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RESUMO

Como alternativa aos inseticidas sintéticos, 0s 0leos essenciais mostram-se promissores no
controle de pragas. Assim, avaliou-se a hipdtese de que dose subletal do dleo de citronela
(Cymbopogon winterianus) pode interferir na histofisiologia do intestino médio e corpo
gorduroso, nos parametros bioquimicos e refletir na reproducdo de Spodoptera frugiperda. O 6leo
foi submetido a andlise CG-MS. Folhas de milho imersas em concentracdo de 50mg/mL (nédo
fitotoxica) foram oferecidas as lagartas de terceiro instar. O intestino médio foi coletado apds 24h
de tratamento (histologia e histoquimica), e no sexto instar, o intestino médio e corpo gorduroso
para histologia e histoquimica, e perfil bioquimico; e na fase adulta, histologia e histoquimica das
gbnadas, numero de ovos e taxa de eclosdo. Apos 24h de tratamento com o 6leo de citronela o
intestino médio das lagartas mostrou alteraces como: protusdes citoplasmaticas, extrusdes de
células colunares, nacleos picnéticos e aumento de granulos PAS positivos. O aumento de células
regenerativas possibilitou a regeneracdo deste epitélio no sexto instar. O corpo gorduroso
apresentou apenas trofocitos em sua estrutura. Os trofdcitos do grupo tratado apresentaram
vacuolos maiores, presenca de corpos mitoticos e reducdo de glicogénio, proteina e lipidio.

Testiculo dos insetos de ambos 0s tratamentos apresentou revestimento de tecido conjuntivo e



abundantes espermatozoides. Porém, no tratado verificou-se intensa vacuolizacdo periférica e
reducdo de carboidratos neutros. Os ovariolos dos insetos tratados apresentaram estratificacao e
afastamento das células foliculares, menor desenvolvimento das células nutrizes, menor
quantidade de vitelo, bainha conjuntiva mais delgada e reducdo de proteinas e carboidratos
neutros. Os ovos oriundos dos casais tratados com o dleo foram invidveis. Portanto, o éleo de
citronela (50mg/mL) provoca alteracdes reparaveis no intestino médio, reduz as reservas do corpo
gorduroso, além de diminuir os niveis de proteina, lipideos e agucares totais, e aumentar os niveis

de glicogénio, causando danos a sua histofisiologia reprodutiva.
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corpo gorduroso, reproducéo
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ABSTRACT

As alternative to synthetic insecticides, essential oils show promise in control of pests.
Thus, was evaluated hypothesis that sublethal dose of citronella oil (Cymbopogon winterianus)
can interfere with midgut and fat body’s histophysiology, biochemistry parameters and reflects on
reproduction of Spodoptera frugiperda. The oil was subjected to GC-MS analysis. Corn leaves
dipped in concentration of 50mg/mL (nonphytotoxic) were offered to third instar larvae. The
midgut was collected after 24h of treatment (histology and histochemistry), and the sixth instar,
the midgut and fat body for histology and histochemistry and biochemistry profile; and in
adulthood, histology and histochemistry of gonads, number of eggs and hatching rate. After 24h
of treatment with citronella oil the larvaes’ midguts showed changes such as: cytoplasmic
protrusions, extrusions columnar cells, pyknotic nuclei and increased PAS positive granules. The
increase of regenerative cells enabled the regeneration of this epithelium in the sixth instar. The
fat body showed only trophocytes in its structure. The trophocytes treated group showed larger
vacuoles, presence of mitotic bodies and reduction of glycogen, protein and lipid. The testis of
insects of both treatments showed connective tissue coating and abundant sperm. However, the

treaty there was intense peripheral vacuolization and reduction of neutral carbohydrates. The



ovarioles of treated insects showed stratification and removal of follicular cells, cells nurse less
developed, lower amount of yolk, thinner conjunctiva sheath and reduction of protein and neutral
carbohydrates. The eggs came of couples treated with oil were unviable. Therefore, citronella oil
(50mg/mL) causes repairable changes in the midgut, reduces the reserves of the fat body, and
reduce the levels of protein, lipids and total sugars, and increases glycogen levels, causing damage

to its histophysiology.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A cultura do milho, Zea mays L., ocupa posicdo de destaque entre as atividades
agropecuérias do Brasil, gracas ao seu cultivo na maioria das propriedades rurais e seu valor de
producdo. A producéo de grdos de milho total para a safra 2013/14 foi estimada em 75.191.100t,
havendo um decréscimo de 7,7% em relacdo a safra de 2012/13 devido a reducdo de 3,2%
(508.100ha) na éarea cultivada. Tendo o Nordeste produzido 7.356.000t, com 72.200t em
Pernambuco (Conab 2014). E considerada a segunda maior entre as culturas anuais, superada
apenas pela soja, que juntas chegam a produzir 83% de toda a safra de grdos (EMBRAPA 2006).

No Brasil, a producdo do milho tem sido feita em duas épocas de plantio, safra e safrinha
(Embrapa 2006). Além disso, ha praticas da sucessao de culturas, como soja € milho “safrinha”, e
a realizacdo do plantio escalonado em areas préximas, o que tem contribuido para o aumento da
infestacdo da principal praga do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), devido a grande
oferta de hospedeiros que o inseto encontra ao longo do ano (Cruz 1995, Barros & Torres 20009,
Barros et al. 2010).

O género Spodoptera possui 30 espécies descritas, sendo metade consideradas pragas de
varias culturas de importancia econdémica (Pogue 2002). A espécie S. frugiperda foi identificada
nos EUA em 1797, é polifaga e possui mais de 80 espécies de plantas hospedeiras, tais como o
milho, algoddo, arroz, soja, trigo, entre outras, em diversos paises (Latorre 1990, Cruz 1995,
Busato et al. 2002, Capinera 2001, Pogue 2002, Bastos & Torres 2004). Conhecida como a
principal praga da cultura do milho, é responsavel, no Brasil, por prejuizos econémicos de até

60% em periodos de seca, podendo assim impedir a produgdo econdmica (Cruz 1995, Lourengédo
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et al. 2009). O ataque na planta ocorre desde a emergéncia até o pendoamento. Muitas vezes a
falta de controle ou o controle inadequado do inseto na fase vegetativa (fase de cartucho),
proporciona a presenca de lagartas bem desenvolvidas com grande capacidade de destruicdo na
espiga (Cruz et al. 2000).

Os aspectos bioldgicos de S. frugiperda ja foram descritos e revisados por Cruz (1995). Os
ovos sdo depositados em massa, ndo havendo substrato preferencial. O nimero de posturas por
fémea pode variar, chegando ao maximo de 13. O nimero de ovos por postura varia de nove a
593 com um periodo de incubagdo dependente, principalmente, da temperatura, com dois dias
para a eclosdo, em temperatura meédia de 26,7°C (Cruz 1995). Os ovos possuem diametro de 0,2
mm, com coloragdo rosea-clara e estriados radialmente, antes da eclosdo assumem coloragéo
cinza (Silvie et al. 2001), devido a capsula cefalica da lagarta.

