BRUNO PANDELO BRUGGER

BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon citratus
(Poaceae) E SEUS CONSTITUINTES EM LAGARTAS DE Antficarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) E NO PREDADOR Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae)

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
programa de  Pods-Graduagdo em
Entomologia, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS-BRASIL
2018



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

i

Briigger. Bruno Pandeld, 1984-
B891b Bioatividade do dleo essencial de Cyvmbopogon citratus
2018 (Poaceae) e seus constituintes em lagartas de dnricarsia

gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e no predador Podistis
nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) / Bruno Pandelé
Briigger. — Vicosa. MG. 2018.

vi. 65 1. : il. (algumas color.) : 29 cm.

Orientador: José Cola Zanuncio.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vicgosa.
Inchu bibliografia.

1. Pragas agricolas - Controle biologico. 2. Inseticidas.
3. Soja - Doencas e pragas - Controle biologico. I. Universidade
Federal de Vigosa. Departamento de Entomologia. Programa de
Pos-Graduacio em Entomologia. II. Titulo.

CDD 22. ed. 632.96




BRUNO PANDELO BRUGGER

BIOATIVIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon citratus
(Poaceae) E SEUS CONSTITUINTES EM LAGARTAS DE Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) E NO PREDADOR Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae)

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
programa de  Po6s-Graduagdo em
Entomologia para obtengdo do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 28 de fevereiro de 2018.

Rosa Angeélica Plata Rueda Luis Carlos Martinez Castrillon
Ricardo Alcéantara-de la Cruz Pedro Gdilherme Lemes Alves

i,

/63@: Cola Zanuncio
(Orientador)




il

AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida.

Aos meus pais, Marcio e Gilda, pela dedicacdo, carinho, exemplo e
confianca, pois sem eles este sonho nao seria possivel.

Aos meus irmaos Aline e Rodolfo, pelo companheirismo e amizade
durante minha caminhada.

A minha noiva Laila, pelo apoiou e momentos felizes proporcionados
durante o doutorado.

Ao professor e orientador Dr. José Cola Zanuncio pela aten¢do, paciéncia,
incentivo e confianca, acreditando no meu esforgo e trabalho.

Aos professores do programa de Pds-Graduacdo em Entomologia, que
contribuiram para meu crescimento académico, profissional e pessoal.

Aos colegas do laboratério, especialmente Rosa Angelica Plata Rueda e
Luis Carlos Martinez pelos ensinamentos, convivéncia, troca de experiéncias e
momentos de diversao.

Ao laboratorio de controle biologico juntamente com a Universidade
Federal de Vicosa por proporcionar toda a estrutura para realizagdo da pesquisa.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) pelo apoio financeiro.

Aos membros da banca por aceitarem o convite.

Com Grande honra e satisfacdo, que termino o doutorado em entomologia

pela Universidade Federal de Vicosa, permitindo maior preparo profissional.



il

RESUMO

BRUGGER, Bruno Pandeld, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2018. Bioatividade do dleo essencial de Cymbopogon citratus (Poaceae) e seus
constituintes em lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
e no predador Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). Orientador:
Jose Cola Zanuncio.

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) € o principal desfolhador
da soja, causando prejuizos na produc@o. O controle quimico é a principal
estratégia de controle desta praga, podendo afetar os inimigos naturais, o controle
biolégico ¢ uma alternativa, reduzindo os impactos negativos nos inimigos
naturais. Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae), inimigo
natural € utilizado em programas de controle biolégico. Os Oleos essenciais
podem substituir os produtos quimicos causando menor impacto ambiental e,
facilitando a transic@o da agricultura convencional para a organica. O objetivo foi
avaliar a atividade inseticida do 6leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon
citratus) (Poaceae) e seus constituintes contra lagartas de A. gemmatalis e o
predador P. nigrispinus. Foi realizado cromatografia para analise dos constituintes
do ¢6leo essencial de capim-limao. Seis concentra¢des de 6leo essencial de capim-
limdo e de seus constituintes foram aplicados no térax das lagartas de A.
gemmatalis e ninfas de P. nigrispinus. Avaliou se o comportamento locomotor
das lagartas e ninfas com sistema de video rastreado e a taxa respiratdria, com 0s
constituintes do 6leo essencial nas doses DLsy e DLgy, com respirometro. A
toxicidade do dleo essencial foi crescente entre os instares de lagartas de A.
gemmatalis e ninfas de P. nigrispinus. Os principais constituintes desse 6leo
incluem neral (31,5%), citral (26,1%) e acetato de geranila (2,27%). Os ensaios de
dose resposta, com 0s constituintes mostraram ser o acetato de geranila mais
toxico que o citral em A. gemmatalis e o inverso para P. nigrispinus. As taxas de
respiragdo (uL de CO, h™/inseto) de A. gemmatalis e P. nigrispinus com o acetato
de geranila e citral, com doses estimadas para os valores de DLsy e DLy,
diferiram. Lagartas e ninfas reduziram a mobilidade apds a exposicdo aos
constituintes do O6leo em superficies tratadas apresentando repeléncia e/ou
hiperatividade. Oleos essenciais e seus constituintes sdo eficientes no controle de
pragas, porém os consorcios com a utilizacdo de inimigos naturais devem ser

realizados com cautela.
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ABSTRACT

BRUGGER, Bruno Pandelé, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2018. Bioactivity of the essential oil of Cymbopogon citratus (Poaceae) and its
constituents in Anticarsia gemmatalis caterpillars (Lepidoptera: Noctuidae)
and in the predator Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae).
Advisor: Jose Cola Zanuncio.

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) is a main leaf defoliator
of soybean, causing production losses. Chemical control is the main strategy to
control these pests, but may affect natural enemies. Biological control has
become an alternative, reducing negative impacts on natural enemies. Podisus
nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae), general natural enemy is used
in biological control programs. Essential oils can replace chemicals causing less
environmental impact and facilitating the transition from conventional to
organic agriculture. The objective was to evaluate the insecticidal activity of
lemon grass essential oil (Cymbopogon citratus) (Poaceae) and its constituents
against A. gemmatalis caterpillars and the predator P. nigrispinus.
Chromatography was performed to analyze the essential constituents of
lemongrass. Six concentrations of lemon grass essential oil and its constituents
were applied to the thorax of A. gemmatalis caterpillars and P. nigrispinus
nymphs. It was evaluated the locomotor behavior of the nymphal and
caterpillars with a video system traced and respiratory rate, with the constituents
of the essential oil at doses DLsy and DLy, with respirometer. The toxicity of
the essential oil was increasing among instars of A. gemmatalis caterpillars and
P. nigrispinus nymphs. The main constituents of this oil include neral (31.5%),
citral (26.1%) and geranyl acetate (2.27%). Dose response assays with the
constituents of lemongrass essential oil showed to be geranyl acetate more toxic
than citral in A. gemmatalis and the inverse for P. nigrispinus. The rates of
respiration (uL of CO; h' / insect) of A. gemmatalis and P. nigrispinus with
geranyl and citral acetate, with estimated doses for LDsy and DLy, differed.
Caterpillars and nymphs reduced mobility after exposure to essential oil
constituents on treated surfaces exhibiting repellency and / or hyperactivity.
Essential oils and their constituents are efficient in pest control, but consortia

with the use of natural enemies should be carried out with caution.
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INTRODUCAO GERAL

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae)
€ o principal desfolhador da soja, Glycine max (Fabaceae) no Brasil (Pastori et al.
2012, Panizzi 2013), ocorrendo anualmente durante a fase de desenvolvimento
vegetativo da cultura, podendo tornar necessario o uso de inseticidas (Panizzi
2013). Os inseticidas quimicos causam impactos ambientais negativos e podem

afetar a acdo de inimigos naturais (Desneux et al. 2007).

Controle de pragas minimizam o uso de pesticidas quimicos, € sua
compatibilidade com agentes de controle biolégico permitem uma transi¢ao
sustentdvel da agricultura convencional a organica (Gradish et al. 2011).
Alternativas de menor impacto ao ambiente incluem a liberacdo de inimigos
naturais e o uso de bioinseticidas a base de microorganismos, extratos e 6leos

essenciais botanicos (Tavares et al. 2009, 2010; Pavela 2007, 2011).

