; 3,0 e 5,0 % para a
menta, orégano e tomilho e deixados secar ao ar livre. Apés esse periodo, um disco e uma
lagarta de terceiro instar foram colocados por placa de Petri (9,0 cm) (Scudeler e Santos,
2014). Os discos foliares foram trocados diariamente por novos contaminados ou nao
(acetona) e a mortalidade das lagartab deyalinataavaliada apos 72 horas.

Lagartas (contato): Seiscentos microlitros, em concentracdes dos Oleos de
gengibre (1,0; 5,0; 8,0; 10,0; 15,0 e 20%); menta (1,0; 5,0; 8; 10; 15%); orégano (0,5; 1,0;
3,0 e 5%); tomilho (0,5; 1,0; 3,0 e 5%) e o controle (acetona), foram aplicados sobre
folhas de papel filtro (90 mm) e deixados secar ao ar livre por 30 minutos. Apos ess
periodo, o papel filtro foi colocado no fundo de uma placa de Petri (90 mm) com 10
lagartas de terceiro instar Be hyalinataalimentadas diariamente com folha de chuchu
[Sechium eduléCucurbitaceae)]. A mortalidade das lagartas foi avaliada apés 48 horas
(Amri et al., 2014).

Lagartas (topico): O bioensaio consistiu na aplicacdo de um pL do controle
(acetona) e dos 6leos de menta, orégano e tomilho (1,0; 5,0; 10,0 e 15,0 %) e gengibre
(10, 15, 20, 25, 30 e 35%) no protérax das lagartds.deyalinata.Em seguida, dez
lagartas foram acondicionadas por placa de Petri (9 cm) e alimentadas diariamente com
folha de chuchydiscos de 3,0 cm de diametro). A mortalidadeDdehyalinata foi
avaliada ap6s 48 horas (Erler e Cetin, 2009).

Pupas: Pupas de. hyalinatacom 48 horas de idade foram imersas por cinco
segundos em BIL dos concentrados de gengibre (0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25%),
menta, orégano e tomilho (0,5; 1,0; 5.0; 10,0 e 15,0 %) ou acetona (controle) e deixadas
secar ao ar livre por uma hora para evaporacao do solvente. Apos este periodo, as pupas
foram acondicionadas em tubos de vidro e a emergéncia dos adultos acompanhada
diariamente por quinze dias (Colpo et al., 2014

Seletividade aT. pupivorus(superficie contaminada): Seiscentos microlitros
em concentracdes de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0% e 20% dos 0Oleos essenciais e 0 controle
(acetona) foram aplicados em papel filtro e deixados secar (1 hora). Apos este periodo, o
papel filtro foi colocado no fundo de uma placa de Petri com 10 féméaspdeivorus
com 48h de idade. A taxa de mortalidade foi avaliada apos 48 horas do inicio dos

experimentos (Hernandez et al., 2011).
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Estatistica: O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cada
concentracdo (tratamento) composta por quatro (pupas) ou cinco (ovos e lagartas)
repeticbes. Grupos de 20 ovos, 10 lagartas, 10 pupasidalinatae 10 fémeas deé.
pupivorusforam formados por repeticéo.

A viabilidade das posturas e as mortalidades das lagartas e plpasydénata
e adultos df. pupivorusforam corrigidas por Abbott, 1925. Os valores de¢d@.Clgo
foram estimados pela andlise de Probit (Finney, 1971), utilizando-se 0 SAS (SAS Institute,
1997) e o indice de seletividade diferencial @8RClsodo inseticida para o

parasitoide/Cko do inseticida parB. hyalinatg calculado.

Resultados

A mortalidade dd. hyalinataem diferentes concentracdes dos 6leos essenciais
mostrou ajuste por Probix%, P <0,001), sendo adequado para estimar os parametros de
toxidade. Os 0leos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho foram téxicos para
D. hyalinata com acdo dependen do estagio, produtos, modo de aplicacdo e
concentracao utilizada.

A fase de ovo foi mais susceptivel aos Oleos essenciais de gengibre, menta,
orégano e tomilho do que as lagartas e pupas, como demonstradas pelas megneres CL
CLgo paraD. hyalinata(Tabela 2).

Os 6leos essenciais de orégaXt=(77,82; df= 5) e tomilhoX?= 62,33; df= 5)
apresentaram a maior toxicidade sobre ovo®dayalinatg seguido da mentaXt=
94,64; df= 5) e gengibret= 29,11; df= 5) O 6leo de oréganfwi 2,93 e 6,78 vezes mais
toxico (Clso) que os de menta e gengibre, respectivamente e com toxicidade semelhante
ao tomilho (Tabela 2).

A aplicacdo topica em lagartas de hyalinata necessitou de maiores
concentracdes dos Oleos de gengibf& (92,08; df= 5), mentaX¢= 66,67; df= 5),
orégano X°= 68,86 df= 5) e tomilhoX?= 55,24; df= 5) para causar 50% e 90% de
mortalidade (Tabela 2).

O oleo de orégano foi mais téxico por contato (superficie contaminada) a lagartas
deD. hyalinata(X?> = 39,02; df = 5).

Os 6leos de mentX3=49,54; df = 5) e tomilho? = 30,91; df = 5) apresentaram

maior toxidade ®. hyalinatapor ingestao de folhas tratad@abela 2)
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O dleo de gengibre foi o menos téxico a imaturod deyalinatg principalmente
por aplicacdo topica (Tabela 2).

Os Oleos essenciais causaram baixa toxicidade em pup&s Hgalinatg
principalmente, o gengibr&3= 58,89; df= 5) (Tabela 2).

Os 6leos de menta, gengibre, tomilho e orégano foram seletivob. panaivorus
com ISRo de 1,38; 5,40; 6,98 e 8,15 para gengibre, menta, orégano e tomilho,
respectivamente (Tabela 3, figura 1).

Discussao

Os 6leos essenciais sdo formados por misturas de substancias bioativas (Akhtar et
al., 2012; Ma et al., 2014, Pavela, 2014) e os diferentes modos de acado dessas substancias
tornam os produtos botanicos vantajosos, pois, reduz a chance de resisténcia cruzada de
praga (Akhtar et al., 2012). A propriedade inseticida dos 6leos de gengibre, menta,
orégano e tomilho é atribuida, principalmente, aos componentes majoritarios encontrados
nesses produtos (Cetin et al., 2007) como o zingibereno; mentol, carvacrol e timol. Porém,
substancias sinérgicas em menores concentracdes presentes nos 6leos como o p-cimeno
e linalool podem aumentar a toxidade, como observadoSudoptera litura(Fab.)
(Lepidoptera: Noctuidae) €ulex pipiens pallenéDiptera: Culicidae) (Hummelbrunner
e Isman, 2001, Ma et al., 2014, Pavela, 2014

As menores Cige Clgo para ovos que lagartas e pupa®Pdayalinatadiferem
dos observados paiactomyelois ceratoniaéZeller, 1839) (Lepidoptera: Pyralidae),
Lutzomyia longipalpigLutz e Neiva, 1912(Diptera: Psychodida&Tribolium confusum
(du Val) (Coleoptera: Tenebrionidae), os quais foram mais susceptiveis na fase de larvas
gue ovos (Stamopoulos et al., 2007, Maciel et al., 2010, Amri et al., 2014). Isto pode
ocorrer devido as diferencas nas estruturas, na permeabilidade do cérion e no niumero de
camadas da membrana vitelinica entre espécies (Smith e Salkeld, 1966), sugerindo uma
menor protecdo estrutural do ovo e hyalinata a produtos quimicos. A maior
susceptibilidade ocorre quando o sistema nervoso do embrido comeca a desenvolver
(Smith e Salkeld, 1966, Stamopoulos et al., 2087Jifusdo de substancias através do
corion pode bloquear o processo de incubagdo, causar ruptura e inviabilizar os ovos por

contato com o embrido ou pela supressédo de processos bioquimicos e hormonais que
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impedem a ecloséo dos insetos (Fagoonee e Lauge, 1981, Moreira et al., 2007, Wins-
Pudy et al., 2009).

A maior toxidade do orégano e tomilho aos ovoB deyalinatapode ser devido
aos maiores pesos moleculares dos constituintes majoritarios carvacrol e timol presentes
nesses oleos, acarretando maior penetracao pelo cérion (Stock e Holloway, 1993, Moreira
et al., 2007), o que explica, também, a similaridade ovicida entres eles por serem isémeros
(Can Baser, 2008). A inviabilidade dos ovoddéwyalinatareduz a populacao da praga
no inicio do seu ciclo de vida antes de causar danos e evita o desenvolvimento da préxima
geracao (Wins-Purdy et al., 2009).

A menor toxicidade dos 6leos essenciais por aplicacdo topica em lagartas sugere
baixa penetracao cuticular, maior metabolizacéo e/ou eliminacdo dos compostos téxicos
antegde atingir o sitio de acdo (Ahmad et al., 2006), podendo ser considerado uma defesa
mecanica (Bisset et al., 2002; Kim et al., 2003) ou fisioldgica (Carmona et al., 2011). O
Oleo essencial dgengibre mostrou ser mais téxico pela ingestdo com a¢do dos compostos
ativos no sistema digestivo em relacdo a aplicagéo tépica por absor¢éo passiva (Gofialons
e Farina, 2016

A maior toxidade do 6leo de orégano por contato sugere acao no sistema nervoso
e/ou respiratorio, por sem as principais vias de intoxicacdo de substancias absorvidas
pelo tegumento (Kostyukovsky et al., 200@)carvacrol, substancia majoritaria desse
oleo, foi toxico pararhaumetopoea wilkinsodiams. (Lepidoptera: Thaumatopoeidae)
(Cetin et al., 2007) &uproctis chrysorrhoedL.) (Lepidoptera: Lymantriidae) (Erler e
Cetin, 2009). O o6leo essencial d&diymus capitatyscom 66,9% de carvacrol, foi
altamente toxico e causou mortalidade por contato de lanE&sogeatoniaeapds 6 h de
exposicao (Amri et al., 2014).