As lagartas recém-eclodidas séo brancas, com cabecas pretas e espinhos pretos pelo corpo,
de 1 a 1,5 mm. Ja nesta fase iniciam a alimentacdo nas folhas novas do milho, ocasionando uma
injaria caracteristica denominada de “folhas raspadas”, possuem habito canibal ¢ migram até
atingir a nova planta hospedeira, instalando-se no cartucho. Devido a este habito é comum
encontrar apenas uma larva por planta. A larva possui seis instares, e quando maiores apresentam
coloracdo marrom a esverdeada, chegando a 50mm de comprimento. Logo apds ocorre o ultimo
estadio denominado pré-pupa, onde se direciona para o solo e ndo se alimenta até empupar (Cruz
1995, Silvie et al. 2001).

A pupa possui coloracdo avermelhada, com aproximadamente 15mm de comprimento, com
dois pequenos espinhos em forma de “V” no extremo do abdome e com duracdo em torno de 10 a
12 dias. O inseto adulto possui hadbito noturno, de coloracdo cinza, apresentando 25mm de
comprimento e 35mm de envergadura. Os machos podem ser diferenciados por apresentarem

manchas brancas nas asas anteriores. O ciclo de vida de S. frugiperda é bastante dependente da
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temperatura, sendo que no verdo é de 30 dias e no inverno pode chegar a 50 dias (Cruz 1995,
Silvie et al. 2001, Paula et al. 2009).

O controle de S. frugiperda, ainda, é realizado em grande maioria com a utilizacdo de
inseticidas sintéticos (Cruz 2002), como os das classes dos organofosforados, carbamatos e
piretréides. E, apesar de serem eficientes, podem acarretar diversos problemas, como a presenca
de residuos nos alimentos acima dos limites permitidos por lei, ressurgéncia de pragas, surtos de
pragas secundarias, intoxicacOes aos aplicadores e selecdo de populacbes de pragas resistentes,
entre outros efeitos adversos diretos e indiretos (Roel et al. 2000).

Devido a necessidade da disposi¢cdo de novos compostos para uso no controle de pragas que
tornem infimos os problemas de contaminacdo e efeito prejudicial sobre organismos benéficos, e
o tempo de comercializagcdo de um novo produto comercial ser de dificil calculo e limitado gracas
a adquirente rapida resisténcia, 0 que acarretou na busca de métodos alternativos de controle, nos
quais se incluem a utilizacdo de produtos naturais, destacando-se aqueles de origem vegetal
(Vendramim & Castiglioni 2000, Roel 2001, Chagas et al. 2002).

Dentre as espécies vegetais existentes, muitas produzem através do metabolismo secundario
substancias que atuam como atraentes ou repelentes de outros organismos (Saito 2004). O estudo
das plantas repelentes e com efeito inseticida para o controle de insetos-pragas tem ressurgido e
inimeras sdo as vantagens no emprego de suas substancias extraidas, na qualidade de inseticidas
quando comparado ao uso de sintéticos por serem: obtidas de recursos renovaveis, rapidamente
degradaveis, com lento desenvolvimento de resisténcia (em decorréncia de serem compostos da
associacdo de varios principios ativos), de facil acesso e obtencdo por agricultores e ndo deixam
residuos em alimentos, além de serem de menor custo (Vendramim & Castiglioni 2000, Roel
2001, Maia & Parente-Janior 2008). Além disso, os produtos naturais obtidos de matéria-prima

vegetal oferecem vasta gama de moléculas com grande diversidade nas suas estruturas e atividade
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biologica (Reigosa & Pedrol 2002), sdo capazes de interagir com novos sitios de acdo nos
organismos-alvos, indicando alternativas para a sintese de novos produtos (Duke et al. 2000).

Vaérios sdo os relatos sobre a atividade biolégica de produtos de origem vegetal citados na
literatura, como, acdo antifingica (Nakahara et al. 2003, Medice et al. 2007), acdo antibacteriana
(Nogueira et al. 2007), acdo antiinflamatéria e analgésica (Bose et al. 2007, Dliaz-Viciedo et. al.
2008), atividade antioxidante (Scherer et al. 2009), alelopética (Ootani et al. 2011), carrapaticida
(Martin 2006, Vendrame et al. 2007, Olivo et al. 2008), inseticida (Lima et al. 2010), repelente
(Raja et al. 2001), dentre outras.

Muitas espécies de plantas exercem efeitos bioldgicos diversos sobre pragas agricolas por
possuirem propriedades deterrentes, repelentes, inibidores do crescimento dos insetos e fatores
que retardam a resisténcia desses invertebrados ao vegetal (Roel 2001, Gallo et al. 2002, Saito et
al. 2004, Oliveira et al. 2007).

Uma classe de substancias que tem merecido muita atencdo sdo o0s Oleos essenciais de
plantas aromaticas (Saito 2004). Sdo compostos volateis e aromaticos derivados do metabolismo
secundario das plantas, podendo ser encontrados em varios 6rgdos do vegetal, como folhas e talo,
em geral. Sdo assim denominados devido a composicdo lipofilica que apresentam, mas
quimicamente diferentes da composicdo gliceridica dos verdadeiros 6leos e gorduras. Sao
produzidos por células secretoras (Conner 1993). Segundo Borges et al. (2002), o 6leo de
interesse comercial é encontrado em células oleiferas presentes nas folhas.

Por serem insolGveis em agua, mas sollveis em solventes organicos, sdo extraidos por
técnicas como, destilacdo por arraste de vapor de agua e prensagem (Maia & Parente-Junior
2008). Em sua maioria, sdo constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de
fenilpropandides, acrescidos de moléculas menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de

cadeia curta (Siani et al. 2000).



De uso medicinal e aroméatico, a importancia da citronela no Brasil tem crescido devido a
grande procura pelo seu 6leo essencial, tanto no mercado interno, quanto para exportagdo (Rocha
et al. 2000, Shasany et al. 2000). E cultivada em areas tropical e subtropical da Africa, Asia e
América, e tem sido utilizada na industria farmacéutica, perfumaria e cosmética, além da
composicao de produtos repelentes e sanitarios (Shasany et al. 2000). O dleo extraido de suas
folhas é rico em aldeido citronelal (aproximadamente 40%) e tem pequenas quantidades de
geraniol, citronelol e ésteres (Marco et al. 2007). Contudo, os dleos essenciais sdo suscetiveis a
grandes variacbes em suas composicdes, devido a origem da planta, ao estagio de seu
desenvolvimento e a parte usada para a destilacdo do 6leo (Simdes et al. 2002).

O citronelal é utilizado como material basico para a sintese de importantes compostos
guimicos, como as iononas e na sintese da vitamina A. Além disso, apresenta atividade repelente
e aromatizante de ambientes (Rocha et al. 2000, Tronglokit et al. 2005, Wong et al. 2005, Isman
2006).