Dentre os inimigos naturais, os artropodes predadores, geralmente
paralisam a presa e as devoram ou sugam os fluidos do corpo, alimentando se de
ovos, larvas (ou ninfas), pupas e adultos, consumindo vdrias presas durante seu

desenvolvimento (Weseloh & Hare 2009).

Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) é um predador de lagartas
desfolhadoras de importancia agricola (Saavedra et al. 1997; Zanuncio et al.
2016), ocorrendo durante o cultivo de soja (Bueno et al. 2012), predando lagartas
de A. gemmatalis, Spodoptera cosmioides, frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e
ovos de Euschistus heros (Heteroptera: Pentatomidae) (Denez et al. 2014),

tornando se um agente bioldgico do agroecossistema de soja (Gontijo et al. 2018).



A utilizacdo de inseticidas botanicos é uma alternativa limpa para o
controle de pragas em diferentes ambientes (Isman 2000), sendo mais seguro para
o0 homem e ambiente (Lenardis et al. 2011).

O capim-limdo, Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. (Poaceae), nativo da
India e do Sri Lanka (Zheng et al. 1993), tem propriedades antiftingicas (Khan &
Ahmad 2011), anti-inflamatéria (Boukhatem et al. 2014) e antibacteriana (Santin
et al. 2009). O dleo essencial dessa planta tem efeitos letais e subletais como
dissuasdo, repeléncia e deterrénte, diminuindo a capacidade de procura do
hospedeiro (Deletre et al. 2016, Tak & Isman 2016).

Compostos botinicos geralmente contém mistura de metabolitos
secundérios e dleos essenciais (Pavela 2007), como monoterpenos, sesquiterpenos
e fenilpropandides (Rubiolo et al. 2010). Difundem-se através da membrana
celular facilitando sua penetracio e as interacdes com seu sitio a¢do (Yegen et al.
1998). Interagem com o sistema nervoso (Enan 2001), favorecem as interagdes
sinérgicas entre seus componentes (Akhtar et al. 2012), inibem o desenvolvimento
(Zanuncio et al. 2016) e a oviposicdo (Isman et al. 2011), causam deterréncia
alimentar (Akhtar et al. 2012), sdo repelentes ou atraem outros insetos que
favorecerem a defesa, dispersdo de pdlen e sementes da planta (Azuma & Toyota
2012).

Inseticidas naturais pulverizados sobre plantas ou insetos-praga podem
afetar o terceiro nivel tréfico (Tavares et al. 2009, 2010). Um controle inadequado
de pragas reduz a ac@o dos inimigos naturais (Crampton et al. 2010), os quais
devem ser conservados em programas de manejo integrado de pragas (MIP)

(Duso et al. 2008). Uma baixa toxicidade dos biopesticidas para os inimigos



naturais € importante (Pereira et al. 2014), pois alguns, como a azadiractina,
exibiram efeitos subletais sobre os inimigos naturais, como parasitdide Telenomus
podisi (Hymenoptera: Scelionidae) (Tiirchen et al. 2016) e o predador P. nigripinus

(Zanuncio et al. 2016).

Anticarsia gemmatalis € controlada com inseticidas quimicos sintéticos,
podendo afetar o predador P. nigripinus, tornando o dleo essencial de dleo
essencial de capim-limdo uma alternativa para o manejo dessa praga em cultivos

de soja por pequenos agricultores.

O objetivo fo1 avaliar a atividade inseticida do dleo essencial de C. citratus

e seus constituintes contra lagartas de A. gemmatalis e seu predador P. nigripinus.
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Capitulo 1

Bioatividade do dleo essencial de Cymbopogon citratus (Poaceae) e seus
constituintes contra lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae)

1 Bruno Pandelo Briigger

1 Departamento de Entomologia/BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa,

36.570 900, Vicosa, Minas Gerais, Brasil



RESUMO

BRUGGER, Bruno Pandeld, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2018. Bio-atividade do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (Poaceae) e seus
constituintes contra lagartas de Anficarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae). Orientador: José Cola Zanuncio.

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae), a
principal praga desfolhadora da soja no Brasil, é controlada, principalmente, com
inseticidas sintéticos. Isto pode causar resisténcia, toxicidade para mamiferos e
organismos ndo-alvo, problemas de residuos e poluicio ambiental, tornando
necessdrio o desenvolvimento de alternativas de controle desse inseto. O objetivo
foi avaliar a toxicidade do 6leo essencial de capim-limado (Cymbopogon citratus
(DC.) Stapt.) e de seus principais constituintes para lagartas de A. gemmatalis. Foi
realizado cromatografia para andlise dos constituintes do 6leo essencial de capim
limao. Seis concentragdes de dleo essencial de capim-limao e de seus constituintes
foram aplicados no térax das lagartas desse inseto. Analisou se o comportamento
locomotor das lagartas com um sistema de video rastreado e a taxa respiratoria,
com os constituintes do 6leo essencial nas doses DLsy € DLgy, com respirometro.
O ¢leo essencial foi mais téxico em lagartas de primeiro instar de A. gemmatalis,
seguido daquelas de segundo, terceiro, quarto e quinto instares. Os principais
constituintes desse Oleo incluem neral (31,5%), citral (26,1%) e acetato de
geranila (2,27%). Os ensaios de dose resposta, com os constituintes do 6leo
essencial de capim-limdo mostraram ser o acetato de geranila mais téxico que o
citral em A. gemmatalis. As taxas de respiragdo (uL de CO, h’'/inseto) de A.
gemmatalis com o acetato de geranila e citral, com doses estimadas para os
valores de DLsy e DLy, diferiram. Lagartas reduziram a mobilidade apds a

expostosicdo aos constituintes do 6leo essencial em superficies tratadas.



10

1 INTRODUCAO

A lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) é a
principal praga desfolhadora da soja, Glycine max (Fabaceae) no Brasil (Panizzi
2013). Esse inseto ocorre da regido central dos Estados Unidos a Argentina
(Hoffmann-Campo et al. 2003). Esta praga danifica outras culturas como
amendoim, (Arachis hypogaea), alfafa, (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa)
feijao, (Phaseolus vulgaris), ervilha, (Pisum sativum) (Fabaceae) e trigo,
(Triticum aestivum) (Poaceae) (Greene et al. 1976). Folhas superiores e inferiores
sd0 as mais consumidas e a planta pode ser completamente desfolhada (Waters &
Barfield 1989), deixando apenas as nervuras das folhas (Bundy & McPherson

2007).

No Brasil, A. gemmatalis ocorre durante o ano todo, especialmente, na fase
vegetativa das plantas de soja e seu controle é conduzido, principalmente, com
inseticidas sintéticos (Panizzi 2013). Esses produtos podem induzir a resisténcia
de insetos (Qayyum et al. 2015), causar toxicidade a mamiferos (Arslan et al.
2016) e organismos nao-alvo (Pereira et al. 2009), problemas de residuos (Liu et
al. 2011) e polui¢do ambiental (Wan et al. 2015), tornando necessdrio o
desenvolvimento de métodos alternativos para o manejo de A. gemmatalis. O
manejo integrado e ecoldgico de pragas busca o uso de produtos mais seguros a
saide do homem e ao ambiente que os quimicos sintéticos (Isman 2006; Martinez

et al. 2015; Plata-Rueda et al. 2017).

Substéncias bioativas de inseticidas botanicos podem reduzir o potencial de

resisténcia de pragas (Isman 2006; Zanuncio et al. 2016; Martinez et al. 2017).
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Extratos e 6leos essenciais de origem vegetal apresentam compostos aromaticos,
hidrocarbonetos oxigenados, monoterpenos, sesquiterpenos alifdticos como
compostos majoritdrios que atuam em sinergismo com outras substincias
presentes em menores quantidades e podem ter propriedades biolégicas contra
diferentes organismos (Bakkali et al. 2008; Martinez et al. 2015; Zanuncio et al.
2016). Esses compostos atuam como repelentes, deterrentes de oviposicao e
alimentacdo, reguladores de crescimento e toxicos para larvas e adultos de pragas
com baixa polui¢do e degradacdo no ambiente (Chermenskaya et al. 2010; Plata-
Rueda et al. 2017). A busca por substincias naturais para prote¢ao de plantas,
especialmente, na agricultura orgdnica aumenta o interesse por inseticidas

botanicos (Isman et al. 2011; Martinez et al. 2017).