A maior toxidade dos 6leos de tomilho e menta por ingestdo sugere agcdo no
sistema digestivo d@. hyalinata(Scudeler e Santos, 2014), com efeito direto nas células
e tecidos do intestino meédio e/ou efeito indireto através do sistema enddcrino (Mordue
(Luntz) e Nisbet, 2000Efeitos citotéxicos do 6leo de nim, em células do intestino médio,
podem alterar a funcdo enddcrina em processos fisiologicos desse 6rgdo (Scudeler e
Santos, 2014). A reducao alimentar@ehyalinatacom o aumento das concentragdes
dos oOleos concorda com o observado aldtoralisalimentada com folhas tratadas com
timol (Hummelbrunner e Isman, 2001). A toxidade da menta € atribuida a porcentagem

de concentracdo do mentol e mentona presente nas espidisa piperitafmentona
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(25,83%), mentol (26,53%)] foi mais toxica para larvaddeca domestich. (Diptera:
Muscidae) queM. citrata [mentona (0 %), mentol (3,82%)] (Kumar et al., 2012). A
remocdo do mentol dos éleos Me piperitae M. arvensigeduziu a acdo antialimentar

em Trichoplusia ni (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Akhtar et al., 2012). A
padronizacao dos ingredientes ativos é um dos principais desafios para o uso de pesticidas
botanicos mostrando a necessidade de investir em técnicas de manejo e extragédo (Isman
2006, Kumar et al., 20)2

A menor toxidade do 6leo de gengibre, principalmente, via tépica [para
hyalinata sugere uma maior taxa na expressdo génica ou na atividade por enzimas
detoxificantes (Bisset, 2002) ou menor lipofilicidade desse 6leo, sendo que compostos
mais lipofilicos, pela semelhanca com a cuticula, penetram em maiores taxas no corpo
dos artropodes (Kin et al., 2003). Diferencas na sensibilidade de 6leos essenciais devem-
se, também, aos pesos moleculares dos compostos presentes, pois substancias com pesos
moleculares menores possuem maior capacidade de penetracdo na cuticula (Stock e
Holloway, 1993).

O contato dos 6leos esséncias com a pupa pode obstruir os espirdculos ou penetrar
nos canais traqueais interrompendo total ou parcialmente a respiracdo, comprometendo a
atividade metabdlica (Colpo et al., 2014 atividade pupicida do éleo essencial de menta
emD. hyalinataconcorda com observado p&aliturae M. domesticacom inibicdo da
emergéncia dos adultos (Firake e Pande, 2009, Kumar et al., 2012). A constituicdo do
tegumento pode afetar a susceptibilidade de insetos a substancias quimicas, pois uma
camada cuticular mais impermeavel pode dificulta a penetracdo do 6leo em pupas (Croft,
1990). No entanto, as altas concentracdes necessarias deste Oleo essencial para causar
toxicidade em pupas d& hyalinatainviabiliza seu uso.

A seletividade fisiolégica (ISR> 1) e a baixa toxidade dos 6leos de gengibre,
menta, orégano e tomilhoTa pupivoruspor contato possibilita o0 uso combinado ou
sequencial dos mesmos no manejo integrado de pragas. A aplicacdo de inseticidas em
pupas no campo muitas vezes é dificultada, assim agé@Fapupivorugpotencializeo
controle deD. hyalinata Os 6leos essenciais de orégano e tomilho foram os mais toxicos
aD. hyalinatae apresentaram alta seletividaddapupivorusEsses 6leos néo afetaram,

0 parasitismo, longevidade e reproducdo do parasifiaidsolcus basaligWollaston)
(Hymenoptera: Scelionidae) (Gonzéalez et al. 2013). A menor toxidade ao parasitoide

pode ser devido a redugcdo na penetragdo cuticular e na sensibilidade do sitioale aca
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ao aumento na destoxificacdo metabdlica (Yu, 1987). Isto pode, também, ser devido a
mecanismos como o sequestro do produto em tecidos do organismo, aumento na excrecao

ou por repeléncia (Georghiou, 1972).

Conclusobes

Os oleos de orégano e tomilho foram os mais toxicos para ovos, lagartas e pupas
deD. hyalinatg seguidos dos 6leos essenciais de menta e gengibre.

O ¢6leo de gengibre foi 0 menos toxico para ovos, lagartas e pupabyiinata.

O dleo de orégano foi 0 mais téxico por contato a lagartBs kigalinatae os de
gengibre, menta e tomilho por ingestao.

A seletividade ao parasitoide pupivorusfoi maior para o 6leo de tomilho,

seguido dos de orégano, menta e gengibre.
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Tabela 1 Nome comum, Nome cientifico (Familia), componentes majoritarios e parte
do vegetal extraidos os Oleos essenciais usados no controle de inkiaplania
hyalinata (Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae) e na seletividaticlaospilus
pupivorus(Hymenoptera: Eulophidae)

Nome Nome cientifico Componentes majoritarios (%) Parte
comum (Familia)

Gengibre  Zingiber officinale Zingibereno (33%), beta-sesquifelandren Rizoma
(12%), p-bisaboleno (10%), canfeno (8%)

mirceno (7%)

(Zingiberaceae)

Menta Mentha piperita Mentol (55%), mentona (25%), acetato d¢ Folha
i [0)
(Labiatae) metilo (10%)
Orégano  Origanum vulgare  Carvacrol (70%), p-cimeno (15%), timol Folha
(4,3%)

(Lamiaceae)

Tomilho Thymus vulgaris Timol (50%), p-cimeno (40%), linalool Folha/flor
(Lamiaceae) (6,0%)
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Tabela 2 Toxidade dos 0Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho para
ovos, lagartas e pupas B&phania hyalinataLepidoptera: Crambidae)

Oleo essencial n CLso(IC) (%) CLoo(IC) (%) X2
Ovos
Gengibre 600 0,95 (0,81-1,12) 2,12 (1,64-3,57) 29,11
Menta 600 0,41 (0,35-0,47) 1,15 (0,95-1,49) 94,64
Orégano 500 0,14 (0,11-0,16) 0,35 (0,30-0,43) 77,82
Tomilho 500 0,16 (0,14-0,17) 0,38 (0,32-0,48) 62,33
Lagarta Ingestéo
Gengibre 250 2,85 (2,35-3,43) 9,66 (7,46-13,83) 90,55
Menta 200 1,09 (0,91-1,27) 2,96 (2,26-4,09) 49,54
Orégano 200 0,96 (0,78-1,14) 2,70 (2,13-4,00) 42,60
Tomilho 200 0,89 (0,67-1,08) 2,20 (1,72-3,46) 30,91
Lagarta Contato (Superficie contaminada)
Gengibre 300 5,92 (5,30-6,53) 11,18 (9,91-13,15) 93,59
Menta 250 2,98 (2,53-3,44) 7,36 (6,19-9,26) 90,67
Orégano 200 0,40 (0,30-0,48) 1,24 (0,92-2,10) 39,02
Tomilho 200 1,31 (1,12-1,54) 3,00 (2,44-3,98) 88,73
Lagarta Tépico
Gengibre 300 29,11 (27,52-30,89) 44,77 (40,73-51,25) 92,08
Menta 200  3,35(2,78-3,95) 7,08 (5,85-9,23) 66,67
Orégano 200 1,79 (1,52-2,07) 3,44 (2,91-4,34) 68,86
Tomilho 200 3,07 (2,63-3,49) 6,08 (5,18-7,71) 55,24
Pupas

Gengibre 280 8,06 (6,95-9,10) 17,89 (15,14-23,02) 58,89
Menta 200 5,31 (4,05-6,43) 12,75 (10,18-18,61) 33,12
Orégano 200 1,82 (1,33-2,36) 6,53 (4,66-11,19) 43,89
Tomilho 200 2,84 (2,04-3,60) 7,19 (5,46-11,59) 28,13

n= numero de individuos, CL= concentracao letal para 50% e 90% de mortalidadetd®ala
de confianca a 95%«?= qui-quadrado. Nivel de significancia de P<0,0001.
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Tabela 3 Toxidade dos Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho por
contato pardrichospilus pupivorugHymenoptera: Eulophidae)

Oleo essencial n CLso(IC) (%) CLoo(IC) (%) X2 ISRso
Gengibre 250 8,16 (6,81-9,52)  15,10(12,40-21,83) 31,75 1,38
Menta 250 16,09 (15,48-16,60) 18,76 (18,07-19,88) 63,09 5,40
Orégano 250 2,79 (2,49-3,16) 4,26 (3,68-5,30) 55,95 6,98
Tomilho 250 10,68 (10,05-11,32) 13,21(12,27-15,15) 29,24 8,15

n= numero de individuos, CL= concentracao letal para 50% e 90% de mortalidade, IC= intervalo
de confianca a 959%?= qui-quadrado, Nivel de significancia Ee0,0001
Indice de seletividade relativa (I&R CLso do tratamento para parasitoideigpara praga).
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Figura 1. Mortalidade de lagartas do terceiro instar de Diaphania hyalinata (Lepidoptera:
Crambidae) e fémeas de Trichospilus pupivorus (Hymenoptera: Eulophidae) em contato
com diferentes concentragdes dos dleos essenciais de gengibre (A), menta (B), orégano
(C) e tomilho (D)
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Capitulo Il

Doses subletais de 6leos essenciais afetando o desenvolvimamestao
e atividade em grupo deDiaphania hyalinata(Lepidoptera: Crambidae)
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Doses subletais de Oleos essenciais afetando o desenvolvimento, ingestdo e

atividade em grupo deDiaphania hyalinata(Lepidoptera: Crambidae)

Resumo:

Inseticidas botanicos podem reduzir a dependéncia de pesticidas quimicos
convencionaise impactos ao ambiente e a saude em programas de manejo de pragas.
Concentragdes subletais desses inseticidas podem afetar a fisiologia e o0 comportamento
de insetos. O desenvolvimem@sobrevivéncia; a deterréncia alimentar e a atividade em
grupo deDiaphania hyalinata(Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidax)posta a
concentracdes subletais dos 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho foram
avaliados. No teste de ingestéo, lagartas desse Lepidoptera foram alimentadas com folhas
de abdbora tratadas com concentragdes subletais) (@is O0leos essenciais a partir do
segundo instar e a sobrevivéncia e o desenvolvimento larval e pupal avaliados. No teste
de deterréncia alimentar, a porcentagem de consumo de folhas de abobora, ap6s imerséo
em solugbes com concentragdes suble@liss] dos 6leos essenciais por lagartaPde
hyalinata em testes com e sem chance de escolha foi avaliada pelo IDA (indice de
deterréncia alimentar). Na ativida@m grupo, as formas de movimento, incluindo
caminhamento, movimentos de partes do corpo e as interacdes de lagartas em superficie
contaminada com a€lzs dos 6leos de gengibre, menta, orégano e tomilho foram
registradas. A viabilidade larval e pupal e o peso das pupas foram menores e a duragao
do periodo larval e pupal maior p&rahyalinatacom folhas tratadas com concentracdes
subletais dos Oleos de gengibre, menta e tomilho e aquelas alimentadas com folhas
tratadas com orégano ndo completaram o estadio larval. A agéo alimentar foi, fortemente,
inibida pelo 6leo essencial de orégano e, moderadamente, pelos os de gengibre, menta e
tomilho nos testes com e sem escolha. Os 0leos essenciais ndo alteraram a atividade em
grupo deD. hyalinata Os O6leos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho

apresentam potencial para serem utilizados no manejo integr&dygalinata

Palavras-chave: Atividade em grupo, bioinseticida, concentra¢cées subletais,

indices de deterréncia alimentar, Lepidoptera, sobrevivéncia.
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Introducao

O aumento da resisténcia de pragas, impacto em organismos nao alvos e residuos
nos alimentos, associados ao uso indiscriminado de inseticidas quimicos, aumentam a
importancia de medidas alternativas para controlar pragas. Inseticidas botanicos s&o
eficazes, seguros e ecologicamente aceitaveis, usados, principalerangestemas
agroecolégicos, onde quimicos sintéticos sao proibidos (Pavela et al., 2016, Zhao et al.,
2016).