Chen & Viljoen (2010) apontam diversas propriedades bioldgicas do geraniol, destacando
as atividades anti-helmintica, anti-inflamatoria, anticancer e efeitos antimicrobiano, antioxidante,
ainda possuindo efeito repelente e inseticida, entre outros.

O capim de citronela pertence ao género Cymbopogon (Poaceae), no qual ha
aproximadamente 140 espécies descritas (Shasany et al. 2000), das quais muitas tém sido
descritas na literatura com atividade inseticida e repelente.

No Brasil, o dleo essencial de Cymbopogon winterianus Jowitt, conhecida como citronela
de Java, tem grande importancia na producdo de 6leo essencial (Martins, 2006), tendo despertado
interesse agricola devido a referéncias sobre suas agdes fungicida, carrapaticida, repelente e
inseticida E comprovada sua acdo repelente sobre os mosquitos vetores, Aedes aegypti (L.),

Anopheles dirus Peyton & Harisson e Culex quinquefasciatus Say (Tawatsin et al. 2001).
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Verificou-se seu efeito larvicida sobre 0 mosquito transmissor da dengue, A. aegypti (Furtado et
al. 2005). Causou mortalidade 34,3% e 96,9% em Frankliniella schultzei (Trybom) e Myzus
persicae (Sulzer), respectivamente, a 1% (V/V) (Pinheiro et al. 2013), e apresentou repeléncia em
adultos de Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Gusmao et al. 2013).

Sobre S. frugiperda, Labinas & Crocomo (2002) mostraram através de testes de ingestdo
e/ou contato topico com o 6leo de citronela (C. winterianus), que houve deterréncia alimentar e
mortalidade, bem como sintomas de neurotoxicidade, como agitacéo e hiperatividade.

A fim de investigar a agdo dos inseticidas na fisiologia dos insetos, o sistema digestorio se
tornou alvo de grande parte das pesquisas para se controlar o ataque de pragas, por ser nele que
ocorre boa parte do contato entre os insetos e 0 meio ambiente (Levy et al. 2004, Chapman 2013).
Alguns produtos de origem vegetal e componentes derivados destes mostraram alteracdes no
sistema digestorio de alguns insetos. Correia et al. (2009), relataram o efeito da alimentacdo com
folhas de milho tratadas com nim provocando alteragdes morfoldgicas evidenciadas no intestino
médio de S. frugiperda, caracterizadas pela degeneracdo do epitélio e reducdo de células
regenerativas desta regido. Nos tratamentos a base de extratos de Petiveria alliacea L., Zingiber
officinale Roscoe, Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Malva sylvestris L., Baccharis
genistelloides (Lam.) Pers. e Ruta graveolens L. interagindo com Bacillus thuringiensis Berliner
(Bacillaceae) séo visiveis as mudancas na histologia do intestino médio das lagartas desta mesma
espécie, com alteracdes nas microvilosidades, desorganizacao do intestino médio e a hipertrofia
das células epiteliais que se projetaram para o limen (Knaak et al. 2010). Resultados semelhantes
foram encontrados nas células do intestino médio das larvas do predador Ceraeochrysa claveri
(Navas) alimentadas com ovos de Diatraea saccharalis (Fabr.) tratados com 6leo de nim,
observando-se danos nas células colunares, com protusdes citoplasmaticas, agrupamento e

rompimento dos microvilos, dilatagdo e ruptura de células, dilatacdo e vesiculagdo do reticulo
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endoplasmatico rugoso, aumento do espaco extracelular basal e intracelular e necrose (Scudeler &
Santos 2013).

AlteracOes ocorridas na regido do intestino médio sdo capazes de afetar o crescimento e o
desenvolvimento dos insetos, bem como de todos seus eventos fisioldgicos, os quais dependem da
alimentacdo adequada, de sua absorcdo e transformacao, prejudicando a aquisicdo dos nutrientes
destinados na sustentacdo do crescimento e reproducdo do inseto [Mordue (Luntz) & Blackwell
1993, Mordue (Luntz) & Nisbet 2000].

O corpo gorduroso, além de participar do armazenamento e utilizacdo de energia, € um dos
tecidos mais importantes nos processos de manutencdo e de reproducgédo do inseto, com grande
biossintese e a atividade metabdlica (Arrese & Soulages 2010, Roma et al. 2010). Suas células
respondem as alteracdes nutricionais e hormonais, provendo as necessidades de crescimento,
metamorfose e reproducdo dos mesmos (Gullan & Cranston 2008).

Alguns trabalhos tem mostrado que inseticidas botanicos exercem alteracfes no sistema
reprodutivo de insetos. Alves et al. (2014) verificaram que lagartas de S. frugiperda alimentadas
com folhas de milho tratadas com Piper hispidinervum C. DC. apresentaram um adensamento do
tecido conjuntivo que faz parte do revestimento e septos do testiculo de lagartas, com reducédo de
cistos na zona de crescimento, vacuolizacGes, auséncia de espermatides e espermatozoides, e
reducdo de espermatozoides nos testiculos de adultos. Medina et al. (2004) verificaram a inibicéo
da oogénese em Chrysoperla carnea (Stephens) quando tratada com Azadirachtin.

Assim, investigacdes sobre as mudancas nos parametros fisiologicos tornam-se essenciais
para avaliar e prever o efeito toxico de fitoquimicos sobre a fisiologia dos insetos (Sharma et al.
2011). Dessa forma, este trabalho objetivou avaliar as alteragdes provocadas por dose subletal do

6leo de citronela, C. winterianus, sobre a histofisiologia do intestino médio e corpo gorduroso da



lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, bem como pardmetros biogquimicos e seu reflexo na sua

reproducéo.

Literatura citada

Alves, T.J.S., G.S. Cruz, V. Wanderley-Teixeira, A.A.C. Teixeira, J.V. Oliveira, AA.
Correia, C.A.G. Camara & F.M. Cunha. 2014. Effects of Piper hispidinervum on
spermatogenesis and histochemistry of ovarioles of Spodoptera frugiperda. Biotech.
Histochem 89: 245-255.

Arrese, E.L. & J.L. Soulages. 2010. Insect fat body: energy, metabolism, and regulation. Annu.
Rev. Entomol. 55: 207-225.

Barros, E. M. & J.B. Torres. 2009. Historia de vida de Spodopetra frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) em algodoeiro, milho e soja. Anais do Congresso Brasileiro do
Algodéo 7: 433-440.

Barros, E.M., J.B. Torres, J.R. Ruberson & M.D. Oliveira. 2010. Development of Spodoptera
frugiperda on different hosts and damage to reproductive structures in cotton. Entomol. Exp.
Appl. 137;: 237-245.

Bastos, C.S. & J.B. Torres. 2004. Os perigos as escondidas. Rev. Cult. 60: 10-13.