O capim-limao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) (Poaceae), nativo da
India e do Sri Lanka (Zheng et al. 1993), tem propriedades antifingica (Khan &
Ahmad 2011), anti-inflamatéria (Boukhatem et al. 2014) e antibacteriana (Santin
et al. 2009). O oleo essencial dessa planta tem efeitos letais e subletais como
dissuasdo, repeléncia e deterréncia, diminuindo a capacidade de procura do
hospedeiro por insetos como Aedes albopictus (Diptera: Culicidae) (Hao et al.
2008), Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Oyedele et al. 2002), Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Deletre et al. 2016), Grapholita molesta (Lepidoptera:
Tortricidae) (Sant'Ana & Gregério 2016), Lycoriella ingenua (Diptera: Sciaridae)
(Park et al. 2008), Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) Tribolium
castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) (Stefanazzi et al. 2011) e Trichoplusia ni

(Lepidoptera: Noctuidae) (Tak & Isman 2016).
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Anticarsia gemmatalis € controlada com inseticidas quimicos sintéticos e o
6leo essencial de capim-limd@o pode ser uma alternativa para o manejo dessa praga
em cultivos de soja e milho. O objetivo foi avaliar a atividade inseticida do 6leo
essencial de capim-limdo e de seus constituintes majoritdrios contra lagartas de A.

gemmatalis.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Criacao de insetos

Individuos de A. gemmatalis foram obtidos do Laboratério de Controle
Biolégico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa (UFV) em Vicosa,
Estado de Minas Gerais, Brasil. Adultos de A. gemmatalis foram mantidos em
gaiolas cubicas de madeira de 30 cm com as laterais teladas, tampa de vidro e
recobertas, internamente, com papel para oviposicdo em sala climatizada
(temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 70 + 10% e 12 h fotoperiodo) e
alimentados com solucdo nutritiva embebida em algoddo colocado no fundo das
gaiolas. A cada dois dias, os papéis contendo posturas foram retirados, cortados
em tiras (2,5 x 10 cm) e transferidos para recipientes de poliestireno de 1000 mL.
Lagartas de A. gemmatalis foram alimentadas com cubos de dieta artificial
constituida por 10 g de 4gar, 15,6 g levedura de cerveja, 25 g gérmen de trigo, 25
g proteina de soja, 31,2 g de feijao, 12,5 g de caseina e 2,5 ml de solucdo
vitaminica (acido ascorbico 1,2%, pantotenato de célcio 0,03%, niacina 0,015%,
riboflavina 0,008%, tiamina 0,004% e HCIl 0,004%) (Greene et al. 1976). Grupos

de vinte lagartas de A. gemmatalis foram acondicionados por recipiente de
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poliestireno até a pupagdo. A assepsia dos recipientes foi realizada a cada 48
horas. Individuos imaturos de A. gemmatalis, sem amputagdes ou mas formagdes
aparentes, foram utilizados nos bioensaios.

2.2 Toxicidade do dleo essencial de capim-limao em Anficarsia gemmatalis

O ¢leo essencial de capim-limao foi adquirido da empresa Destilaria Bauru
Ltda. (Catanduva, Sdao Paulo, Brasil), extraido pelo fornecedor em escala
industrial por hidrodestilagdo. A eficicia do 6leo essencial de capim-limao foi
determinada calculando-se a DLsy e DLoy em laboratério. Seis concentrages de
Oleo de capim-limao foram ajustadas, além do controle (acetona), em 1 mL de
solucdo-mae (6leo essencial e acetona): 1,62, 3,12, 6,25, 12,5, 25 e 50% (v/v) e
misturado com acetona em frascos de vidro de 5 mL. Aliquotas de 1 pL das
concentracdoes foram aplicadas no térax das lagartas de primeiro, segundo,
terceiro, quarto e quinto instares de A. gemmatalis, utilizando uma micropipeta.
Trinta lagartas em grupos de 10 foram utilizadas por concentracdo e instar,
individualizadas em potes plasticos (100 mL) com dieta artificial. O numero de
lagartas mortas foi contado 36 h apds a aplicacdo do 6leo e de seus constituintes.

2.3 Identificacido dos constituintes do 6leo essencial de capim-limao

As analises quantitativas do 6leo essencial de C. citratus foram realizadas
por ftriplicata com cromatdgrafo gasoso (GC-17A, Shimadzu, Kyoto, Japdo)
equipado com detector de ionizacdo de chama (FID). As condi¢oes
cromatograficas utilizadas foram: uma coluna capilar de silica fundida (30 m x
0,22 mm) com uma fase ligada DB-5 (0,25 um de espessura de pelicula); gas

transportador N, a uma taxa de fluxo de 1,8 mL min'l; temperatura do injetor 220
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°C; temperatura do detector 240 °C; temperatura da coluna programada para
comegar a 40 °C (isotérmica restante durante 2 min) e aumento de 3 °C min™ a

240 °C (isotérmica restante a 240 °C durante 15 min); volume de injecdo 1 pL (1%

p/v em diclorometano); razao de divisao 1:10 e pressao da coluna de 115 kPa.

Os constituintes do 6leo essencial de C. citratus foram identificados com
cromatégrafo gasoso acoplado a detector de massas CG/MS (CGMS-QP 5050A;
Shimadzu, Kyoto, Japao). As temperaturas do injetor e do detector foram de 220
°C e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi de 40 °C durante
3 min, com aumento de temperatura programado de 3 °C/min para 300 °C e
mantido durante 25 min. A propor¢ao modo “spli” foi de 1:10. Um microlitro do
6leo essencial de capim-limao contendo 1% (p/v em diclorometano) foi injetado e
o hélio utilizado como gds transportador com uma constante de taxa de fluxo de
1,8 mL"! na coluna capilar Rix®-5MS (30 m, 0,25 mm x 0,25 um; Bellefonte,
EUA), utilizando a fase estacionaria Crossbond® (35% difenil, 65% dimetil
polissiloxano). O espectrometro foi programado para detectar massas na gama de
29-450 DA com 70 eV de energia de ionizacdo. Os constituintes foram
identificados por comparacdo com os espectros de massa disponiveis nas
bibliotecas do “National Institute of Standards and Technology” (NISTOS,
NIST11), na base de dados Wiley Spectroteca e indices de retencgao.

2.4 Toxicidade dos constituintes comerciais do 6leo essencial de capim-limao

em A. gemmatalis

O acetato de geranila (pureza 97,0%) e citral (pureza 95,0%), identificados

como constituintes do 6leo essencial de capim-limao, foram obtidos da Sigma
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Aldrich (Darmstadt, Alemanha). A eficiacia dos constituintes foi determinada
calculando-se as doses letais (DLsp e DLgg) em laboratério. Seis concentragdes de
cada composto comercial, além do controle (acetona), foram ajustadas em 1 mL
de solucao-mae (tratamento e acetona) para se calcular as doses letais: 1,62, 3,12,
6,25, 12,5, 25 e 50% e misturadas com acetona em frascos de vidro de 5 mL.
Aliquotas de 1 uL das doses foram aplicadas no térax das lagartas de segundo
instar de A. gemmatalis utilizando uma micropipeta. Trinta lagartas em grupos de
10 foram utilizadas por concentragdo e composto, sendo colocadas
individualmente em potes plasticos (100 mL), alimentadas com dieta artificial e o

numero de individuos mortos contados apds 36 h da aplicacio das concentracgoes.

2.5 Taxa de respiracao

Os bioensaios de respirometria foram realizados 3 h apos as lagartas serem
expostas ou ndo ao acetato de geranila e citral. As doses utilizadas
corresponderam a DLsy e DLgy dos constituintes, além do controle (4dgua
destilada). A producdo de diéxido de carbono (CO,) (UL de CO, h'/inseto) foi
medida com respirdmetro do tipo analisador de CO, TR3C (Sable System
International, Las Vegas, EUA). Cada respirdmetro (25 mL), continha trés
lagartas de segundo instar de A. gemmatalis, sendo conectado a um sistema
fechado. A producgdo de CO; foi medida depois que os insetos foram aclimatados
nas camaras por 12 h a temperatura de 27 + 2 °C. O gds oxigénio comprimido
(99,99% puro) foi passado através da camara a um fluxo de 100 mL min™ durante
dois minutos para quantificar o CO, produzido em cada camara. Esse fluxo de ar

forca as moléculas de CO,, produzidas, a passarem por um leitor de infravermelho
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acoplado ao sistema, o qual mede o CO, produzido pelos insetos em cada camara.
Dez camaras de respirometro foram utilizadas por tratamento.