Plantas produzem metabdlitos secundéarios importantes, incluindo oleos
essenciais, parsta sobrevivéncia e manutencdo (Cespedes et al., 2015). O papel dos
Oleos essenciais esta relacionado a sua volatilidade atuando na comunicacdo quimica e
defesa (Isman et al., 2011, Yazdani et al., 2014). Plantas com ac¢ao inseticida podem afetar
0 comportamento e o desenvolvimento de insetos (Martinez e Van Emden, 2001),
inibindo ou reduzindo a alimentacdo (Jiang et al.,, 2012) e atuando como repelentes
(Mordue (Luntz) Nisbet 2000), fumigantes (Ma et al., 2014) ou atrativos (Bakkali et al.,
2008).

Oleos essenciais sdo constituidos por compostos lipossoliveis com densidades
geralmente menores que a agua, como monoterpenos e sesquiterpenos (Rubiolo et al.,
2010). Essas substancias podem se difundir, facilmente, pela membrana celular e
penetrarem na cuticula dos insetos (Bakkali et al., 2008, Rubiolo et al., 2010).
Componentes majoritarios de Oleos essenciais, normalmente, deternsisam
propriedades biologicas, mas aqueles encontrados em baixas porcentagens podem agir
sinergicamente e melhar a eficacia dos constituintes principais (Hummelbrunner e
Isman, 2001). Além disso, misturas complexas desses compostos reduzem a possibilidade
de desenvolvimento de pragas resistentes (Feng e Isman, 1995).

A mortalidade da praga por agrotoxicos é bem estuda, porém, doses subletais
podem afetar a fisiologia e o comportamento de insetos e devem ser considarada
analise do impacto desses compostos (Packiam et al., 2014, Ribeiro et al., 2015).
Concentracbes subletais de Oleos essenciais sobre as pragas podem afetar o
desenvolvimento, a reproducao e a taxa de alimentacdo sendo a mortalidade em poucas
horas, geralmente, necessita de maiores concentracoes (Pavela et al., 2008, Roel et al.,
2010, Tavares et al., 2013). Efeito subletais podem aumentar a duracéo dos estadios, inibi
0 crescimento e a muda e causar perda de peso e anomalias morfologicas e mortalidade

(Roel et al., 2010; Pavela, 2012). Extratos botanicos podem mardensidade
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populacional de praga abaixo do nivel de dano econémico e conservar 0S inimigos
naturais no ambientgor serem, geralmente, menos téxicos aos agentes de controle
biolégico que inseticidas sintéticos (Tavares et al., 2009).

O gengibre Zingiber officinale (Zingiberaceae)]; mentaMentha piperita
(Lamiaceae)]; oréganddfiganum vulgare(Lamiaceae)] e tomilhoThymus vulgaris
(Lamiaceae)] sao plantas com propriedades medicinais difundidas na cultura brasileira e
acao deletéria sobre insetos e microrganismos (Abad et al., 2007, Akhtar et al., 2012,
Ribeiro et al., 2015). Efeitos de concentracdes subletais sobre os insetos-praga devem ser
estudados para aumentar o potencial de uso de inseticida botanicos.

Diaphania hyalinatgLinnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidgeaga chave, de
Cucurbitaceae, se alimenta de folhas, brotos, ramos e frutos e causa danos severos em
altas densidades populacionais (McSorley e Waddill, 1982, HansPetersen et al., 2010)
sendo controlada, basicamente, com pesticidas sintélass de inseticidas botanicos
no manejo dessa praga é uma alternativa sustentavel com menor impacto ambiental e
podendo ser usados por produtores agroecolégicos ou convencionais reduzindo a
aplicacdo de quimicos sintéticos.

O objetivo foi avaliar a sobrevivéncia, o desenvolvimento, a deterréncia alimentar
e a atividade em grupo de lagartadDddayalinatasubmetidas a concentracdes subletais
dos Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho

Material e Métodos

Criacao deDiaphania hyalinata

Lagartas foram mantidas em potes plasticos (3.000 mL) com tampa furada,
vedada com tecido organza e alimentadas, diariamente, com folhas de Sedathumh
edule(Cucurbitaceae)] da eclosdo até a fase de pré-pupa em sala climatizada 825 + 2,2
70 +10,8%, fotofase 12 h. As pré-pupas foram colocaiesnbalagens plasticas (3.000
mL) forradas com papel toalha até a pupacao e colocadas em gaiolas com laterais teladas
e fechadas para emergéncia dos adudssaadultos deD. hyalinataforam alimentados
com solucéo nutritiva embebida (dgua + mel) em algodao colocado no fundo da gaiola
em uma placa de Petri. Folhas de abolfGrecurbitaceae) foram colocadas no interior
das gaiolas para realizacdo de posturas e coletadas apos 48h para continuidade da criagéo
(Silva et al., 2015).
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Obtencao do material

Os Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho foram adquiridos da
empresa Ferquima Industria e Comércio Ltda e extraidos por destilagdo a vapor das folhas
(menta e oréganos), folhas/flores (tomilho) e do rizoma (gengibre). Os constituintes de

cada 6leo obtidos pela cromatografia gasosa foram fornecidos (Tabela 1).

Tabela 1. Nome comum (Nom. Com.), nome cientifico (Nom. Cient.), familia e componentes
majoritarios dos Oleos de gengibre, menta, orégano e tomilho

Nom. @m.  Nom. Cient. Familia Componentes majoritarios (%)

Gengibre Zingiber officinale  Zingiberaceae Zingibereno (33%), beta-sesquifelandreno
(12%), B-bisaboleno (10%), canfeno (8%),
mirceno (7%)

Menta Mentha piperita Labiatae Mentol (55%), mentona (25%), acetato de
metilo (10%)

Orégano Origanum vulgare Lamiaceae Carvacrol (70%), p-cimeno (15%imol (4,3%)

Tomilho Thymus vulgaris  Lamiaceae Timol (50%), p-cimeno (40%), linalool (6,0%)

Concentracfes dos 6leos essenciais utilizadas

A atividade por contato (atividade em grupo) e ingestao (desenvolvimento larval
e deterréncia) de lagartas De hyalinatg expostas as concentragées de 0,5; 1; 5; 10 e
15% dos Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho, foram avaliadas e as
CLioe CLos(Tabela 2)dos 6leos estimada pela analise de Probit (Finney, 1971) com o
programa SAS (SAS Institute, 1997).

Experimentos

1. Ingestdo de concentracdes subletais dos Oleos essenciais sobre o
desenvolvimento deD. hyalinata

Folhas de abébora foram coletadas e discos dé getinmdos das mesmas e, cada
um, imersos em cinco mL por dez segundos em concentracao subletald@d oleos
essenciais de gengibre, menta, orégano, tomilho ou acetona (controle) (Tabela 2). Os
discos foliares foram deixados secar ao ar livre por 30 minutos e oferecidos, diariamente,
as lagartas a partir do segundo instabdeyalinataaté a fase de pré-pupa. Uma lagarta
deD. hyalinatae um disco tratado foram colocados por placa de Petri (9 cm) constituindo
uma repeticdo. A sobrevivéncia, duracao larval, duracdo pupal, porcentagem de pupacéo,

peso das pupas e a porcentagem de emergéncia foram avaliados. Pupas com 24 horas de
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idade foram pesadas (Roel et al., 2010). O delineamento foi inteiramente casualizado com

cinco tratamentos (quatro 6leos essenciais e o controle) com 30 repeticdes cada.

2. Deterréncia alimentar

As propriedades fagoinibidoras dos 6leos essenciais foram avaliadas em dois
bioensaios, com e sem chance de escolha. Vinte e um discod (Bdoihas de abdbora
foram imersos por dez segundos por concentracdes)(@icada 6leo essencial (Tabela
2). Apés a imersao, os discos foram deixados secar por uma hora para evaporagdo do
solvente. No teste com chance de escolha (n= 21 por tratamento), um disco de folha de
abdbora tratado com éleo essencial e o outro com acetona (marcados para diferenciagao)
foram dispostos de maneira oposta em uma placa Petri (12 x 1,5 cm) (Zapata et al., 2009).
Nos testes sem escolha (n= 21), um disco tratado ou nao foi oferecido a cada vez
lagartas de segundo instar@ehyalinatano centro da arena (placa de Petri). Apos 24
horas, os restos dos discos foliares foram recolhidos e secos a 70 °C até peso constante,
em grupos de trés, correspondendo a uma repeticdo. Um disco para o teste e outro como
aliquota foram utilizados para se determinar a massa seca dos mesmos apos desidratados,
obtendo-se a diferenca entre a aliquota e o disco consumido pelas lagartas. O indice de
deterréncia alimentar foi calculado por IDAZ-T) / (C+T) x100; onde C e T foram o0s
pesos das folhas consumidas do controle e tratadas, respectivamente, com ou sem chance
de escolha (Hummelbrunner e Isman, 2001). A deterréncia alimentar foi classificada em
classes de atividade com valores de IDA < 0= preferéncia alimentar, IDA= 0,1 - 30%
efeito neutro, IDA= 30,1 - 80% repeléncia moderada e IDA= 80,1 - 100% repeléncia forte
(Ribeiro et al., 2015).