Borges, N.S.S., R. Inecco, S.H. Matos & E.O. Nagdo. 2002. Horario de corte no redimento de
Oleo essencial de capim citronela (Cymbopogon winterianus). 42 Congresso Brasileiro de
Olericultura e 11 Congresso Latino Americano de Horticultura 20: 356-356.

Bose, A., S. Mondal, J.K. Gupta, T. Gosh, G.K. Dash & S. Si. 2007. Analgesic, anti-
inflammatory and antipyretic activities of the ethanolic extract and its fractions of Cleome

rutidosperma. Fitoterapia, 78:515-520.



Busato, G.R., A.D. Grutzmacher, M.S. Garcia, F.P. Giolo & F.A. Martins. 2002. Consumo e
utilizacdo de alimento por Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
originaria de diferentes regides do Rio Grande do Sul, das culturas do milho e do arroz
irrigado. Neotrop. Entomol 31: 525-529.

Capinera, J. L. 2001. Handbook of vegetable pests. San Diego: Academic Press. p.2700.

Chagas, A.C.S., W.M.Passos, H.T.Prates, R.C.Leite, J. Furlong, & I.C.P.Fortes. 2002. Efeito
acaricida de 6leos essenciais e concentrados emulsiondveis de Eucalyptus spp em Boophilus
microplus. Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci. 39:247-253.

Chapman, R.F. 2013. The insects: structure and function. Cambridge, Cambridge University
Press, 929p.

Chen, W. & A. M. Viljoen. 2010. Geraniol — A review of a commercially important fragrance
material. South Afr. J. Bot. 76: 643-651.

Conab (Companhia Nacional de Abastecimento). 2014. Acompanhamento da safra brasileira:
gréos. 93p.

Conner, D.E. 1993. Naturally occurring compounds. In: Davidson P., & A.L. Branen.
Antimicrobials in foods. New York, Marcel Dekker, 441-468p.

Correia, A.A., V. Wanderley-Teixeira, A.A.C. Teixeira, J.V. Oliveira & J.B. Torres. 2009.
Morfologia do canal alimentar de lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com folhas tratadas com Nim. Neotrop. Entomol 38:
83-91.

Cruz, 1. 1995. A lagarta-do-cartucho na cultura do milho. Sete Lagoas, Embrapa Milho e Sorgo,
45 p. (Circular Técnica, n. 21).

Cruz, 1. 2002. Manejo da resisténcia de insetos-praga a inseticidas, com énfase em Spodoptera

frugiperda (Smith). Sete Lagoas, Embrapa Milho e Sorgo, 32p. (Documentos, 21).
9



Cruz, 1., P.A. Viana & J.M. Wagquil. 2000. Pragas da fase vegetativa e reprodutiva. Embrapa
Milho e Sorgo. Disponivel em: <http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/
Milho/CultivodoMilho/prvegetativa.htm> Acesso: 13/07/2013.

Dliaz-Viciedo, R., S. Hortelano, N. Giron, J.M. Masson, B. Rodriguez, A. Villar & B. de Las
Heras. 2008. Modulation of anti-inflammatory responses by diterpene acids from Helianthus
annus L. Bioch. Bioph. Re. Co. 56: 761-766.

Duke, S.O., F.E. Dayan, & A.M. Rimando. 2000. Natural products and herbicide discovery.
p.105-133. In: A.H. Cobb & R.C. Kirkwood (ed.). Herbicides and their mechanisms of action.
Sheffield: Academic Press, 320p.

Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria). 2006. Disponivel em:
<http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Milho/CultivodoMilho_2ed/inde
X.htm> Acesso: 25/02/2013.

Furtado, R.F., M.G.A. Lima, M. Andrade-Neto, J.N.S. Bezerra & M.G.V. Silva. 2005.
Atividade larvicida de 0leos essenciais contra Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae). Neotrop.
Entomol. 34:843-847.

Gallo, D., O. Nakano, S. Silveira Neto, S., R.P.L. Carvalho, G.C. Batista, E. Berti Filho,
J.R.P. Parra, R.A. Zucchi, S.B. Alves, J.D. Vendramim, L.C. Marchini, J.R.S. Lopes &
C. Omoto. 2002. Entomologia agricola. Piracicaba, FEALQ/USP, 920p.

Gullan, P.J. & P.S. Cranston. 2008. Os insetos: um resumo de Entomologia. Sdo Paulo, Roca,
440p.

Gusmao, N.M.S., J.V. Oliveira, D.M.A.F. Navarro, K.A. Dutra, W.A. Silva & M.J.A.
Wanderley. 2013. Contact and fumigant toxicity and repellency of Eucalyptus citriodora

Hook., Eucalyptus staigeriana F., Cymbopogon winterianus Jowitt and Foeniculum vulgare

10



Mill. essential oils in the management of Callosobruchus maculatus (Fabr.) (Coleoptera:
Chrysomelidae, Bruchinae). J. Stored Prod. Res. 54: 41-47.

Isman, M.B. 2006. Botanical inseticides, deterrents, and repellents in modern agriculture and an
increasingly regulated world. Annu. Rev. Entomol. 51: 45-66.

Knaak, N., M.S. Tagliari & L.M. Fiuza, 2010. Histopatologia da interacdo de Bacillus
thuringiensis e extratos vegetais no intestino médio de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae). Arg. Inst. Biol. 77:83-89.

Labinas, M.A. & W.B. Crocomo. 2002. Effect of java grass (Cymbopogon winteranus) essential
oil on fall armyworm Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1979) (Lepidoptera, Noctuidae).
Acta Scient. 24: 1401-1405.

Latorre, B.A. 1990. Plagas de las hortalizas — Manual de Manejo Integrado. Santiago, FAO,
520p.

Levy, S.M., AM.F. Falleiros, E.A. Gregorio, N.R. Arrebola & L.A. Toledo. 2004. The larval
midgut of Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae): light and electron
microscopy studies of the epithelial cells. Braz. J. Biol. 64:633-638.

Lima, R. K., M.G. Cardoso, J.C. Moraes, M.A. Andrade, B.A. Melo & V.G. Rodrigues.
2010. Caracterizacao quimica e atividade inseticida do 6leo essencial de Ageratum conyzoides
L. sobre a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae). Biosci. J. 26: 1-5.

Lourencdo, A.L.F, R. Barros & E.P. Melo. 2009. Milho Bt: Uso correto da tecnologia.
Tecnologia e Producédo: Milho safrinha e culturas de inverno. 79-89.

Maia, C.S. & W.C. Parente-Junior. 2008. Citronela, aliada natural para repelir pernilongos.

Norte Cientifico 3: 1-7.

11



Marco, C.A., R. Innecco, S.H. Mattos, N.S.S. Borges & E.O. Nagao. 2007. Caracteristicas do
6leo essencial de capim-citronela em funcdo de espacamento, altura e época de corte. Hortic.
Bras. 25:429-432.