2.6 Comportamento locomotor

As arenas foram confeccionadas com disco de papel filtro (9 cm em
diametro com porosidade de 3 pum, 0,5% de teor de cinzas, e densidade de 80
g/mZ; Nalgon Equip. Cientificos, Itupeva, Sdo Paulo, Brasil) fixado no fundo de
uma placa de Petri usando cola (sintética) a base de dgua. Cada arena continha um
disco impregnado com 1 mL de acetato de geranila ou citral (DLsy ou DLygg)
(metade superior de cada arena) e no tratamento controle as duas metades foram
tratadas com 4gua. As paredes internas das placas de Petri foram revestidas com
Teflon TPFE® (DuPont, Wilmington, DE, EUA) para evitar que as lagartas
escapassem. Uma lagarta foi liberada no centro de cada arena e suas atividades
locomotoras gravadas (ViewPoint LifeSciences, Montreal, Quebec, Canadd) por
10 min por tratamento, permitindo o calculo da distancia de caminhamento
(repeléncia) e o tempo de parada (hiperatividade). Quarenta e oito lagartas foram
utilizadas nos bioensaios de caminhamento, 16 por tratamento (controle, acetato
de geranila ou citral).

2.7 Analise estatistica

A dose letal (DLsyp e DLgy) e seus limites de confianca, para o dleo
essencial capim-limao e do acetato de geranila e citral foram determinados por
regressdo logistica em ensaios dose-resposta com base na concentragdo de Probit-
mortalidade usando o programa XLSTAT-PRO (v.7.5) para Windows. A taxa de

respiragdo foi submetida a andlise de varidncia (tempo X tratamento com o
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constituinte) e as médias comparadas com o teste HSD de Tukey (P <0,05). Os
dados de resposta do comportamento locomotor foram analisados por andlise de
variancia unidirecional e as medias dos tratamentos comparadas com o teste de
Tukey (HSD) a 5% de significincia. A toxicidade, taxa de respiracdo e
comportamento locomotor foram analisadas usando o software SAS User (v. 9.0)

para Windows (SAS, 2002).

3. RESULTADOS

3.1 Toxicidade de 6leo essencial de capim-limao

A mortalidade de A. gemmatalis foi maior com 25 e 50% do 6leo essencial
do capim-limdo. As doses letais foram crescentes entre os instares, onde DLs
variaram de 3,15 a 90,23 ug e DLgp de 3,92 a 115 pg. Os valores de DLsg e DLgg
para lagartas de segundo instar foram 10,17 e 17,24 pg de 6leo, respectivamente

(Tabela 1).
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Tabela 1. Doses letais do 6leo essencial de capim-limao em diferentes instar de

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) apds 36 horas de exposi¢ao

Instar DL VE IC X°

DL 3.1 2.8-33

I 44.8
DLog 3,9 3,6-43
DLs, 10,1 94114

11 64,1
DL 13,8 12,9 - 16,0
DL 14,7 14,1 — 15,3

I 56,3
DLog 17,2 16,5 18,3
DLs, 38,3 37,1 — 40,0

1\ 3,9
DLog 43,6 41,4 - 482
DLs, 90,2 78,3 — 164,7

\Y4 6,8
DLoo 115.0 93,2 - 262,0

DL, dose letal (DLsy e DLgg) correspondente a 50 e 90% de mortalidade; VE,
valor estimado; IC, intervalo de confianga; X?, O valor do qui-quadrado para as
concentracgdes letais e limites fiduciais baseados em escala de log com nivel de

significancia em P <0,001.
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3.2 Composicao do dleo essencial de capim-limao

Treze subtancias presentes no O6leo essencial de capim-limao
corresponderam a 95,64% de sua composicdo. Os principais constituintes, desse

6leo, foram os neral (31,5%), citral (26,1%), acetato de geranila (Figura 1, Tabela

2).
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Figura 1. Cromatograma gasoso dos picos com tempo de retengdo dos
constituintes do 6leo essencial de capim-limao: canfeno (1), 6-metil-hept-5-
en-2-one (2), limoneno (3), Nonan-4-ol (4), citronelal (5), citronelol (6),
neral (7), geraniol (8), citral (9), acetato de geranila (10), B-cariofileno (11),

y-muroleno (12) e 6xido de cariofileno (13).
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Tabela 1. Massa molecular (Mm), intensidade relativa (Ir), indice de retencdo

presentes no 6leo essencial do capim-limao

Picos Composto Rt Foérmula Mm Ir IR p/m
1 Canfeno 89 CioHis 130 16.1 943 121.1
2 6-metil-hept-5-en-2-one 10,8 CgH;sO 126 13.8 938 108.1
3 Limoneno 124 CioHig 136 19.6 1030 94.1
4 nonan-4-ol 14,7 CoHO 142 7.0 1052 86.1
5 Citronelal 18,5 CjoH;sO 154 11.6 1125 121.1
6 Citronelol 19,8 CjoHoO 152 28.0 1136 109.1
7 Neral 22,1 CjoH;cO 156 123 1179 95.1
8 Geranial 22,5 CpHigO 152 9.7 1174 109.1
9 Citral 23,2 CjoHicO 154 6.1 1228 123.1
10 acetato de geranila 23,8 CppHyO 152 4.3 1174 137.1
11 [B-cariofileno 288 CisHae 196 54 1352 136.1
12 y-muroleno 29,9 CisHay 204 28.8 1494 133.1
13 oxido de cariofileno 33,8 C;sHO 204 12.1 1435 204.1

(IR), tempo de retencdo (Rt) e peso molecular (p/m) das moléculas
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3.3 Toxicidade dos constituintes comerciais de capim-limao

Ensaios bioldgicos de dose resposta com acetato de geranila mostrarm
maior toxicidade com DLso= 4,56 (3,94-5,08) ug e DL9y=7,29 (6.66-8.21) ug que

o citral com DLsp= 15,99 (15,22-16,72) ng e DLoo= 19,73 (18,73 — 21,34) ug

(Figura 2).
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Figura 2. Curva de mortalidade estimada pelo ensaio dose-resposta (Probit) em
lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) por acetato de
geranila e citral em diferentes doses letais (DLsy € DLgg) (Xz; P < 0,001).
Linhas pontilhadas denotam intervalos de confianga de 95%. Ponto preto
representa DLs (acetato de geranila) e azul DLs, (citral) selecionados para
avaliar os efeitos toxicos.

3.4 Taxa respiratoria

A taxa de respiracio (uL de CO, h™'/inseto) de A. gemmatalis diferiu com as

doses de acetato de geranila com DLsy e DLgg (F»45=5,85; P < 0,001) (Figura 3A)
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e citral com DLsp e DLoy (F2458=6,05; P < 0,001) (Figura 3B). A taxa de respiragao
entre 1 e 3 h foram diferentes nas lagartas entre tratamentos com acetato de

geranila (F,43=6,06; P < 0,001) e citral (F,43=4,83; P <0,001).
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Figura 3. Taxa de respiragdo (média + desvio padrdo) de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) apds exposi¢do aos constituintes comerciais para
os niveis de aplicagdo DLsy e DLgy em lagartas: (A) acetato de geranila, (B)
citral. Tratamentos (médias + desvio padrdo) diferem em P <0,05 (teste

médio de separacdo de Tukey).