3. Atividade em grupo

Quinhentos microlitros, por concentracdo subletal de cada 6leo essencial (Tabela
2), ou acetona (controle) foram aplicados por papel filtro (9 cm de diamétrg) €
deixados secar ao ar livre por 30 minutos. Grupos de dez lagaibashgalinataforam
colocados por placa de Petri (9,0 cm de diametro) forrada com papel filtro triatado.
atividade de grupo por 10 minutos (Tomé et al., 2015) foi avaliada pela variacdo de pixels
entre duas imagens subsequentes do grupo em intervadesgl@\ pixels/s x 107),
correspondendo a soma de qualquer alteracdo na posicdo com um sistema de video-
rastreamento com camara digital CCD (ViewPoint LifeSciences, Montreal, QC, Canada)

automatizado. A duracdo dos periodos de inatividade das lagartas ou com movimento
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lento ou rapido foram gravaddds movimentos do grupo foram registrados, incluindo
partes do corpo, caminhadas e interagfes entre os individuos (Tomé et al., 2012). Oito
repeticdes por tratamento (quatro 6leos + controle) foram avaliadas.

Analise estatistica

Os valores de Gl e Clgoforam estimados pela analise de Probit (Finney, 1971),
utilizando-se 0 SAS (SAS Institute, 1997).

A curva de sobrevivéncia no teste de ingestdo foi obtida por estimadores de
Kaplan-Meier gerados a partir da percentagem de &ggaibreviventes até a fase de pré-
pupa. A duracdo dos periodos larval e pupal e o peso das pupas foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%, com o software
estatistico SAS (SAS Institute, 1997).

As porcentagens de IDA foram transformadas em arco§gl®0), submetidas
a analise de variancia e, quando significatiaa médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05) com software estatistico SAS (SAS Institute, 1997).

Os dados da atividade em grupo foram submeétidoglise de variancia, e quando

significativas, as médias comparadas pelo teste de Tuke®,0).

Resultados

Ingestdo de concentracdes subletais sobre o desenvolvimentddéyalinata

As concentracfes subletais dos 6leos essenciais reduziram a sobrevivéncia larval
de D. hyalinata (Figura 1). A porcentagem de mortalidade foi maior para lagartas
alimentadas com folhas tratadas com orégano e semelhante para os 6leos de gengibre,
menta e tomilho (Tabelgd.3

As lagartas alimentadas com doses subletais do 6leo essencial de orégano teve
100% de mortalidade (Figura 1; Tabela 3).

Os oleos essenciais de gengibre, menta e tomilho prolongaram os estadios larvais
deD. hyalinata(p < 0,05) (Tabela 3). As lagartas alimentadas com as folhas tratadas com
orégano nao completaram o ciclo com sobrevivéncia de 5,24 + 0,22 dias (Figura 1).

A duracao da fase de pupa foi maior (p < 0,05) com 9,67 + 0,18 a 11,92 + 0,34
dias, e a porcentagem de lagartas que empuparam menores, 43,33 a 93,3%, com 0s 6leos

de gengibre, menta, orégano e tomilho (Tabgla 3
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Os pesos das pupas foram menores para as lagartas que alimentaram com folhas
tratadas com concentracdes subletais dos 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano e
tomilho (p< 0,05) variando de 0,073 a 0,113mg (Tabela 3). Os tratamentos com os 6leos
nao diferenciaram os pesos das pupas entre si.

A porcentagem de emergéncia dos adultos foi inferior para os tratamentos com o0s
Oleos essenciais com 80; 57; 58 e 53% para o controle, gengibre menta e tomilho
respectivamente (Tabeld 3

Deterréncia alimentar

Concentracfes subletais dos 6leos essenciais de gengibre, menta e tomilho
proporcionaram moderada deterréncia alimentar (30,1> IDA> 80%) e o orégano forte
deterréncia (IDA> 80%) nos bioensaios com e sem chance de escolha para lagartas de
hyalinata(Tabela 4). A inibicdo alimentar foi maior no teste sem escolha (Tabela 4).

Atividade em grupo

Os oOleos essenciais de gengibre, menta, tomilho e orégano ndo afetaram a
atividade do grupo dB. hyalinatasob exposi¢cao por contato (0,14 + 0,03 pixels/s'x 10
2 F = 2,23,P = 0,08). A duracdo do movimento em grupo foi semelhante entre os
tratamentos com 9,902 * 0,21 minutos inativas (F=1,13; P = 0,36), 0.097 + 0,21 minutos
sob movimento lento (F=1,12; P = 0,36) e 0,002 £0,0003 minutos em movimento rapido
(F=1,98; P =0,12).

Discussao

Lagartas dé. hialinata tiveram a taxa de sobrevivéncia, consumo alimentar e
desenvolvimento reduzidos com alimentacéo de folhas de abobora tratadas com os 6leos
essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho. Oleos essenciais sdo formados por
hidrocarbonetos com grupos funcionais com atividade inseticida (Bakkali et al., 2008,
Rehman et al., 2016), a rapidez de acdo desses progldieendente da composi¢do
quimica (Akhtar et al., 2012, Rehman et al., 2016). A acdo inseticida dos 6leos essenciais
de gengibre, menta, orégano e tomilhb.ahyalinataesta relacionada, principalmente,
aos constituintes majoritarios presentes nesses 0leos como o zingibereno (33%); mentol
(55%) e mentona (25%); carvacrol (70%) e timol (50%). No entanto, ac&o sinérgica com

substancias em menores concentragdes como o p-cimeno e linalool pode aumentar o
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potencial de acdo desses compostos (Hummelbrunner e Isman, 2001, Ma et al., 2014,
Pavela, 2014

A menor sobrevivéncia de. hyalinatacom gengibre, menta, orégano e tomilho,
em concentracdes subletais, sugere potencial de reducdo da populacdo dessa praga. As
reducdes da sobrevivéncia larval e da taxa de natalidadepo@optera littoralis
(Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae) acima de 75% (Pavela, 2012) foram observadas
para os 0Oleos de orégano e tomilho (Pavela, 2012). Concentracdes subletais do 6leo de
nim reduziram a taxa de pupacadpmdoptera frugiperdé_epidoptera: Noctuidae) em
decorréncia do menor consumo alimentar na fase larval (Roel et al., 2010). Além disso,
produtos botanicos tendem a ser seletivos aos predadores e parasitoides que podem
auxiliar no controle de insetos-pragas (Tavares et al., 2009).

A mortalidade de 100% de. hyalinataalimentadas com folhas tratadas com o
orégano sugere toxicidade pelo composto majoritario carvacrol ou acao sinérgicas desse
com outras substancias presentes no 6leo dessa planta (Cetin et al., 2007), reduzindo a
alimentacg&o ou atuando no sistema digestivo (Mordue (Luntz) e Nisbet, 2000). A inibicdo
do crescimento de lagartas Sgodoptera liturd-abricius (Lepidoptera: Noctuidae) pelo
carvacrol na dose Db (Hummelbrunner e Isman, 2001) confirma o potencial de controle
desse composto mesmo em baixa dose. O 6leo essencial de orégano afetou os indices
nutricionais de larvas de quarta instar @gphodes pyloaliswalker (Lepidoptera:
Pyralidae) reduzindo o teor de proteina, hidratos de carbono e lipidios e mostrou efeitos
irreversiveis sobre os processos metabdlicos (Yazdani et al., 2014).

A maior duracéo da fase larval Dehyalinataalimentada com as concentragdes
subletais dos Oleos de gengibre, menta e tomilho pode ter ocorrido devido a atuacéo de
substancias boténicas sobre os quimiorreceptores, estimulando as células deterrentes ou
bloqueando os fagoestimuladores e inibindo a alimentacdo (Mordue (Luntz) e Nisbet
2000). O prolongamento da fase larval pode ser indicativo de toxidade crénica ou menor
adequacao ao substrato alimentar tratado (Hummelbrunner e Isman, 2001, Pavela et al.,
2008). O desenvolvimento mais longo de insetos herbivoros aumenta o periodo de
exposicao a inimigos naturais, especialmente, na fase jovem (Hummelbrunner e Isman,
2001).

A maior duracao do periodo pupall@ehyalinatapode estar relacionada a mesma
causa do prolongamento larval, o menor consumo de folhas tratadas com os Oleos

essenciais acarretou reducdo na ingestao de nutrientes e producéo de energia atrasando o
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desenvolvimento (Sadek, 2003, Zapata et al., 2009). Deformacédo das pupas nao foi
observada parB. hyalinatasob o efeito dos 6leos essenciais, porém foram registradas
anomalias em pupas dticarsia gemmataligiiibner 1818 (Lepidoptera: Erebidae) e
Helicoverpa armigeradtbner, 1805 (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com folhas
tratadas com nim (Mourdo et al.,, 2014, Packiam et al., 2014), indicando que as
substancias presentes nesses 0leos ndo afetaram a sintese de quitina, como o inseticida
botanico a base de nim (Mordue (Luntz) e Nisbet 2000).

Pupas d®. hyalinatamais leves mostram reflexo da reducéo da alimentacao ou
menor eficiéncia na conversdo dos alimentos ingeridos e digeridos em biomassa (Nathan
et al., 2006) como observado pd&ga littoralis alimentadas com dieta tratada com
azadiractina (Martinez e Van Emden, 2001). A menor eficiéncia em converter alimento
em biomassa para o crescimento pode ser devido as larvas desviarem energia da biomassa
para a desintoxicacdo (Kumar et al., 2008). A reducéo alimentar pode diminuir, também,

o desenvolvimento dos odcitos e acarretar infertilidade em adultos (Packiam et al., 2014).
Extratos de sementes Beganum harmal&. (Zygophyllaceae) €atharanthus roseus

L. (Apocynaceae) reduziram o pede pupas délutella xylostella(Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae) eH. armigerg respectivamente (Satyan et al., 2009,
Abbasipour et al., 2010).

A menor emergéncia de adultos nos tratamentos com os 6leos de gengibre, menta
e tomilho mostra efeito semelhante ao de extrat®@idkns sulphurea Acisantherasp.
paraA. gemmatalis (Tavares et al., 2013). A emergéncia de adultos menores e menos
reprodutivos de insetos pragas pode reduzir o potencial de danos as culturas (Tavares et
al., 2013).