Martins, R.M. 2006. Estudio in vitro de la accion acaricida del aceite esencial de la graminea
citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) en la garrapata Boophilus microplus. Rev.
Bras. Pl. Med. 8:71-78.

Medice, R., E. Alves, R.T. Assis, R.G. Magno Janior & E.A.G.L. Lopes. 2007. Oleos
essenciais no controle da ferrugem asiatica da soja Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.
Ciénc. Agrotec. 31: 83-90.

Medina P., F. Budia, P. del Estal & E. Vinuela. 2004. Influence of azadirachtin, a botanical
insecticide, on Chrysoperla carnea reproduction: toxicity and ultrastructural approach. J.
Econ. Entomol. 97: 43-50.

Mordue (Luntz), A.J. & A. Blackwell. 1993. Azadirachtin: an update. J. Insect Physiol. 39: 903-
924.

Mordue (Luntz), A.J. & A.J. Nisbet. 2000. Azadirachtin from the neem tree Azadirachta indica:
its action against insects. An. Soc. Entomol. Brasil. 29: 615-632.

Nakahara, K., N.S. Alzoreky, T. Yoshihashi, H.T.T. Nguyen & G. Trakoontivakorn. 2003.
Chemical Composition and antifungal activity of essential oil from Cymbopogon nardus
(Citronella grass). Jpn. Agri. Res. Q. 37:249-252.

Nogueira, M.A., M.G. Diaz, P.M. Tagami & J. Lorscheide. 2007. Atividade microbiana de
6leos essenciais e extratos de propolis sobre bactérias cariogénicas. Rev. Ciénc. Farm. Basica

Apl. 28: 93-97.

12



Oliveira, M.S.S., AR. Roel, E.J. Arruda & A.S. Marques. 2007. Eficiéncia de produtos
vegetais no controle da lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith,1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Ciénc. Agrotec 31: 326-331.

Olivo, C.J., N.M. Carvalho, J.H.S. Silva, F.F. Vogel, P. Massariol, G. Meinerz, C. Agnolin,
A.F. Morel & L.V. Viau. 2008. Oleo de citronela no controle do carrapato de bovinos. Cienc.
Rural 38: 406-410

Ootani, M.A., RW.S. Aguiar, A.V. Mello, J. Didonet, A.C.F. Portella & I.R. Nascimento.
2011. Toxicidade de Oleos essenciais de eucalipto e citronela sobre Sithophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae). Biosci. J. 27: 609-618.

Paula, C.S., I. Cruz, M.L.C. Figueiredo, A.M. Penteado-Dias, R.B. Silva, I.F. Silva, T.E.
Ferreira, A.L.G. Castro & M. Ledo. 2009. Dinamica de parasitdides de Spodoptera
frugiperda em milho convencional e em milho geneticamente modificado. Sdo Lourengo.
Anais do IX Congresso de Ecologia do Brasil, p.1-4.

Pinheiro, P.F., V.T. Queiroz, V.M. Rondelli, A.V. Costa, T.P. Marcelino & D. Pratissoli.
2013. Insecticidal activity of citronella grass essential oil on Frankliniella schultzei and Myzus
persicae. Ciénc. Agrotec. 37: 138-144.

Pogue, M.G. 2002. A world revision of the genus Spodoptera Guenée: (Lepidoptera: Noctuidae).
Philadelphia, American Entomological Society, 202p.

Raja, N., S. Albert & S. Ignacimuthu. 2001. Effect of volatite oil in potecting stored Vigna
unguiculata (L.) Walpers against Callosobruchus maculates (F.) (Coleoptera: Bruchidae)
infestation. J. Stored Prod. Res. 37: 127-132.

Reigosa, M.J. & N. Pedrol. 2002. Allelopathy: from molecules to ecosystems. Plymouth,

Science Publishers, 316p.

13



Rocha, S.F.R, L.C. Ming & M.O.M. Marques, 2000. Influéncia de cinco temperaturas de
secagem no rendimento e composi¢do do 6leo essencial de citronela Cymbopogon winterianus
Jowitt. Rev. Bras. Pl. Med. 3:73-78.

Roel, A.R. 2001. Utilizagdo de plantas com propriedades inseticidas: uma contribui¢cdo para o
desenvolvimento rural sustentavel. Rev. Int. Desenv. Local 1:43-50.

Roel, A.R., J.D. Vendramim, R.T.S. Frighetto & N. Frighetto. 2000. Atividade tdxica de
extratos organicos de Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) sobre Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith). An. Soc. Entomol. Brasil 29: 799-808.

Roma, G.C., O.C. Bueno & M.I. Camargo-Mathias. 2010. Morpho-physiological analysis of
the insect fat body: A review. Micron 41:395-401.

Saito, M. L. 2004. As plantas praguicidas: Alternativa para o controle de pragas na agricultura.
Matéria do informativo: Embrapa - Meio Ambiente. Jaguariina. 4p. Disponivel:
<http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Repositorio/Saito_plantasID-xWZZuffPN5.pdf>
Acesso: 15/03/2014.

Saito, M.L., A. Pott, J.M.G. Ferraz & R.S. Nascimento. 2004. Avaliacdo de plantas com
atividade deterrente alimentar em Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) e Anticarsia gemmatalis
Hubner. Pesticidas: R. Ecotoxicol. Meio Ambiente 14: 1-10.

Scherer, R., R. Wagner, M.C.T. Duarte, H.T. Godoy. 2009. Composicdo e atividades
antioxidante e antimicrobiana dos 6leos essenciais de cravo-da-india, citronela e palmarosa.
Rev. Bras. Pl. Med. 11:442-449.

Scudeler, E.L. & D.C. Santos. 2013. Effects of neem oil (Azadirachta indica A. Juss) on midgut
cells of predatory larvae Ceraeochrysa claveri (Navas, 1911) (Neuroptera: Chrysopidae).

Micron 44: 125-132.

14



Sharma, P., L. Mohan, K.K. Dua & C.N. Srivastava. 2011. Status of carbohydrate, protein and
lipid profile in the mosquito larvae treated with certain phytoextracts. Asian Pac. J. Trop.
Med. 4:301-304.

Shasany, A.K., R.K. Lal, N.K. Patra, M.P. Darokar, A. Garg, S. Kumar & S.P.S. Khanuj.
2000. Phenotypic and RAPD diversity among Cymbopogon winterianus Jowitt accessions in
relation to Cymbopogon nardus Rendle. Genet. Resour. Crop. Evol. 47: 553-559.

Siani, A.C., A.L.F. Sampaio, M.C. Sousa, M.G.M.O. Henriques & M.F.S. Ramos. 2000.
Oleos essenciais — Potencial Anti-inflamatorio. Biotecnologia — ciéncia e desenvolvimento.
Disponivel: <http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio16/16_oleos.pdf> Acesso:
25/02/2013.