3.5 Comportamento locomotor

As faixas representativas de caminhamento de A. gemmatalis, em arenas
meio tratadas com os constituintes, demonstraram repeléncia e hiperatividade
(Figura 4). No acetato de geranila a distdncia de caminhamento ndo foi
significativa entre tratamentos (F;s= 1,13; P= 0,376), enquanto o tempo de

parada foi significativo (F; 5= 5,63; P< 0,008), (Figura 4B, C). No citral, a



23

distancia de caminhamento (F,;5 = 3,77; P < 0,034) e tempo de parada (F ;5 =
7,06; P < 0,001), (Figura 4E, F) diferiram entre tratamentos. A distancia de
caminhamento, de lagartas de A. gemmatalis, foi maior na DLgy para acetato de
geranila e citral, enquanto o tempo de parada foi maior para o controle do que

para os constituintes do 6leo essencial de capim-limao (Figura 5).

Figura 4. Faixas representativas da atividade locomotora de lagartas de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) durante 10 minutos em arenas de
papel filtro (9 cm de didmetro) impregnadas com acetato de geranila (A:
Controle, B: DLsy e C: DLgy) e citral (D: Controle, E: DLsy e F: DLg)
(metade superior de cada arena). Faixas vermelhas indicam alta velocidade

de caminhamento e trilhas verdes baixa velocidade (inicial).
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Figura 5. Distancia de caminhamento (A e B) e tempo de parada (C e D) (média

+erro padrdo da média) de lagartas Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae) com DLsy e DLgy. Tratamentos (médias + desvio padrdo)

diferem em P <0,05 (teste médio de separacdo de Tukey). A e C= Acetato

de geranila, B e D= Citral.

4. DISCUSSAO

A mortalidade das lagartas de A. gemmatalis com 25 ¢ 50% do dleo

essencial de capim-limdo comprova a atividade inseticida desse 6leo, como

relatado para Aedes aegypti (Diptera:

Culicidae) (Furtado et al.

2005),

Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae) (Singh et al. 2016), Musca

domestica (Diptera: Muscidae)

(Lepidoptera:

Geometridae) (Soares et al.

(Pinto et al. 2015),

Thyrinteina arnobia

2011) e Tribolium castaneum
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(Coleoptera: Tenebrionidae) (Bossou et al. 2015). A mortalidade de lagartas de A.
gemmatalis por concentragdes reduzidas do 6leo de capim-limao, apds 36 h de
exposic¢ao indicaram atividade inseticida, podendo ser atribuido a interagdo dos
constituintes com sitios de ac¢do na acetilcolinesterase no sistema nervoso das
lagartas (Ryan & Byrne 1988).

Os 13 constituintes do 6leo essencial de capim-limdo particularmente, o
citral e neral em maior abundéincia concorda com outros estudos (Samarasekera et
al. 2006; Bossou et al. 2015). A composi¢do quimica do 6leo essencial de capim-
limdo varia bastante, dependendo do Orgdo extraido, idade da planta, é4rea
geografica da coleta e método de extracdo (Negahban et al. 2006; Olivero-Verbel
et al. 2010). Os principais constituintes do 6leo essencial de capim-limao sdo
terpenoides com potencial inseticida.

A maior toxicidade do acetato de geranila que citral a A. gemmatalis
concorda com o fato deste primeiro ter sido o mais toxico em aplicacido topica
para M. domestica entre 45 monoterpenos (Rice & Coats 1994) e seus Oleos
essenciais correspondentes (Samarasekera et al. 2006). A toxicidade do citral e
neral, os principais constituintes toxicos do 6leo essencial de capim-limado (Green
& Berenbaum 1994), aplicados topicamente em lagartas de terceiro instar de 7. ni
foi semelhante a do 6leo essencial (Tak & Isman 2016). O mecanismo de agdo
téxica dos terpenoides como acetato de geranila e citral é desconhecido, mas
insetos expostos a esses constituintes exibiram atividade de locomocao alterada, e
contragdes musculares em pernas e abdomen em altas concentracdes no teste
DLs. A paralisia e contragdes musculares em lagartas de A. gemmatalis com a

DLso, seguido de morte, podem ser explicadas pela interacdo dos efeitos toxicos
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no sistema nervoso desse inseto. Efeitos neurot6xicos em insetos expostos para
terpenoides podem causar bloqueio do sitio de ligacdo do receptor da octopamina
(Livingstone et al. 1980; Enan 2001), induzindo a hiperextensdo das pernas e do
abdomen aumentando a freqii€ncia de postsindptica excitatéria potenciais
recebidos pelos neurdnios motores abdominais apropriados (Livingstone et al.
1980; Enan 2001).

A reducdo da respiracdo de lagartas de segundo instar de A. gemmatalis até
3 h apds a exposi¢do ao acetato de geranila com doses DLsy € DLgj e citral com
doses DLsy e DLgy mostra que substincias volateis entram pelos espirdculos dos
insetos como parte de seu processo respiratorio (Wasserthal 1996) diminuindo a
quantidade de oxigénio como relatado para insetos expostos a 6leos, resultando
em custos fisiologicos devido a realocacdo de energia de outros processos
fisiolégicos bdésicos essenciais (Mansour et al. 2012; Haddi et al. 2015; Plata-
Rueda et al. 2017). A baixa taxa de respiragdo € um indicador do estresse
fisiologico e os Oleos essenciais comprometem a respiracdo dos insetos (Guedes et
al. 2006; De Araujo et al. 2017) devido a interrup¢do dos processos de
fosforilacdo oxidativa, desregulacdo das atividades respiratorias (Sousa et al.
2012; Corréa et al. 2014; Nicodemo et al. 2014) além, da obstrucdo dos
espirdculos ou penetracdo pelos os canais traqueais (Colpo et al. 2014). Porém, a
reducdo na taxa respiratoria diminui a exposi¢do dos insetos aos fumigantes
téxicos, pois o sistema respiratdrio € a principal via de entrada desses compostos
(Chaudhry 1997; Pimentel et al. 2009).

A maior distincia, percorrida nas arenas em dire¢do ao lado oposto dos

constituintes ¢ menor tempo parado, pelas lagartas de A. gemmatalis sugere
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atividade repelente e induz hiperatividade como relatado para terpenoides
(Alzogaray et al. 2013; Moretti et al. 2013), aumentando a exposicdo aos efeitos
deletérios dos compostos (Sousa et al. 2016). A hiperatividade nos insetos € um
dos primeiros sintomas de intoxicacdo (Alzogaray et al. 2013) e mudangas no
comportamento podem ocorrer devido a agdo de compostos toxicos no sistema
nervoso, estimulando ou reduzindo a mobilidade dos insetos, afetando os padroes
de caminhamento (Moretti et al. 2015; Ryglewski et al. 2017) Volateis de plantas
e seus constituintes podem interromper o processo de reconhecimento do
substrato pelo hospedeiro, influenciando o comportamento locomotor em insetos
(Verheggen et al. 2007; Germinara et al. 2015). As respostas comportamentais das
lagartas de A. gemmatalis ao acetato de geranila e o citral sugerem efeito

dissuasorio por esses constituintes.

O dleo essencial de capim-limdo e seus constituintes possuem atividade
inseticida contra A. gemmatalis. Esses constituintes podem ser utilizados,
individualmente, ou em mistura para o manejo de suas populacdes visando
prevenir ou retardar o desenvolvimento de resisténcia a inseticida e os efeitos

toxicos no ambiente.
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RESUMO

BRUGGER, Bruno Pandel6, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2018. Bio-atividade do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (Poaceae) e seus
constituintes em Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). Orientador:
José Cola Zanuncio.

Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae) é um percevejo liberado
em programas de controle biolégico de cultura agricola no Brasil, predando
lepiddpteros e coledpteros. O objetivo foi avaliar a toxicidade do 6leo essencial de
capim-limao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), acetato de geranila e citral para
ninfas de P. nigrispinus. Seis concentracdes de 6leo essencial de capim-limao e
seus constituintes foram aplicados no térax das ninfas desse inseto. Verificou se o
comportamento locomotor das ninfas com um sistema de video rastreado e a taxa
respiratoria, com os constituintes do 6leo essencial nas doses DLsy € DLgy, com
respirometro. Os valores de DLsy e DLgj indicaram o 6leo essencial mais toxico
em ninfas do primeiro ao quinto instar de P. nigrispinus. Os principais
constituintes foram neral (31,5%), citral (26,1%), acetato de geranila (2,27%). Os
ensaios de dose resposta, com os constituintes do dleo essencial de capim-limao
mostraram o acetato de geranila mais téxico que o citral em P. nigrispinus. As
taxas de respiracdo (UL de CO, h'/inseto) de P. nigrispinus com o acetato de
geranila e citral com doses estimadas para os valores de DLsy e DLy, diferiram.
Ninfas apds serem expostas aos constituintes do 6leo essencial apresentaram
hiperatividade ou repeléncia em superficies tratadas. Podisus nigrispinus foi
tolerante ao 6leo de capim-limao, acetato de geranila e citral, porém a reducao da
atividade respiratdria, repeléncia pelo acetato de geranila e hiperatividade com
citral representadas pelas faixas de caminhamento, sugerem cuidado do uso do
6leo essencial de capim-limdo e seus constituintes no consércio com P.

nigrispinus.
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1. INTRODUCAO

Insetos predadores sdo utilizados no controle de artrépodes herbivoros,
evitando que estes se tornem pragas (Neves et al. 2010; Inayat et al. 2011;
Messan & Kang 2017). Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae)
€ um percevejo presentes em culturas agricolas no Brasil, predando lepidépteros e
coledpteros (Zanuncio et al. 2008; Moura & Grazia 2011; De Oliveira et al. 2011).
Estes predadores sdo criados em laboratorio e liberados em programas de controle
bioldgico em algodao (De Jesus et al. 2014), eucalipto (Zanuncio et al. 2014), soja
(Ferreira et al. 2008; Denez et al. 2014) e tomate (Torres et al. 2002; Bottega et al.

2017).

O uso indiscriminado de inseticidas sintéticos podem causar impactos
negativos em organismos ndo alvos como predadores, parasitoides e
polinizadores, além de contaminacdo do ambiente, problemas a saide humana,

resisténcia de pragas e sua ressurgéncia, esses impactos favorecem o uso de

agentes de controle biologico no manejo de pragas (Jusselino-Filho et al. 2003).

O capim-limao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.) € nativo da India e do
Sri Lanka (Zheng et al. 1993), possui propriedades antifungicas (Khan & Ahmad
2011), anti-flamatorias (Gbenou et al. 2013; Costa et al. 2016) e anti-protozodrios
(Santin et al. 2009). Devido aos efeitos destes inseticidas botinicos, eles precisam
ser usados com cuidado porque afetam o ciclo de vida do predador P. nigrispinus
(Poderoso et al. 2016; Zanuncio et al. 2016). Portanto, o objetivo foi avaliar a
toxicidade do 6leo essencial de capim-limao e seus constituintes sobre o predador

P. nigrispinus.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572014000300250#B36
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572014000300250#B15
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572014000300250#B35
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572014000300250#B38
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572014000300250#B06
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572014000300250#B46
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Criacao de insetos

Individuos de P. nigrispinus foram obtidos da criagdo massal do
Laboratério de Controle Biolégico de Insetos do BIOAGRO, onde esse predador
foi criado em sala climatizada a temperatura de 25 + 1 °C, 70 = 10 % de UR e 12
horas de fotofase. Os ovos de P. nigrispinus foram colocados em placas de Petri
(12 x 1,5 cm) com algoddao embebido com dgua. Ninfas e adultos foram criados
em gaiolas cubicas de madeira de 30 cm com laterais teladas com tecido tipo
organza, e ramos de Eucalyptus sp. (Myrtaceae), pupas do hospedeiro alternativo
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) e agua “ad libitum” (Zanuncio et al.
2000).

2.2 Toxicidade do dleo essencial de capim-limao em Podisus nigrispinus

O ¢leo essencial de capim-limédo foi adquirido da empresa Destilaria Bauru
Ltda. (Catanduva, Sao Paulo, Brasil) extraido pelo fornecedor em escala industrial
por hidrodestilacdo. A eficicia do 6leo essencial de capim-limao foi determinada
calculando-se as dosagens letais (DLsy € DLgy) em laboratdrio. Seis concentragcdes
de 6leo de capim-limao foram ajustadas, além do controle (acetona), em 1 mL de
solucdo-mae (6leo essencial e acetona): 1,62; 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50% (v/v) e
misturado com acetona em frascos de vidro de 5 mL. Aliquotas de 1 puL das
concentracdes foram aplicadas no térax das ninfas de primeiro, segundo, terceiro,
quarto e quinto instares de P. nigrispinus, utilizando uma micropipeta. Cinquenta
ninfas em grupos de 10 foram utilizadas por concentragdo e instar,

individualizadas em placas de petri com dieta artificial e algoddo embebido com
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dgua. O niimero de ninfas mortas foi contado 36 h apds a aplicag¢do do 6leo e seus

constituintes.

2.3 Identificacao dos constituintes do 6leo essencial de capim-limado

As andlises quantitativas do 6leo essencial de capim-limao foram realizadas
por triplicata com cromatdgrafo gasoso (GC-17A, Shimadzu, Kyoto, Japdo)
equipado com detector de ionizagdo de chama (FID). As condigoes
cromatogréficas utilizadas foram: uma coluna capilar de silica fundida (30 m x
0,22 mm) com uma fase ligada DB-5 (0,25 um de espessura de pelicula); gas
transportador N, a uma taxa de fluxo de 1,8 mL min'l; temperatura do injetor 220
°C; temperatura do detector 240 °C; temperatura da coluna programada para
comecar a 40 °C (isotérmica restante durante 2 min) e aumento de 3 °C min” a

240 °C (isotérmica restante a 240 °C durante 15 min); volume de injecdo 1 pL (1%

p/v em diclorometano); razao de divisao 1:10 e pressdo da coluna de 115 kPa.

Os constituintes do 6leo essencial de capim-limdo foram identificados com
cromatografo gasoso acoplado a detector de massas CG/MS (CGMS-QP 5050A;
Shimadzu, Kyoto, Japao). As temperaturas do injetor e do detector foram de 220
°C e 300 °C, respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi de 40 °C durante
3 min, com aumento de temperatura programado de 3 °C/min para 300 °C e
mantido durante 25 min. A propor¢do modo “spli” foi de 1:10. Um microlitro do
6leo essencial de C. citratus contendo 1% (p/v em diclorometano) foi injetado € o
hélio utilizado como gas transportador com uma constante de taxa de fluxo de 1,8
mL"! na coluna capilar Rix®-5MS (30 m, 0,25 mm x 0,25 um; Bellefonte, EUA),

utilizando a fase estacionaria Crossbond® (35% difenil, 65% dimetil
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polissiloxano). O espectrometro foi programado para detectar massas na gama de
29-450 DA com 70 eV de energia de ionizagdo. Os constituintes foram
identificados por comparacdo com os espectros de massa disponiveis nas
bibliotecas do “National Institute of Standards and Technology” (NISTOS,

NIST11), na base de dados Wiley Spectroteca e indices de retengao.

2.4 Toxicidade dos constituintes comerciais do é6leo essencial do capim-limao

em P. nigrispinus

O acetato de geranila (pureza 97,0%) e citral (pureza 95,0%), identificados
como constituintes do 6leo essencial de capim-limdo, foram obtidos da Sigma
Aldrich (Darmstadt, Alemanha). Seis concentracdes de cada composto comercial,
além dos controles dgua e acetona, foram ajustadas em 1 mL de solucdo-mae
(tratamento e acetona) para se calcular as concentragdes letais DLsy € DLgg: 1,62,
3,12, 6,25, 12,5, 25 e 50% do constituinte dos tratamentos e misturadas com
acetona em frascos de vidro de 5 mL. Diferentes concentracoes de cada
tratamento foram aplicadas em solucdo de 1 uL no dorso de ninfas de terceiro
instar de P. nigrispinus para acetato de geranila e citral respectivamente, as quais
foram colocadas em potes plasticos (100 mL) com dieta artificial. Cinquenta
ninfas de terceiro instar em grupos de 10 foram utilizadas por concentracio e
composto individualizadas em placas de petri com dieta artificial e algodao
embebido com dgua. O nimero de individuos mortos foi contado apds 36 h da

aplicagdo das concentragdes.
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2.5 Taxa de respiracao

Os bioensaios de respirometria foram realizados 3 h apds as ninfas de
terceiro instar de P. nigrispinus serem expostas ou nao ao acetato ou citral. As
doses utilizadas corresponderam a DLsy e DLgg dos constituintes, além do controle
(4gua destilada). A producio de diéxido de carbono (CO,) (uL de CO, h™'/inseto)
foi medida com respirometro do tipo analisador de CO, TR3C (Sable System
International, Las Vegas, EUA). Uma ninfa de terceiro instar de P. nigrispinus,
foi colocada em cada respirobmetro (25 mL), sendo conectado a um sistema
fechado. A producdo de CO, foi medida depois que os insetos foram aclimatados
nas camaras por 12 h a temperatura de 27 £ 2 °C. O gés oxigénio comprimido
(99,99% puro) foi passado através da cAmara a um fluxo de 100 mL min™' durante
dois minutos para quantificar o CO;, produzido em cada camara. Esse fluxo de ar
forca as moléculas de CO,, produzidas, a passarem por um leitor de infravermelho
acoplado ao sistema, o qual mede o CO, produzido pelos insetos em cada camara.
Dez camaras de respirdmetro foram utilizadas por tratamento.