A atividade alimentar, de moderada a forte, para lagartab.deyalinata
alimentadas com folhas tratadas com concentracdes subletais dos 6leos essenciais de
menta, gengibre, tomilho e orégano, pode ser atrilasdabstancias presentes nesses
Oleos levando o inseto a movimentar-se para longe (Isman et al., 2011). Os componentes
guimicos presentes principalmente no orégano, que apresentou forte atividade biolégica,
podem ter agido sobre as lagartas bloqueando os fagoestimuladores e inibindo a
alimentacgéolsto se deve ao fato de substancias de plantaggmdd#oquear o efeito
estimulante da glicose, sacarose e inostalquimiorreceptores celulares de insetos
(Zapata et al., 2009). Alguns alimentos podem afetar a locomocéo e ser fagoinibidor, o

que indica um efeito pds-digestivo cronico (Messchendorp et al., 2000). A acao deterrente

37



de 6leos pode estar associadm a inibicdo ou reducédo do crescimento de lagartBs de
hyalinata como observado par&. littoralis (Sadek, 2003). Substéncias podem ser
classificadas como repelentes (repelem o inseto sem fazer contato com o material),
supressoras (inibem a atividade de morder apds o contato) ou deterrentes (impedem que
0 inseto continue alimentar apos a ingestdo do material) (Schoonhoven et al., 1982;
Chapman, 1974) sugerindo que 6leos de gengibre menta, orégano e tomilho apresentam
caracteristicas supressoras e/ou dissuasivas.

Irritabilidade e alteracdo na atividade em grupoDdehyalinata ndo foram
comprovadas, quando lagartas estiveram em contato com 0leos essenciais de gengibre,
menta, orégano e tomilho, por ndo causarem estimulos excitatorio dos individuos

semelhante ao observado pelo contato de azadiractina em abelhas (Tomé et al., 2015).

Conclusodes

Os dleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho em concentracdes
subletais reduziram a sobrevivéncia e emergéncia de adultos; prolongaram o
desenvolvimento de lagartas e pupas e reduziu 0 peso de pupdsydéinata

O ¢6leo de orégano apresentou forte acdo antialimentar e os de gengibre, menta e
tomilho moderada para lagartas@ehyalinataem testes com e sem escolha.

Os Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho ndo altararam

atividade em grupo de lagartas@ehyalinata
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Tabela 2. Concentracdes subletais dos 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano e
tomilho para os bioensaios de crescimento{f>tleterréncia alimentgCLs)
e atividade em grupo (G¥) em lagartas dBiphania hyalinata(Lepidoptera:

Crambidae)
Tratamentos CLio (%) IC 95% CLas (%) IC 95%
Gengibre 0,84 0,57-1,11 1,50 1,14-1,85
Menta 0,42 0,26-0,55 0,66 0,49-0,80
Orégano 0,34 0,20-0,47 0,56 0,38-0,70
Tomilho 0,36 0,17-0,51 0,55 0,33-0,72

* |C= Intervalo de confianca a 95%
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Figura 1. Sobrevivéncia estimada por Kaplan- Meier (A) e duracao larval (dias) (B) de
lagartas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) alimentadas com
concentracdes subletais (gL dos Oleos essenciais de gengibre, menta, tonglho

orégano
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Tabela 3. Tabela 3. Duracéao larval (Dur. Lar.); porcentagem de mortalidade Yarvirt.

Larval), duracéo pupal (Dur. Pupaporcentagem de pupacéao (% pupas); peso das dapas (
pupas) (mg) e porcentagem de emergéncia dos adultos (% emerg) (médias + EP) de lagartas de
Diphania hyalinata(Lepidoptera: Crambidae) com concentra¢gfes subletaig)(@bs 6leos
essenciais de gengibre, menta, tomilho e orégano

Trat. Dur.larvat % Mort.  Dur. Pupal % pupas  P. pupas (mg) % emerg.
(dias) Larval (dias)
Controle 7,67+0,15a 6,66 9,67+0,18 a 93,33 0,113+0,02 a 80

Gengibre 10,73+0,59b 50,00 11,42+0,30b 50,00 0,073+0,004b 57
Menta 11,07£0,27 b 53,33  11,92+0,34b 46,67 0,083+0,003 b 58
Tomilho 10,53+0,30b 56,67 11,25+0,29 b 43,33 0,079+0,004 b 53
Orégano * 100 NA 0 NA NA

Trat. = Tratamento. EP = erro padréao

1 Testes com lagartas a partir do segundo instar e sé foram selecionadasassqagarompletaram o estadio larval.
* Nao completou o estagio larval; NA= Nao avaliado.

Valores com mesma letra por coluna néo diferem pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 4. indices de deterréncia alimentar (IDA * erro padrdo) sob o efeito de concentracée
subletais dos 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho, a lagartas de segundo insta
deDiaphania hyalinatgLepidoptera: Crambidae) em laboratorio, sem e com chance de escolha.

Tratamentos Sem escolha Com escolha Atividade biolégica
Gengibre 56,64 + 5,88 A 37,70+ 4,31 A Moderado

Menta 74,82 £ 3,88 B 56,70 £ 2,55 B Moderado
Orégano 94,36 +1,05C 84,25+0,82C Forte

Tomilho 76,89 £ 3,89 B 57,78 £3,24B Moderado

Valorescom mesma letra por coluna nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Capitulo Il

Seletividade e resposta comportamental d&pis melliferaLinnaeus, 1758 (Hymenoptera:
Apidae) e Trigona hyalinata (Lepeletier, 1836) (Hymenoptera: Apidae) a 6leos essenciais
com potencial inseticida
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Seletividade e resposta comportamentalAgés melliferaLinnaeus, 1758 (Hymenoptera:
Apidae) eTrigona hyalinata(Lepeletier, 1836) (Hymenoptera: Apidae) a 6leos essenciais com
potencial inseticida

Resumo

Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho apresentam acg&o inseticida e podem se
usados, principalmente, em cultivo organico, onde sintéticos sao proibidos. &oradade

desses produtos a abelhas é pouco conhecida. Forrageips aeelliferaLinnaeus, 175&

Trigona hyalinata (Lepeletier, 1836) (Hymenoptera: Apidae) foram expostas por contato,
ingestao &dpico em diferentes concentracdes dos 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano
e tomilho para se obter os valores Gaso e Cloo. O orégano e o tomilho foram os mais téxicos

por contato e topico, principalmente, p&amelliferae a menta e o gengibre apresentaram
baixa toxidade para ambas as espécies de polinizadores. No teste de ingestdo ndo foi possivel
calcular asCLso e Clgo por ndo ter observado a alimentacédo da dieta contaminada e houve
mortalidade de todas as abelhas nas concentracGes avaliagasa hyalinata foi menos

sensivel aos 6leos essenciais testados duarellifera No teste de locomoc¢ao dois ensaios
foram avaliados, arenas total ou parcialmente tratadas com as concer@lagdiss Oleos
essenciais. Em area totalmente tratada, o orégano reduziu a distancia percorrida e a velocidade
de movimentacdo e aumentou o tempo e o numero de paradasnualiferg ja paraT.
hyalinatahouve aumento da distancia percorrida e velocidade e redu¢do do numero de parada
para os 6leos essenciais de orégano e tomilho. Em arena parcialmente tratada observou
irritabilidade para os 6leos de gengibre, menta e tomilhofpareelliferae gengibre e tomilho

paraT. hyalinatapelo menor tempo de permanéncia na area tratada. Nao houve repeléncia dos
Oleos essenciais para ambas as espécies de polinizadores. Os 6leos essenciais de gengibre

menta foram seletivos pafa melliferae T. hyalinata

Palavras-chave: Apidae, 6leos essenciais, plantas inseticidas, polinizacdo, seletividade
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Introducao

Cucurbitaceae, geralmente, apresenta flores unissexuais com polen pesado e pegajoso,
impedindo a transferéncia pelo vento (Nepi e Pacini, 1993; Costa et al., 2014) sendo a
polinizagdo dependente de insetos como as abalasnelliferaLinnaeus, 1758 @&rigona
spp. (Hymenoptera: Apidae) (Serra e Campos, 2010, Singh et al., 2014). A primeira espécie &
um hibrido entre as abelhas africanas e europeias, conhecidas como africanizadas (Singh et al.,
2014), a segunda pertencente a subfamilia Meliponinae conbeama abelhas nativas sem
ferrdo, sdo importantes na polinizacdo de espécies silvestres e cultivadas (Serra e Campos,
2010, Carvalho e Del Lama, 2015).

Abelhas prestam servicos cruciais na propagacdo de plantas, no entanto, estdo em
declinio em alguns paises, inclusive no Brasil, provavelmente efeito da combinacéo de fatores
como perda de habitat, patégenos e o uso intensivo de agrotéxicos (Tomé et al., 2012, Costa et
al., 2014). A reducado das colbnias de abelhas, conhecida como Disturbio do Colapso das
Colbnias (CCD, sigla em inglés) coloca em risco a polinizacdo e a producdo de produtos
apicolas como mel, cera, prépolis e geleia real (Barth, 2004; Matos et al., 2014).

As abelhas sdo expostas aos inseticidas pelo contato da superficie de plantas
contaminadas durante a colheita do polen e néctar ou ingerindo seiva de plantas originadas de
sementes revestidas com inseticida sistémico (Chauzat et al., 2006; Girolami et al., 2009). Os
pesticidas abamectiacetamiprida, cartap-cloridrato, clorfenapir, deltametrina e tiametoxam
utilizados emCucumis mel¢Cucurbitaceae) foram téxicos para operadias. melliferapor
pulverizacdo direta, dieta contaminada e contato com folhas pulverizadas (Costa et al., 2014).
Larvas deMelipona quadrifasciatd_epeletier, 1836 (Apidae: Meliponinglimentadas com
dieta contaminada com o inseticida imidacloprido apresentaram elevada mortalidade e
comprometimento da mobilidade dos adultos (Tomé et al., 2012).

A contaminacgao @ abelhas por inseticidas pode afetar a reproducao, aprendizado,
forrageamento e o crescimento com a ma formacéo da pupa e falha na emergéncia de adultos
(Koskor et al. 2009, Belzunces et al. 2012) ou alterar o comportamento dos insetos pela
irritabilidade e repeléncia (Tomé et al., 2012, Xavier et al., R presenca de residuem
polen, néctar e cera interferem na qualidade e valor de mercado (Dively e Kamel, 2012).