Silvie P., T. Lerot, J.L. Belot & B. Michel. 2001. Manual de identificacdo das pragas e seus
danos no algodoeiro. Cascavel: Coodotec, 100p. (Boletim Tecnico, n 34).

Simdes, C.M.O. E.P. Schenkel, G. Gosman, J.C.P. Mello, L.A. Mentz, & P.R. Petrovick.
2002. Farmacognosia da planta ao medicamento. Florianépolis, UFSC, 821p.

Tawatsin, A., S.T. Wratten, R.R.Scott, U.Thavara & Y. Techadamrongsin. 2001. Repellency
of volatile oils from plants against three mosquito vectors. J. Vector Ecol. 26:76-82.

Tronglokit, Y., Y. Rongsriyam, N. Komalamisra & C. Apiwathnasorn. 2005. Comparative
repellency of 38 essential oils against mosquito bites. Phytot. Res. 19: 303-3009.

Vendrame, T., C.J. Olivo, G.R. Meinerz, C.A. Agnolin, M.F. Ziech, F. Hohenreuther, M.
Diehl & E. Steinwandter. 2007. Extrato aquoso de citronela no controle do carrapato de
bovinos. Rev. Bras. Agroecol. 2: 1544-1547.

Vendramim, J.D. & E. Castiglioni. 2000. Aleloquimicos, resisténcia e plantas inseticidas. 113-
128 In: J. C. Guedes & |. Drester Da Costa & E. Castiglioni. 2000. Bases e Técnicas do

Manejo de insetos. Santa Maria: UFSM/CCR/DFS. 248p.
15



Wong, K.K.Y., F.A. Signal, S.H. Campion & R.L. Montion. 2005. Citronella as an insect

repellent in food packaging. J. Agric. Food Chem. 53: 4633-4636.

16



CAPITULO 2
EFEITO DE DOSE SUBLETAL DO OLEO DE CITRONELA (Cymbopogon winterianus
JOWITT) SOBRE A HISTOFISIOLOGIA DO INTESTINO MEDIO E CORPO GORDUROSO

DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH)

Cristiane T. S. Silva®, Valéria Wanderley-Teixeira?, Franklin M. Cunha®, José V. Oliveira®,

Kamilla A. Dutral, Daniela Maria A.F. Navarro® E Alvaro A.C. Teixeira’

'Departamento de Agronomia-Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua
D. Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irméos, 52171-900, Recife, PE, Brasil
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Rua D. Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmé&os, 52171-900, Recife, PE, Brasil
%Laboratério de Ecologia Quimica, Departamento de Quimica Fundamental, Universidade
Federal de Pernambuco, Avenida Prof. Morais Rego, Cidade Universitaria, 50670-901, Recife-

PE, Brazil.

Silva, C.T.S., V. Wanderley-Teixeira, F.M. da Cunha, J.V. Oliveira, K.A. Dutra, D.M.A.F. Navarro &
A.A.C. Teixeira. Efeito de dose subletal do dleo de citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt) sobre a
histofisiologia do intestino médio e corpo gorduroso de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith). A ser
submetido a Journal Agricutural and Food Chemistry.

17



RESUMO - Spodoptera frugiperda é conhecida no Brasil como a principal praga da cultura do
milho. Seu controle é feito principalmente por inseticidas sintéticos, o que tem provocado
diversos problemas ao agroecossistema, estimulando pesquisas por produtos alternativos, como 0s
inseticidas boténicos. O dleo essencial de citronela (Cymbopogon. winterianus) tem se mostrado
promissor. Assim, avaliou-se os efeitos de dose subletal (que ndo ocasionaram fitotoxicidade)
deste 6leo sobre a morfometria das células regenerativas e histologia e histoquimica do intestino
medio e corpo gorduroso de S. frugiperda. O 6leo foi submetido & analise CG-MS. Folhas de
milho imersas em concentracdo de 50mg/mL foram oferecidas as lagartas de terceiro instar. O
intestino médio foi coletado apos 24h de tratamento e no sexto instar, além do intestino médio, foi
coletado o corpo gorduroso para analise histologica e histoquimica. O intestino médio das lagartas
do controle apresentou morfologia tipica, contudo o tratado com citronela apds 24h mostrou
alteracdes no epitélio, com presenca de protusdes citoplasmaticas, extrusdes de células colunares,
nucleos picnoticos e aumento de granulos PAS positivos. O aumento de células regenerativas
nesta fase possibilitou a regeneracdo deste epitélio, visivel em lagartas de sexto instar. O corpo
gorduroso apresentou apenas trofécitos em sua estrutura. Os trofocitos do grupo tratado
apresentaram vacuolos maiores, presenca de corpos mitéticos e reducdo de glicogénio, proteina e
lipidio. Assim, o dleo de citronela em dose subletal pode provocar alteracdes reparaveis no
intestino médio, e ocasionou a reducdo dos recursos armazenados pelo corpo gorduroso o que

podera refletir na reproducéo e sobrevivéncia do inseto.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, 0leo essencial, fisiologia, histoquimica, intestino

médio, trofocitos
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EFFECT OF SUBLETHAL DOSE OF CITRONELLA OIL (Cymbopogon winterianus JOWITT)
ON THE MIDGUT AND FAT BODY HISTOPHYSIOLOGY OF Spodoptera frugiperda (J.E.

SMITH)

ABSTRACT - Spodoptera frugiperda is well known in Brazil as the main pest of corn crops. Its
control is maide by synthetic insecticides, wich has caused many problems to the agroecosystem,
stimulating researches for alternative products such as botanical insecticides. The essential oil of
citronella (Cymbopogon. winterianus) has shown promise. Thus, was evaluated the effects of
sublethal dose (which did not cause phytotoxicity) of this oil on the regenerative cells’
morphometry and midgut and fat body’s histology and histochemical of S. frugiperda. The oil
was subjected to GC-MS analysis. Corn leaves dipped in concentration of 50mg/mL were offered
to third instar larvae. Midgut was collected after 24 h of treatment and on sixth instar, beyond of
the midgut, was collected the fat body for histological and histochemical analysis. The midgut of
control larvae showed typical morphology, yet treated with citronella after 24h showed epithelial
changes with the presence of cytoplasmic protrusions, extrusions columnar cells, pyknotic nuclei
and increased PAS positive granules. The increase of regenerative cells at this stage enabled the
regeneration of this epithelium, visible in sixth instar larvae. The fat body showed only
trophocytes in its structure. Trophocytes of treated group showed larger vacuoles, presence of
mitotic bodies and reduction of glycogen, protein and lipid. Thus, citronella oil in sublethal dose
can cause repairable changes in the midgut, but results in the reduction of resources stored by the

fat body which may reflect on reproduction and survival of the insect.