2.6 Analise estatistica

A concentragdo letal (DLso e DLgg) e seus limites de confianca para o 6leo
essencial de C. citratus, acetato de geranila e citral foram determinados por
regressdo logistica em ensaios dose-resposta com base na concentragdo de Probit-
mortalidade usando o programa XLSTAT-PRO (v.7.5) para Windows. A taxa de
respiracdo foi submetida a andlise de varidncia (tempo x tratamento com o
constituinte) e ao teste HSD de Tukey (P < 0,05) quando apropriado (PROC

GLM). O intervalo de tempo foi avaliado em diferentes amostras de insetos e, por
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isto, ndo sdo pseudoreplicados no tempo e sim sujeitos a andlises de varidncia
regulares em duas partes ao invés daquela. Os dados de resposta do
comportamento locomotor foram analisados por andlise de variancia unidirecional
e as medias dos tratamentos comparadas com o teste de Tukey (HSD) a 5% de
significancia. A toxicidade, taxa de respiracdo e comportamento locomotor foram

analisadas usando o software SAS User (v. 9.0) para Windows (SAS, 2002).
3. RESULTADOS

3.1 Toxicidade de 6leo essencial de capim-limao

A mortalidade de P. nigrispinus foi maior com 25 e 50% do 6leo essencial
de C. citratus e dois niveis de doses letais foram estimadas por Probit (x°, P
<0,0001). As doses letais foram crescentes entre os instares, onde DLsy variaram
de 1,08 a 139,30 pg e DLgg de 2,02 a 192,05 pg. Os valores de DLsy e DLgy para
ninfas de terceiro instar foram 21,58 e 28,35 pg de capim-limao, respectivamente.

A mortalidade foi sempre <1% do controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Doses letais do 6leo essencial de capim-limao em diferentes instar de

Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) ap6s 36 horas de

exposi¢ao
Instar DL VE IC X°
DLs 1,0 0,8-12
I 34,2

DLo 2,0 1,8-22
DLs, 5,0 45-54

I 17.0
DLo 8.0 7487
DLs, 21,5 20,6 — 22,5

I 31,9
DLo 28.3 26,7 — 30,7
DLs 56,9 53,5638

Y 24.9
DLo 64,3 64,3 — 87,7
DLs, 139,3 108.1 — 400,2

\Y, 6.4
DLo 192,0 138,2 — 656,7

DL, dose letal (DLsy e DLgg) correspondente a 50 e 90% de mortalidade; VE,
valor estimado; IC, intervalo de confianca; X°, O valor do qui-quadrado para as
concentracdes letais e limites fiduciais baseados em escala de log com nivel de

significancia em P <0,001.

3.2 Composicao do dleo essencial de capim-limao
Treze constituintes do 6leo essencial de capim-limdo corresponderam a

95,64% de sua composi¢do, os principais foram o neral (31,5%), citral (26,1%) e

acetato de geranila (2,27%) (Figura 1, Tabela 2).
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Figura 1. Cromatograma gasoso dos picos com tempo de retencdo dos
constituintes do 6leo essencial de capim-limao: canfeno (1), 6-metil-hept-5-
en-2-one (2), limoneno (3), Nonan-4-ol (4), citronelal (5), citronelol (6),
neral (7), geraniol (8), citral (9), acetato de geranila (10), B-cariofileno (11),

y-muuroleno (12) e 6xido de cariofileno (13).
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Tabela 1. Massa molecular (MM), intensidade relativa (RI), indice de retencao

(Ri), tempo de reten¢do (Rt) e

peso molecular (p/m) das moléculas

presentes no 6leo essencial do capim-limao

Picos Composto Rt  Foérmula MM RI Ri p/m
1 canfeno 8.9 CioHis 130 16.1 943 121.1
2 6-metil-hept-5-en-2-one 10,8 CgH;s,O 126 13.8 938 108.1
3 limoneno 124 CioHis 136 19.6 1030 94.1
4 nonan-4-ol 14,7 CoHyO 142 7.0 1052 86.1
5 citronelal 18,5 CjoHisO 154 11.6 1125 121.1
6 citronelol 19,8 CjoHoO 152 28.0 1136 109.1
7 neral 22,1 CjpHisO 156 123 1179 95.1
8 geranial 22,5 CjpH;isO 152 9.7 1174 109.1
9 citral 23,2 CpHisO 154 6.1 1228 123.1
10 acetato de geranila 23,8 CipHyO 152 43 1174 137.1
11 B-cariofileno 288 Ci;sHyy 196 54 1352 136.1
12 y-muroleno 29,9 CisHyy 204 288 1494 133.1
13 6xido de cariofileno 33,8 C;sHxO 204 12.1 1435 204.1
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3.3 Toxicidade dos constituintes comerciais do capim-limao

A toxicidade do acetato de geranila e citral em P. nigrispinus foi estimado
por Probit (¥2, P <0,0001) e avaliado em diferentes doses. Os ensaios bioldgicos
de dose resposta com acetato de geranila mostraram menor toxicidade do que
citral, sendo DLsy = 33,44 (30,99-37,23) ug, DLgy =48,34 (42,78-59,99) ng e

DL = 2556 (23,98-27,60) pg, DL =3539 (32,15-41,61) sucessivamente

(Figura 2).
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Figura 2. Curva de mortalidade estimada pelo ensaio dose-resposta (Probit) em
ninfas de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) por acetato de
geranila e citral em diferentes doses letais (DLsy e DLgg) (XZ; p< 0,001).
Linhas pontilhadas denotam intervalos de confianca de 95%. Ponto preto
representa DLsg (citral) e azul DLs (acetato de geranila) selecionados para

avaliar os efeitos toxicos.
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3.4 Taxa respiratoria

A taxa de respirac¢io (L de CO, h'/inseto) de A. gemmatalis diferiu com as
doses de acetato de com valores de DLsy € DLgg (F2.43=4.81; P < 0,001) (Figura
3A) e citral com DLsy e DLog (F245=22,19; P < 0,001) (Figura 3B). A taxa de
respiragdo entre 1 e 3 h foram diferentes nas lagartas entre tratamentos com

acetato de geranila (F,45=5,12; P < 0,001) e citral (F,45=8,32; P < 0,001).
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@ @)
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Figura 3. Taxa de respiracdo (médias + desvio padrdo) de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae) apds exposicdo aos constituintes comerciais
para os niveis de aplicacdo DLsy e DLgy em ninfas de terceiro instar: (A)
acetato de geranila, (B) citral. Tratamentos (média + desvio padrdo) diferem

em P <0,05 (teste médio de separacdo de Tukey).

3.5 Comportamento locomotor

As faixas representativas de caminhamento de P. nigrispinus, em arenas

meio tratadas, apresentaram repeléncia (acetato de geranila) e hiperatividade
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(citral) (Figura 4). A distdncia de caminhamento foi significativa entre
tratamentos com acetato de geranila (F,;,=8,21; P<0,002) (Figura 5A), enquanto
o tempo de parada ndo foi significativo (F»;;=0,41; P=0,669), (Figura 5C). No
citral, a distancia de caminhamento de P. nigrispinus nao foi significativa
(F2,1:=0,83; P=0,449) (Figura 5B) e tempo de parada (F ,;,=4,99; P<0,016),

(Figura 5D) diferiu entre os tratamentos.