Inseticidas botanicos, no controle de pragas agricolas (Erler e Cetin, 2009, Vojoudi et
al., 2014), sdo vantajosos por, geralmente, serem menos toxicos a organismos nao alvos e ao
ambiente, em razdo da rapida degradacéao ou por desaparecerem das folhagens da planta po

volatilizacdo, minimizando o contato residual a polinizadores e agentes de controle biolégico
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(Ismam, 2000). No entanto, apesar do termo natural, algumas substancias presentes em plantas
séo repelentes e toxicas as abelhas (Singh e Upadhyay, 1993, Carayon et al., 2014). Extratos de
Petroselinum sativum (Apiaceae), Laurus nobilis (Lauraceae) Plantago psyllium
(Plantaginaceadpram seletivos, mas os @cer arietinum(Fabaceaeg Myristica fragrans
(Myristicaceag mataram 80 e 70%, respectivamente, dos individudgpdemellifera syriaca
(Zaitoun, 2007). O bioenseticida spinosad foi toxidd. ajuadrifasciataem doses inferiores a

de campo (Tomé et al., 2015a). Assim, produtos botanicos ndo devem ser isentos de avaliacdo
toxicoldgica.

A vulnerabilidade deA. melliferaa pesticidas tem sido estudada (Albo et al., 2003;
Costa et al., 2014), mas o efeito destes produtos em abelhas nativas sem ferradyiguma a
hyalinata(Lepeletier, 1836) (Hymenoptera: Apidae) € escasso, principalmente, com inseticidas
botanicos. O desenvolvimento (ovo-adulto) das abelhas sem ferrdo, geralmente, é mais longo
que aApisspp., e, por isto, seu declinio pode afetar de forma mais severa a sobrevivéncia destas
espécies. As abelhds hyalinataséo polinizadores nativos, com grande importancia para
manutencao do agrossistema (Slaa, 2006).

O uso em conjunto da seletividade ecoldgica (minimizar a exposi¢cao de organismos nao
alvos) e fisiolégica (inseticidas mais toxicos as pragas que a organismos nao alvos) pode reduzir
o efeito deletério de pesticidas em organismo benéficos (Ripper E35dl). Mecanismos
comportamentais aumentam a capacidade de o0s insetos evitarem 0 contato com compostos
toxicosatravés da fuga apés a deteccdo de substancias irritantes ou repelentes (Beckel et al.,
2004, Tomé et al., 2012). Por isso, conhecer as alteracdes comportamentais dos insetos em
contato com inseticidas sdo importantes na escolha de produtos seletivos.

Inseticidas botanicos no Manejo Integrado e no Manejo Ecolégico de Pragas sao
geralmente, mais seguros a saude do homem e ao ambiente do que 0s sintéticos e representar
uma alternativa aos agricultores organicos (Isman, 2000; Koul et al, 2008, Erler e Ce)in, 2009
Oleos essenciais de gengibi@&ngiber officinale(Zingiberaceae)]; mentaMentha piperita
(Lamiaceae)]; oréganoOfiganum vulgare (Lamiaceae)] e tomilho Thymus vulgaris
(Lamiaceae)] podem ser usados no controle de insetos-pragas (Erler e Cetin, 2009,Vojoudi et
al., 2014),porém o efeito sobreas abelhas, que indiretamente entram em contato, é
desconheciddDada a importancia das abelhas na polinizacdo das culturas e flores silvestres,
devem ser tomadas medidas para evitar declinio da populacéo.

O objetivo foi determinar as toxidades letais {§le (Clsg) dos Oleos essenciais de
gengibre, menta, orégano e tomilho, usados no controle de praga, e observar os padrées de
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locomocéo em arenas totalmente e parcialmente tratadas corgoae€ies produtos para os
polinizadoresA. melliferae T. hyalinata

Material e Métodos
Coleta das abelhas e obtencéo dos 6leos essenciais

Operarias forrageiras de melliferae T. hyalinataforam obtidas de colénias do Apiario
da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, MG e coletadas na entrada das col6nias com auxilio
de um frasco com boca larga. Os testes foram conduzidos em camaraB.O.Da32+1°Ce 28+
1°C paraA. melliferae T. hyalinatarespectivamente.

Oleos essenciais de gengibre, menta, oréganos e tomilho foram adquiridos da Ferquima
Industria e Comércio Ltda. (Vargem Grande Paulist8do Paulo, Bragilextraidos pelo
fornecedor em escala industrial por destilacdo a vapor das folhas (menta e oréganos),
folhas/flores (tomilho) e das raizes (gengibre). A Cromatografia dos 6leos essenciais foi

fornecida pela empresa (Tabela 1).

Bioensaio de toxicidade

As concentraces utilizadas dos 6leos de gengibre, menta, orégano e tomilho variaram
com o modo de exposigao e via de contato com faixa de 0,5 a 25% (v/v). Acetona foi utilizada
como solvente, pois ndo apresentou toxidade as abelhas em testes preliminares contendo ague
e acetona pura. As abelhas foram colocadas na geladeira por cinco minutos para facilitar o
manuseio antes da montagem dos experimentos.

Exposicao dos insetos em superficie contaminadapel filtro (9 cm) foi impregnado
com 500 puL da solugdo nos concentrados dos 6leos de gengibre, menta, orégano e temilho
deixados secar a sombra por uma hora. Dez abelhas foram colocadas por pote plastico (250 ml)
forrado com o papel filtro tratado. Os potes foram furados na lateral para insercdo de um tubo
contendo agua e mel (1:1) e as tampas perfuradas e recobertas por organza para ventilagdo. Un
chumaco de algoddo embebido com agua foi colocado no fundo dos recipientes em todos 0s
tratamentos. A mortalidade foi avaliada as 24 e 48h (Moraes et al., 2000).

Exposicao topicaAbelhas foram expostas pgull topicamente no messonoto, entre o
1° e 2° par de pernas, em concentracdes pré-estabelecidas dos 6leos de gengibre, menta, orégar
e tomilho. Dez abelhas foram colocadas por pote plastico (250 mL) nas mesmas condicdes da
aplicacao por contatdA mortalidade foi avaliada as 24 e 48h (Gashout e Guzman-Novoa,
2009.
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Exposicéo por ingestdoAs abelhas foram privadas da alimentagdo por trinta minutos.
Os 06leos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho foram incorporados a dieta liquida
(dgua: mel) com o emulsificante Twé&e80, 0,01% (v/v), para solubiliza¢do. Dez abelhas
foram colocadas por pote plastico (250 mL) e a agua fornecida em todos os tratamentos. A
mortalidade foi avaliada as 24 e 48h (Tomé et al., 2015b).

Bioensaios de Locomocéo

Dois bioensaios locomotores foram realizados paraeliferae T. hyalinataem arenas
totalmente e parcialmente tratadas com os 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano e
tomilho (Guedes et al, 2009). As arenas foram confeccionadas em placas de Petri (9 cm de
didametro), cujo fundo foi recoberto por papel filtro e as paredes revestidas com Teflon® PTFE
(DuPont, Wilmington, DE, USA) para evitar o escape dos insétpapel filtro foi tratado pela
aplicacdo de500 pL dos Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho na
concentracdo (Gl) estabelecida no teste de contato. O controle teve apenas acetona sobre o
papel.

Em ambos os bioensaios as arenas foram levadas ao sistema de rastreamento com
camera de video acoplada a um computador (ViewPoint Life Sciences Inc., MeQtagada)

e liberada uma abelha ao centro avaliando o comportamento locomotor por 10 minutos.

O bioensaio, sem chance de escolha, foi constituido de duas arenas, a primeira
totalmente tratada com os 6leos essenciais e a outra apenas acetona. A distancia percorrida,
velocidade de movimentagdo, tempo e niumero de paradas das abelhas foram avaliados. No
bioensaio com chance de escolha, a arena foi confeccionada com metade tratada com o 6leo

essencial e outra metade ndo. O tempo de permanéncia em cada arena foi avaliado

Analise estatistica

No bioensaio de toxidade, o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
constituido de cinco repetices por tratamento (concentragdes dos 6leos essenciais). Grupos de
10 abelhas foram usados por repeticéo, totalizando 50 abelhas por concentracadOestada.
dados corrigidos pela formula de Abbott (Abbott, 1925) foram estimados pela anélise de Probit
pelo SAS (SAS Institute, 1997) e determinada as concentracdes leteise(Cleg) € seus
limites de confianca. A tolerancia relativa entre as espécies foi calculada pela formgta ITR

CLso do produto pard. hyalinata/ CLso produto para\. mellifera
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No teste de caminhamento, os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado com 14 repeticbes, cada uma, constituida por uma abelha. A cada
repeticdo o papel filtro e as abelhas foram substituideddados foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% para o bioensaio sene chance d
escolha e o teste de t a 5% para bioensaio com chance de escolha utilizando-se &gdbtware
(SAS Institute, 1997).

Resultados

Bioensaio de toxicidade

Contato (superficie contaminada)A toxidade dos Oleos essenciais foi, em ordem
decrescente, orégano, tomilho, menta e gengibrefparelliferae T. hyalinatads 24 e 48h
(Tabelas 2 e 3).

Trigonahyalinatafoi 1,10x e 1,29x vezes mais tolerante (¥§)Rao gengibre, 1,62x e
1,73x a menta, 7,52x e 14,10x ao orégano e 3,18x e 3,74x ao tomilAomediferaa 24 h e
48h respectivamente (Tabela 4).

Topica O 6bleo essencial de gengibre foi o menos toxico por aplicacédo tépica para as
abelhasA. melliferae T. hyalinata seguido dos 6leos de menta, tomilho e orégano (Tabelas
e 3).

Trigona hyalinatafoi menos sensivel qu&. melliferaaos 6éleos de gengibre, menta,
orégano e tomilho a 24 e 48bmo observado pelo indice de tolerancia relativagdiRabela
4).

A aplicacéo topica apresentou menor declividade (Slope) da curva de concentragéo-
mortalidade.

Ingestdo: A curva concentracdo-mortalidade p@rameliferae T. hyalinatando foi
determinada devido a alta porcentagem de mortalidade em todas as concentragfes. Isso
impossibilita a definicdo real da morte (inani¢cado alimentar ou toxidade caso as abelhas tenham

provado o alimento).