KEY WORDS: Armyworm, essential oil, physiology, histochemistry, midgut, trophocyte
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Introducéo

Diversas plantas produzem, através de seu metabolismo secundério, substancias que
exercem efeitos biolégicos diversos sobre pragas agricolas por possuirem propriedades
deterrentes, repelentes, inibidoras do crescimento dos insetos e fatores que retardam a resisténcia
desses invertebrados ao vegetal (Roel 2001, Gallo et al. 2002, Saito et al. 2004, Oliveira et al.
2007). Entre essas classes de substancias, destacam-se os 6leos essenciais de plantas aromaticas,
que tem recebido grande atencdo devido a presenca de compostos como monoterpenos, fendis e
sesquiterpenos, 0s quais possuem atividades insetistaticas (Saito 2004, Isman 2006).

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), no Brasil, € conhecida como a
principal praga da cultura do milho, capaz de provocar prejuizos econdmicos de até 60% em
periodos de seca, limitando assim sua producéo (Cruz 1995, Lourencéo et al. 2009). Seu controle
é realizado frequentemente com a utilizacdo de inseticidas sintéticos (Cruz 2002). E apesar de sua
eficiéncia, o seu inadequado pode selecionar populacdes de insetos resistentes, além de provocar a
intoxicacdo de aplicadores e consumidores (Roel et al. 2000).

O dleo essencial de Cymbopogon winterianus Jowitt, conhecida como citronela de Java, é
reconhecido por suas propriedades medicinais e aromaticas, havendo aumento de interesse no uso
agricola devido aos seus efeitos fungicida, carrapaticida, repelente e inseticida (Martins, 2006), ja
sendo utilizado em algumas formulacGes comerciais como repelente de culicideos. Sua agédo
repelente foi comprovada sobre alguns mosquitos vetores de doencas, como Aedes aegypti L.,
Anopheles dirus Peyton & Harrison e Culex quinquefasciatus Say (Tawatsin et al. 2001). Seu
efeito larvicida foi evidenciado sobre 0 mosquito transmissor da dengue, A. aegyipti (Furtado et
al. 2005). Causou mortalidade em Frankliniella schultzei (Trybom) e Myzus persicae (Sulzer), de

34,3% e 96,9%, respectivamente, a 1% (V/V) (Pinheiro et al. 2013). Provocou a repeléncia em
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adultos de Callosobruchus maculatus (Fabr) (Gusmao et al. 2013). E por fim, proporcionou a
deterréncia alimentar e mortalidade de lagartas de S. frugiperda (Labinas & Crocomo 2002).

A fim de avaliar a acdo de inseticidas na fisiologia dos insetos, o sistema digestorio se
tornou alvo de grande parte das pesquisas no controle de pragas, pois € nele que ocorre boa parte
do contato entre os insetos e 0 meio ambiente (Levy et al. 2004, Chapman 2013). Sendo o
intestino médio o principal objeto destas pesquisas, devido as alteracfes ocorridas nesta regiao
serem capazes de afetar o crescimento e o desenvolvimento dos insetos, bem como todos seus
eventos fisiologicos, os quais dependem da alimentacdo adequada, de sua absor¢do e
transformacéo [Mordue (Luntz) & Blackwell 1993, Mordue (Luntz) & Nisbet 2000].

O corpo gorduroso € o principal 6rgdo do metabolismo intermediario dos insetos (Roma et
al. 2010). E nele que ocorre o armazenamento de proteinas, lipidios e carboidratos que servirdo
como precursores para 0 metabolismo de diversas substancias (Keeley 1985, Arrese & Soulages
2010, Roma et al. 2010). Além disso, tem como funcdo o armazenamento e neutralizacdo de
substancias ndo utilizaveis pelo inseto, sendo comparado ao figado de vertebrados, ao armazenar
nutrientes em excesso da hemolinfa, desintoxicando-a e servindo como fonte biossintética para
metabolitos que seriam liberados na circulacdo (Kilby 1963, Price 1973, Gullan & Cranston
2008).

Distribuido por todo corpo do inseto, podem ser classificados em dois tipos de acordo com
sua localizacdo: parietal e perivisceral. Os trofécitos sdo as células dominantes do corpo
gorduroso, caracterizadas pelo seu desenvolvido sistema vacuolar (Locke 1984, Gullan &
Cranston 2008, Chapman 2013). Mudancas na sua histofisiologia podem ser influenciadas por
diversos fatores, como ciclo de muda, estado nutricional e de desenvolvimento do inseto (Cotton
& Anstee 1991). Assim, a presente pesquisa avaliou o efeito de dose subletal (que nédo

ocasionaram fitotoxicidade) do éleo essencial de C. winterianus sobre a morfometria das células
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regenerativas, histologia e histoquimica do intestino médio, e corpo gorduroso de lagartas de S.

frugiperda.

Material e Métodos

A presente pesquisa foi conduzida no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal e no Centro de Apoio a Pesquisa (Cenapesq) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco.

Obtencéo dos Insetos. Os insetos foram obtidos da criagdo estoque do Laboratorio de Histologia,
mantidos em cdmaras climatizadas do tipo B.O.D. a 25°C+0,2, 70% de UR e fotofase de 12h. As
lagartas foram alimentadas com dieta artificial modificada para Spodoptera, segundo a
metodologia de Busato et al. (2006) e os adultos com solucdo de mel a 10%. No entanto, as
lagartas destinadas a parte experimental foram alimentadas com folha de milho hibrido duplo
AG105, cultivados em casa de vegetacdo com duas plantas por vasos de 5L com solo misturado
com hamus (2:1), acrescentando 12,1g N, P, K (formulacao de 4:14:8).

Obtencdo e Analise Cromatografica do Oleo. O 6leo essencial de citronela (C. winterianus) foi
oriundo da Universidade Federal da Paraiba — Campus Bananeiras. A cromatografia foi realizada
no Laboratorio de Ecologia Quimica, do Departamento de Quimica Fundamental, UFPE.

O oleo essencial foi diluido em hexano e analisado por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas em um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series GC/EM (Agilent
Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m X
0.25 mm d.i., 0,25 um espessura da pelicula), na qual a aliquota de 1uL foi injetada em split 1:20,
assim como a solucdo da mistura de padrGes de hidrocarbonetos: C9-C34, sendo esta solucdo
hexanica composta por padrdes comerciais da Sigma-Aldrich®.. As condi¢cbes CG foram: hélio

como gas carreador, pressdo constante de 100kPa; temperatura inicial de 60°C por 3min,
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aumentando 2,5°C/min até 240°C e mantida nesta temperatura por 10 min. Espectometria de
massa: a 200°C e os espectros de massa registrados em 70eV (em modo EI) com uma velocidade
de escaneamento de 0,5scan” de m/z 20-350.