Figura 4. Faixas representativas que mostram a atividade locomotora de ninfas de
Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) durante 10 minutos em
arenas de papel filtro (9 cm de didmetro) meio impregnadas com acetato de
geranila (A: Controle, B: DLsy e C: DLy) e citral (D: Controle, E: DLs e F:
DLyy) (metade superior de cada arena). As faixas vermelhas indicam alta
velocidade de caminhamento; trilhas verdes indicam baixa velocidade

(inicial).
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Figura 5. Distancia de caminhamento (A e B) e tempo de parada (C e D) (média
+erro padrdao da média) em ninfas de terceiro instar de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae) com DLsy e DLgy. Tratamentos (média + desvio
padrao) diferem em P <0,05 (teste médio de separacdo de Tukey). A e C=
Acetato de geranila, B e D= citral.

4. DISCUSSAO

A alta taxa de sobrevivéncia das ninfas quarto e quinto instar de P.
nigrispinus com 25 e 50% do 6leo essencial de capim-limdo sugeriu um grau de
tolerancia. Fator que pode estar relacionado a enzima do citocromo P450, pois
seus inibidores o butéxido de piperonilo e fosfato de trifenilo em lagartas de
quinto instar de Trichoplusia ni apresentaram aumento da toxicidade do 6leo de
capim-limdo (Tak & Isman 2016). Os mecanismos de resisténcia sdo diversos
quanto os envolvidos com produtos quimicos inseticidas (Siegwart et al. 2015) e

poderiam ser desintoxicados principalmente pela enzima citocromo P450 (Cui et
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al. 2016), embora sua desintoxicacdo possa afetar a duracdo do estdgio ninfal e
reproducdo nos percevejos predadores (Tedeschi et al. 2001), o éleo de capim-
limao pode se considerar de baixo risco para ninfas deste predador, como relatado
para clorantraniliprole, tiametoxam (Gontijo et al. 2018), glifosato (Zanuncio et
al. 2018), 6leo de nem (Zanuncio et al. 2016) e extratos de plantas (Poderoso et al.
2016), mas sdo efetivos no controle de Callosobruchus maculatus (Coleoptera:
Bruchidae) (Singh et al. 2016), Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae) (Costa et
al. 2013) e Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) (Olivero-Verbel et
al. 2010).

Os 13 constituintes do 6leo essencial de capim-limdo particularmente, o
citral e neral em maior abundancia concorda com relatado em outros estudos
(Samarasekera et al. 2006; Bossou et al. 2015). No entanto, existem variacoes
considerdveis na composicdo quimica do 6leo essencial de capim-limdo em que
geranial € um composto principal (Olivero-Verbel et al. 2010), dependendo do
orgdo extraido, idade da planta, drea geogréfica da coleta e método de extracao
(Negahban et al. 2006; Olivero-Verbel et al. 2010). Neste estudo, os principais
constituintes do 6leo essencial de capim-limdo sdo terpenoides com potencial
inseticida.

O citral e o acetato de geranila apresentaram baixa toxicidade em P.
nigrispinus. Fato relacionado ao citocromo P450 (CYP), que conferem resisténcia
aos terpendides, ao degradar os compostos em formas mais soliveis e menos
téxicos (Pandey & Fluck 2013; Cui et al. 2016). As enzimas do citocromo P450
sdo codificadas por aproximadamente 48-164 genes em genomas de insetos,

sendo expressos quando expostos a inseticidas botinicos ou metabolitos
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secunddrios de plantas (Danielson et al. 1997; Ding et al. 2007; Massango et al.
2017). Genes do citocromo P450 relacionados a resisténcia foram demonstrados
em Acanthoscelides obtectus (Coleoptera: Bruchidae) (Papachristos &
Stamopoulos 2003), Dendroctonus armandi (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae) (Dai et al. 2014), Anopheles sinensis (Diptera Culicidae) (Wu et al.
2017) e Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) (Daborn et al. 2002;
Chung et al. 2009).

O acetato de geranila e o citral comprometeram a taxa de respiracdo de
ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus até 3 h apOs a exposi¢do. A taxa de
respiracdo de P. nigrispinus foi diferente para o acetato de geranila e citral com
doses estimadas para os valores de DLsy e DLgg. Composto podem cobrir os
espirdculos, causando o término da respiracdo (Gerolt 1976), normalmente, a
morte do inseto € confirmada na auséncia de movimentos abdominais (Dingha et
al. 2005). Oleos essenciais causam a paralisia dos musculos, regulacio dos
processos respiratorios e fosforilagdo oxidativa reduzindo a taxa respiratoria dos
insetos (Aerts & Mordue 1997; Nicodemo et al. 2014; De Aradjo et al. 2017),
comprometendo a eficdcia das estratégias de controle de insetos resistentes (Price
1984; Pimentel et al. 2007).

Ninfas de P. nigrispinus apresentaram maior distancia percorrida nas arenas
tratadas com acetato de geranila e permanecendo na parte ndo tratada sugerindo
atividade repelente e no citral menor tempo parado demonstrando hiperatividade
(aumento ndo direcional da atividade locomotora). Os terpenoides das plantas
abrangem uma diversidade de estruturas e tém muitos papéis funcionais na

natureza, incluindo a protecdo contra artropodes pragas (Paluch et al. 2009). O
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acetato de geranila apresentou repeléncia e influenciou no comportamento
locomotor de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Kwon et al. 2014), Cicadulina
storeyi (Homoptera: Cicadellidae) (Oluwafemi et al. 2011), Culex pipiens
(Diptera: Culicidae) (Michaelakis et al. 2014). Fato relacionado a acdo compostos
téxicos no sistema nervoso, agindo na octopamina modulando o comportamento
locomotor dos insetos (Ryglewski et al. 2017). A hiperatividade de P. nigrispinus
¢ afetado devido uma intoxicacdo, responsdvel pelo fendmeno de descarga, em
que os insetos se tornam mais ativos (Pinchin et al. 1980; Cichero et al. 1985). O
sistema octpaminérgico modula a atividade inseticida causando a hiperatividade,
hiperextensdo das pernas, abdomen, imobilizacdo e morte (Enan 2001, Moretti et
al. 2015). O citral pode afetar o sistema nervoso do inseto, pois as ninfas de P.
nigrispinus apresentaram hiperatividade assemelhando a resposta provocada por
inseticidas neurotoxicos como organofosforados (Kamel & Hoppin 2004) e
piretroides (Alzogaray et al. 1997; Tooming et al. 2014). O citral ndo repeliu
P.nigrispinus, pois o0 mesmo pode ndo ter detectado os voldteis, como relatado em

Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae) (George et al. 2016)

Podisus nigrispinus foi tolerante ao 6leo essencial de capim-limdo e seus
constituintes, porém segundo as respostas comportamentais das ninfas o acetato
de geranila foi repelente e o citral causou hiperatividade, sugerindo o uso
cuidadoso no consoércio deste predador e o 6leo essencial de capim-limdo e seus

constituintes.
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CONCLUSOES GERAIS

O ¢6leo de capim-limdo e seus constituintes, acetato de geranila e citral
causaram efeitos letais em A. gemmatalis e subletais como a reducdo da atividade
respiratoria e alteracdo na atividade locomotora e repeléncia representada pelas
faixas de caminhamento, portanto, este 6leo € efetivo no controle de lagartas de A.
gemmatalis.

A taxa de sobrevivéncia das ninfas quarto e quinto instar de P. nigrispinus
em Oleo de capim-limdo e seus constituintes, acetato de geranila e citral e
toxicidade baixa dos seus constituintes sugeriu um grau de tolerancia. O acetato
de geranila e o citral comprometeram a taxa de respiracdo de ninfas de terceiro
instar de P. nigrispinus e segundo as respostas comportamentais das ninfas o
acetato de geranila foi repelente, reduzindo sua mobilidade em &reas tratadas e o
citral causou hiperatividade, sugerindo o uso cuidadoso no controle de pragas.

Oleos essenciais e seus constituintes sdo eficientes no controle de pragas,
porém os consorcios com a utilizacdo de inimigos naturais devem ser realizados

com cautela.