Bioensaio de locomocao
Area totalmente tratadaAdultos deA. melliferareduziram a distancia percorrida &
= 2,12;p <0,05) e a velocidade de caminhamentgs{E 2,72;p <0,05) e aumentou o0 numero

(F1,690=6,11;p <0,05) e tempo de parada g=9,05,71p <0,05) em arenas tratadas com o 0leo
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essencial de orégano. Para os 0leos de gengibre, menta e tomilho ndo houve diferenca do
controle (p >0,05) para os parametros avaliados (Figura 1). Arenas tratadas com os 6leos de
orégano e tomilho reduziram a velocidade de movimentacdo e a distancia percorrida e
aumentou o numero de paradaTdenyalinata O tempo em movimento ndo diferiu entre
tratamentos. Os Oleos essenciais de gengibre e menta foram semelhantes ao controle para o¢
parametros avaliados (Figura 1). PadrBes caracteristicos do caminham&nioetiderae T.
hyalinataem arena totalmente tratada sdo mostrados na Figura 3.

Area parcialmente tratada Os Oleos de gengibreifs- 4,89 p <0,05), tomilho
(t1,26=2,82 p <0,05) e menta {bs= 2,17 p <0,05), afetaram o tempo de permanénciadde
mellifera no hemisfério tratado, permanecendo menor tempo neste, ja para o orégano o
polinizador permaneceu por uma proporcao de tempo semelhante nas duas metades da arenc
(Figura 2).Trigona hyalinatgpermaneceu menor tempo em arenas tratadas com gengibre (t
2,84 p <0,05) e tomilho (t2s-2,09 p <0,05) e com tempo semelhante para os 6leos de menta
e orégano (Figura 2RadrBes caracteristicos do caminhamentd.deelliferae T. hyalinata

em arena totalmente e parcialmente tratada sdo mostrados na Figuras 4.

Discussao

Bioensaio de toxicidade

Diferencas na toxidade entre os 6leos de gengibre, menta, orégano e tomilAo para
mellifera e T. hyalinataestdo relacionadas dentre outros fatores a taxa de penetracdo ou
atividade de substancias tdxicas no organismo. A penetracao dessas substancias na cuticula do:
insetos é diretamente proporcional a sua lipofilicidade no qual compostos lipofilicos, devido a
semelhanga com a cuticula, difundem mais facilmente no corpo dos artrépodes (Hornsby et al
1996, Leite et al., 1998). A concentracéo e toxicidade dos aleloquimicos bioativos presentes
sdo outros fatores determinantes nesse processo (Isman, 2000, Koul et al., 2008). Acéo
inseticida de produtos botanicos € atribuida, principalmente, aos terpenos, substancias
encontradas em plantas para protecdo de insetos-pragas e patdgenos (Erler e Cetin, 2009,
Machial et al., 200Ribeiro et al., 2016

A maior toxidade do 6leo de orégano pAramelliferapor contato e topica sugere
cautela no uso e a adocao do principio da seletividade ecolégica, aplicando em horario de baixo
forrageamento e evitando periodo de florescimento para minimizar a exposicdo as abelhas
(Joshi e Joshi 2010). A maior toxidade desse 6leo € atribuida ao fato do composto majoritério

carvacrol (fenol) ser mais téxico que o zingibereno (hidrocarboneto) do gengibre e o mentol
54



(@lcool) da menta (Erler e Cetin, 2009). Apesar da toxidade do orégan®. pg/ainataas
CLs desse produto sao superiores as encontradas no controle de pragas (Cetin et al., 2007; Erlet
e Cetin, 2009; Yazdani et al., 2014, Ribeiro et al., 2015), indicando baixo grau de contaminacao
a este polinizador desde que usada nas concentagiess.

A toxicidade do tomilho, principalmente paka melliferg confirma o observado em
outros experimentos com reducdo do movimento das abelhas e na producao de cera (Carayon
et al., 2014). O timol, composto ativo, extraido do tomilho é ultilizado no controle do acaro
Varroa destructor{Charpentier et al., 2013) e do funijosema ceranagCosta et al., 2009
em A. mellifera A concentracdo téxica pafla hyalinatafoi acima das observadas para o
controle de praga (Machial et al., 2009; Yazdani et al., 2014). A meia vida residual de
inseticidas botanicos é mais curta no campo, assim, o tempo de exposi¢cdo e o efeito em
organismo nao alvo serdo reduzidos, além de, geralmente, apesenénor toxidade que 0s
sintéticos, como observado para o timol que foi 50 vezes menos toxico a abelhas que o
dimetoato (Albo et al., 2003). Devido a sua volatilidade, os 6leos essenciais tém menor
persisténcia em campo, assim, apesar da susceptibilidade a polinizadores um ou mais dias apos
a aplicacéo, as abelhas podem néo ser susceptiveis ao envenenamento por contato residuais, t
como muitas vezes ocorre com inseticidas convencionais (Isman, 2000).

A baixa toxidade dos 6leos de menta e gengibre as duas espécies de abelhas via tépica
e contato pode esteelacionada a auséncia de susceptibilidade e/ou a menor taxa de penetracao
dos metabdlitos desses Oleos na cuticula das abelhas (Yu, 1987, Leite et al., 1998), conferindo
a esse produto maior seguranca aos polinizadores quando aplicado. Assim, devem ser
preferiveis no controle de pragas durante a floragdo quando as plantas sdo visitadas pelas
abelhas.O grau de toxidade de substancias botanicas para abelhas foi em ordem
decrescente do acido oxalico> orégane timol > mentol, sendo este Ultimo semelhante ao
controle (Ebert et al., 2007). Apilife Var® usado no control® deestructomapresenta mentol
em sua composicao, porém este composto ndo foi detectado no cérebro e corpo de abelhas e
nem na cera produzida (Carayon et al., 2014)aika toxidade do 6leo de menta foi, também,
relatada para larvas égissp.,CLs0=382,8 pg/larva, enquanto os de tomilho e orégano foram
toxicos comClLso= 150,7e 236,4 pg/larva, respectivamente (Gashout e Guzman-Novoa, 2009

Alteracdo na cor, sabor e odor observado na dieta contaminada com os o6leos de
gengibre, menta, orégano e tomilho pode ter afugentado as abelhas e evitado a alimentagéo. A
morte das abelhas neste periodo sugere inani¢cao alimentar como observado para o 6leo de nim
gue apresentou toxidade por contat. anelliferg mas, impossibilitou avaliacdo por ingestéao
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pela auséncia de alimentacdo das abelhas por esta via, atribuida a propriedade antialimentar do
principio ativo azadiractina presente no nim (Ladurnat. €005). A repeléncia pode ser em
condicGes de campo, favoravel as forrageiras por evitarem plantas tratadas.

A menor declividade (Slope) da curva de concentracdo-mortalidade para aplicacéo
topica que por contato sugere diferente susceptibilidade com o modo de aplicacéo e que adultos
de A. melliferae T. hyalinatarespondem de forma mais homogénea quando em contato com
superficie. O declive das curvas pode indicar a poténcia de um inseticida e o grau de
homogeneidade genética envolvidos na tolerancia, por exemplo, 0s genes para as enzimas de
desintoxicacao na populacéao de ensaio (Rinkevich et al., 2015). Valores altos de declividade da
curva indicam que pequenas variagdes na dose do produto causam grandes variagdes na
mortalidade, resultando em resposta homogénea da populacdo (Kerns e Gaylor 1992). A
aplicacdo de inseticidas com esta resposta € mais nociva a organismos benéficos e deve ser
evitada em horéario de forrageamento e realizada a calibrac@o correta paraoe@fitos
sobre os polinizadores no campo.

A susceptibilidade entrd. melliferae T. hyalinataaos 6leos de gengibre, menta,
orégano e tomilho diferem de relatos de que quanto maior a abelha, menos suscetivel a pesticida
(Moraes et al., 2000, Valdovinos-Nufies et al., 2009). Alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas,
presenca de enzimas desintoxicantes, niveis de depdsitos de gordura e o pH da hemolinfa entre
espécies podem explicar a diferenca de vulnerabilidade dessas espécies (Ahmad e Johanser
1973, Desneux et al., 2007). A penetracéo de substancias e sua translocacédo até o alvo de aca«
estdo relacionadas, também, a caracteristicas como espessura, superficie especifica e naturez
lipofilica da cuticula de cada inseto (Hornsby e1886, Leite et al., 1998).

Bioensaio de caminhamento

A reducdo da distancia percorrida e da velocidade de movimentacdo e aumento do
namero de parada de adultosfdenelliferapor contato com o éleo de orégano & deyalinata
com os de orégano e tomilho mostram efeito de arrestancia no qual o inseto tende a parar ou
tornar os movimentos mais lentos (Desneux et al., 2007). Isto pode ser uma forma do inseto
evitar ou diminuir o contato com o inseticida (Beckel et al. 2004) e a quantidade de pesticida
acumulada no tarso (Zhai e Robinson 1992). A elevada toxicidade e o efeito residual de
inseticidas podem causar reducdo na movimentacao (Tillman e Mulrooney, 2(0€
melliferaapresentou déficit locomotor apds a exposi¢cao a dose subletal de trés piretroides e um

neonicotinoide e esta acao foi atribuida ao efeito das substancias no sistema nervoso central
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(cérebro e em outros ganglios) prejudicando informac6es de comando e locomoc¢ao (Charreton
et al., 2015).

O menor tempo de permanéncia em arenas tratadas com gengibre, menta e tomilho para
A. mellifera e gengibre e tomilho para. hyalinatasugere mudanca de comportamento e
irritabilidade reduzindo a permanéncia desses polinizadores em éareas tratada com os 0leos
essenciais (Desneux et al., 2007). O comportamento de irritabilidade a inseticida pode estar
associado a resposta neurotoxica do organismo (Haynes, 1988). ApO6s o contato com a
superficie contaminadas insetos podem ser estimulados a mudar o comportamento e deixar
0 ambiente (Watson e Barson 1996). Esta caracteristica aliada a menor toxicidade dos 6leos de
gengibre e menta pode resultar em menor toxidade as abelhas em campo. A auséncia no tempc
de parada para o 6leo de orégano pode estar relacionada a rapida intoxicacdo, alterando se
comportamento, no qual o polinizador parou mais vezes levando a propor¢do de tempo

semelhante nas duas metades da arena.

Conclusoes
Os 6leos de menta e gengibre foram seletivosAanzlliferae T. hyalinata Os éleos

de orégano e tomilho por serem moderadamente toxicos, principalmentd,. paedliifera
devem ser usados com cautela e de preferéncia fora da floracéo.

Trigonahyalinatafoi menos sensivel aos 6leos de gengibre, menta, orégano e tomilho
que a espécia. mellifera

O contato em arenas tratadas asconcentracdes subletais dos éleos de orégano e
tomilho reduziram a distancia percorridawelocidade de movimentacdo e aumentou o nimero
de parada d@&. hyalinata O 6leo de orégano reduziu a velocidade e a distancia percorrida e
aumentou o tempo e numero de parada paraelliferaem arena tratada.

Os oOleos essenciais néo repeliram os polinizadores. Os 0leos de gengibre, menta e
tomilho causaram irritabilidade pafa melliferae os de gengibre e tomillean T. hyalinata
pela menor permanéncia das abelhas em arenas tratadasamroentragdes subletais desses

Oleos.
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Tabela 1L Nome comum, nome cientifico e familia, componentes majoritarios e parte do vegetal
utilizado para extrair os 6leos essenciais testados ggisemelliferae Trigona hyalinata
(Hymenoptera: Apidae)

Nome comum Nome cientifico (Familia) Componentes majoritarios (%) Parte
Gengibre Zingiber officinale Zingibereno (33%), beta-sesquifelandreno Rizoma
A (12%), p-bisaboleno (10%), canfeno (8%),
(Zingiberaceae) mirceno (7%)
Menta Mentha piperita Mentol (55%), mentona (25%), acetato de Folha
(Labiatae) metilo (10%)
Orégano Origanum vulgare Carvacrol (70%), p-cimeno (15%), timol Folha
0,
(Lamiaceae) (4,3%)
Tomilho Thymus vulgaris Timol (50%), p-cimeno (40%), linalool Folha/flor
(Lamiaceae) (6,0%)
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Tabela 2. Toxidade dos Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilbApisara
mellifera (Hymenoptera: Apidae) via contato e tdpico por 24 e 48h

M.exp. n T CLso(IC) CLgo(IC) Slope X2
Contato 350 24h 22,01(20,89-23,01) 26,53 (25,22-28,56 15,80 + 2,23 50,22
Gengibre 350 48h 17,19 (14,69-18,91 28,14 (24,26-41,08 5,99 +1,46 16,82

Tépico 300 24h 17,98 (15,09-19,68 27,41 (24,73-34,18 7,00+ 1,57 19,84
250 48h 14,40 (12,09-16,78 33,42 (26,58-50,52 2,49+ 0,36 47,62

Contato 350 24h 13,35 (12,21-14,28 17,24 (16,03-19,23 11,52+ 1,87 38,00

Menta 300 48h 11,19(10,24-12,02) 14,38 (13,27-16,37 11,75+2,04 33,17
Tépico 300 24h 12,58 (8,22-14,62) 25,50 (21,14-46,44 4,17 +1,20 11,73

300 48h 12,28 (9,71-14,38) 29,11 (23,38-44,58 3,42+ 0.65 27,25

Contato 300 24h 0,95 (0,71-1,24) 3,22 (2,31-5,31) 2,42%0,33 53,00

Orégano 250 48h 0,42 (0,29-0,50)  1,35(0,99-2,34)  2,55+0,47 29,15
Tépico 300 24h 2,03(1,32-2,87) 9,88 (6,47-19,61) 1,86+0,30 39,14

250 48h 1,29 (0,79-1,83) 4,39 (2,85-11,88) 2,41:0,58 17,29

Contato 300 24h 2,61(2,05-3,15) 6,39 (5,16-8,75) 3,30+0,47 48,50

Tomilho 250 48h 1,19 (0,94-1,53) 2,75 (2,02-4,6) 3,53+0,58 36,81
Topico 300 24h 3,30 (2,13-4,38) 9,84 (7,54-14,36) 2,50+0,36 47,62

250 48h 1,78 (1,19-2,41) 5,81 (4,26-8,85) 2,49+0,36 47,62

M. exp= modo de exposi¢cdo, n= numero de individuos, T= tempo de avaliacdo, IC= intervalo de
confianca a 95%%?= quiquadrado. Nivel de significancia de P <0,0001.
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Tabela 3. Toxidade dos 6leos essenciais de gengibre, menta, tomilho e orégamoigmra
hyalinata(Hymenoptera: Apidae) via contato e topico por 24 e 48h

M.exp. n T CLso(IC) CLeo(IC) Slope X2
Contato 400 24h 24,17 (22,36-25,88 38,01 (34,12-45,42) 6,52 + 0,94 47,28
Gengibre 350 48h 22,19(20,41-23,97) 35,19(30,90-45,17) 6,04 +1,13 31,82

Topico 400 24h 32,65(29,26-37,14) 77,22 (61,86-109,66 3,42+0,43 63,90
400 48h 31,44 (27,64-36,62 90,81 (69,18-140,09 2,780,350 63,11
Contato 400 24h 21,61 (20,20-22,96 30,74 (28,20-35,29) 8,37 +1,19 49,81
Menta 350 48h 19,37 (18,08-20,51 26,57 (24,75-29,51) 9,33 +1,23 57,18
Topico 400 24h 16,38 (14,21-18,26 35,97 (30,82-45,95) 3,75+0,51 52,71
350 48h 13,20 (10,97-15,27 43,30 (34,55-61,67) 2,48+0,32 59,31
Contato 300 24h 7,14 (6,08-8,13) 10,87 (9,47-13,31) 7,00 +1,08 41,72
300 48h 5,92 (5,06-6,70) 10,07 (8,82-12,18) 5,55+0,80 48,69
Orégano Topico 300 24h 4,57 (3,37-5,79) 20,01 (15,04-30,32) 1,63+0,17 61,05
300 48h  3,45(2,55-4,49) 21,23 (15,67-32,06) 1,63+0,17 87,57
Contato 250 24h 8,29 (6,90-9,51) 18,15 (15,29-23,81) 3,76 + 0,56 45,24
Tomilho 300 48h 4,45 (3,28-5,64) 13,59(10,67-18,91) 2,02+0,26 61,42
Topico 300 24h 6,53 (4,91-8,12) 30,41 (22,82-47,06) 1,92 +0,25 58,22
300 48h 5,24(3,93-6,57) 26,03(19,77-38,45) 1,84 +£0,21 73,24
M. exp= modo de exposi¢cdo, n= numero de individuos, T= tempo de avaliacdo, IC= intervalo de
confianca a 95%%*= quiquadrado. Nivel de significancia de P <0,0001.
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Tabela 4 indices de tolerancia relativa (13§ dos oleos essenciais de gengibre, menta,
orégano e tomilho para adultosAleis melliferae Trigona hyalinata(Hymenoptera: Apidae)

ITRso (Th./Am.)

Oleo essencial 24h 48h
Contato

Gengibre 1,10 1,29

Menta 1,62 1,73

Orégano 7,52 14,10

Tomilho 3,18 3,74
Topico

Gengibre 1,82 2,18

Menta 1,30 1,07

Orégano 2,25 2,67

Tomilho 1,98 2,94

indice de tolerancia relativa (IER: CLso paraT. hyalinata/ CLso paraA. melliferg.
Th./Am=T. hyalinatd A. mellifera
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Figura 1. Velocidade média, distancia percorrida, nimero de parada e tempo parado de adultos
de Apis mellifera(A) e Trigona hyalinata(B) (Hymenoptera: Apidae) em bioensaios sem
chance de escape expostas por contato a concentracdes subletais de quatro 6leos essenciai
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Tukéyds).
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Figura 2. Proporcao de tempo (média £ erro padrao) que os adultapigenellifera(A) e

Trigona hyalinata(B) (Hymenoptera: Apidae) permaneceram em cada metade de arena tratada
ou nao com 6leos essenciais. * O asterisco indica que a propor¢cao de tempo em que o inseto
permaneceu nesta metade da arena foi maior que na outra metade de acordo com o teste t ¢
P<0,05.
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Movimento rapido Movimento lento

Controle Gengibre Tomilho

Figura 3. Representacdo da movimentacao de adultédgptemellifera(A) e deTrigona hyalinata(Hymenoptera:
Apidade) (B) sem chance de escapearena tratada com 6lde quatraleos essenciais. * As Giforam obtidas
pela exposicdo por superficie contaminada.
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Figura 4. Representacdo da movimentacao de adultdgpdemellifera(A) e deTrigona hyalinataHymenoptera:
Apidade) (B) com chance de escape arena tratada com &t de quatrodleos essenciais. * As Gdforam obtidas

pela exposicéo por superficie contaminada.
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Conclusodes Gerais

Os Oleos essenciais de gengibre, menta, orégano e tomilho foram toxicos
principalmente a ovos e lagartaddwyalinata As pupas desse lepidoptera foram menos
afetadas necessitando de maiores concentracOes ipgiabilizacdo da emergéncia dos
adultos.

Os o6leos de gengibre, menta, orégano e tomilho foram seletivos ao pardsitoide
pupivorus A toxidade desses 6leos a pelo menos uma fase do cidlohgalinatae sua
seletividade ao parasitoidE. pupivorusindica potencial para o uso combinado ou
sequencial do controle biolégico e 6leos essenciais ho Manejo Integrado de Pragas.

A ingestédo de concentracfes subletais dos 6leos de gengibre, menta e tomilho
reduzma sobrevivéncia, a porcentagem de emergéncia e 0 peso de pupas e aamentou
duracao larval e pupal d® hyalinata

O dleo essencial de orégano apresentou forte acédo antialimentar e os de gengibre,
menta e tomilho apresentaram efeito moderado, reduzindo a alimentacao de lagartas de
D. hyalinata

Apis melliferafoi mais sensivel aos 6leos essenciais de gengibre, menta, orégano
e tomilho que a abelha natiVahyalinata.

Os 6leos de orégano e tomilho foram os mais toxicos, principalmenteA para
mellifera e o gengibre e a menta apresentaram baixa toxidadeApanelliferae T.
hyalinataem contato com superficie contaminada

O contato em arenas tratadas com concentracdes subletais dos 6leos de orégano e
tomilho reduziram a distancia percorrida eelocidade de movimentacdo e aumentou o
namero de parada de hyalinata O 6leo de orégano reduziu a velocidade e a distancia
percorrida e aumentou o tempo e numero de parad®parallifera.

Os 6leos de gengibre, menta e tomilho causaram irritabilidadé panalliferae
os de gengibre e tomilhoTa hyalinatapela menor permanéncia das abelhas em arenas

tratadas com concentragcdes subletais desses 0leos.
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