A partir da obtencdo dos tempos de retencdo dos compostos na amostra do 6leo essencial,
nos padrdes de hidrocarboneto e na combinacdo do dleo essencial com a mistura de padroes de
hidrocarboneto foi calculado o indice de retencdo para cada componente do 6leo, segundo a
equacdo de Van den Dool e Kratz (1963). Os componentes dos 6leos essenciais foram
previamente identificados por similaridade dos valores dos indices de retencdo e posteriormente
confirmados por comparagdo dos respectivos espectros de massa com aqueles disponiveis na
biblioteca do GC/EM: MassFinder 4, NIST08 ¢ Wiley Registry™ 9th Edition e com 0s descritos
por Adams (2009) e por fim, as areas dos picos nos cromatogramas foram integradas para a
obtencdo do sinal idnico total e seus valores utilizados para determinar as proporcoes relativas
respectivas a cada composto.

Teste de Fitotoxicidade. Realizado a fim de determinar qual dose subletal ao inseto que nédo
causasse dano a planta. Foram selecionadas as concentrac6es de 1500, 1000, 500, 100 e 50 mg em
98 mL de agua destilada + 2mL de DMSO. Trés pedacos de folha de milho, aproximadamente
4,0cm de comprimento, foram usadas para cada concentracdo, em trés repeticdes. As folhas foram
imersas por 10 segundos em cada concentracdo e deixadas secar a temperatura ambiente sobre
papel toalha. O nivel de fitotoxicidade foi avaliado de acordo com o tamanho de areas queimadas,
e classificados como leve, moderada, ou grave usando uma escala percentual de fitotoxicidade,
adaptado de Frans et al. (1986) (Fig. 1). A concentracdo em que ndo promoveu fitotoxicidade foi
utilizada para testar a bioatividade sobre lagartas de S. frugiperda.

Bioensaios. Para a realizacdo dos bioensaios, pedacos de folhas de milho de 20 a 40 dias de idade

foram imersas na solucdo contendo o dleo essencial de citronela (50mg dleo essencial + 98mL
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agua destilada + 2mL de DMSO) e para o grupo controle foram imersas apenas em solucdo de
98mL agua destilada e 2mL de DMSO, e colocadas para secar em temperatura ambiente e
posteriormente oferecidas as lagartas de S. frugiperda com 10 dias de idade (3° instar), durante
24horas, apos esse intervalo de tempo as lagartas passaram a ser alimentadas com folhas de milho
ndo tratadas até o 6° instar. Cada tratamento constou de 50 lagartas individualizadas em potes
plasticos de 80mL com tampa.

Analise Histologica e Histoquimica do Intestino Médio. Foram coletados dez intestinos médios
de lagartas apds 24h do tratamento e dez de sexto instar. Para a coleta do material, os insetos
foram imobilizados a baixa temperatura (4°C) e dissecados com o auxilio de um
estereomicroscopio. Fixados em formol 10% por 24h e conservados em alcool 70%. O intestino
médio foi seccionado, desidratado em banhos crescentes de alcool etilico (70 - 100%) por 10 min
cada, embebido em &lcool+historesina (1:1) por 24h e finalmente incluido em historesina Leica®.
Cortes com 5um de espessura foram obtidos em micrétomo Leica® RM 2035. Os cortes foram
submetidos as técnicas de coloracdo pelo Azul de Toluidina para analise morfologica do tecido;
Para analises histoquimicas, técnica de Feulgen para deteccdo de ndcleos, Acido Periodico de
Schiff (P.A.S.) para deteccédo de polissacarideos neutros, e Xylidine Ponceau para proteinas totais.
A andlise histoldgica e histoquimica foram realizadas utilizando-se um microscopio de luz da
marca OLYMPUS BX-49, e fotografado em fotomicroscopio Leica® DM500 e OLYMPUS BX-
51.

Foram quantificadas as células regenerativas baseando-se no método de Pinheiro et al.
(2003), na qual foram usadas 10 sec¢Oes aleatorias de trés cortes para cada trés blocos por
tratamento, obtida a média e submetida ao teste T usando o programa SAS (SAS Institute, 2001).
Analise Histoldgica e Histoquimica do Corpo Gorduroso. Foram coletados de lagartas de sexto

instar e submetidos ao mesmo procedimento de inclusédo e obtencdo de cortes para o intestino
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médio. Submetidos a coloracdo de Hematoxilina-Eosina (H-E), para analise morfoldgica e para
histoquimica utilizou-se Feulgen para nlcleo, Acido Periddico de Schiff (P.A.S.) na deteccdo de
glicogénio, Xylidine Ponceau, para proteinas, e Sudan Black, para lipidios. Os cortes foram

examinados e fotografados em fotomicroscopio de luz Leica® DM500.

Resultados

Composicdo Quimica do Oleo Essencial. A analise do 6leo essencial de citronela, C.
winterianus, detectou a presenca de 62 compostos, dos quais, o citronelal, geraniol e citronelol
apresentaram-se como compostos majoritarios com 35,47%, 21,83% e 10,94%, respectivamente
(Tabela 1).
Morfologia e Histoquimica do Intestino Médio de Lagarta de S. frugiperda. As lagartas do
controle apds 24h apresentaram o intestino médio constituido por duas camadas de tecido
muscular, a mais externa com musculo disposto longitudinalmente, com feixes espacados entre si,
e a interna com musculo disposto circularmente. Internamente encontra-se a camada de tecido
epitelial simples colunar, composta por trés tipos celulares: células colunares, caracterizadas pela
presenca de microvilosidades em seu apice e nucleos esféricos centrais; células caliciformes, as
quais possuem uma invaginacdo de sua membrana formando a camara globosa, com nucleo basal
e achatado; e células regenerativas, com citoplasma bastante basofilo e ndcleo esférico, podem ser
encontradas solitarias ou em grupo, formando ninhos. Recobrindo o epitélio hd a matriz
peritrofica (Figs. 2A e 2B).

O intestino médio das lagartas tratadas com o 6leo de citronela apresentou apds 24h o tecido
muscular aparentemente bem preservado. No entanto, houve uma desorganizacdo estrutural no

epitélio, com alongamento e aparente aumento de células caliciformes, presenca de protusdes
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citoplasmaticas nas células colunares e extrusdes destas e de seus fragmentos langados em direcao
ao lumen, além disso essas células mostraram-se alongadas (Figs. 2C e 2D).

Através da técnica de Feulgen, é possivel observar que as células colunares do controle
possuem nucleos esféricos e volumosos, porém no tratamento ocorreu a presenca de nicleos que
se apresentaram mais condensados e com tamanho reduzido, distinguindo-os como picnoéticos.
Também foi visualizado o afastamento destas células da lamina basal e extrusdo celular para o
lamen (Figs. 2E e 2F). Verificou-se ainda aumento significativo na quantidade de células
regenerativas no intestino medio das lagartas tratamento com citronela ap6s 24h em relagdo ao
controle (Tabela 2).

As células epiteliais do intestino medio das lagartas do controle apds 24h demonstraram
positividade ao acido periddico de Schiff (P.A.S.), detectando a presenca de carboidratos neutros
caracterizada pela presenca de granulos no citoplasma, dispostos aleatoriamente nas células (Fig.
3A). Verificou-se que o teor de glicogénio nas células epiteliais do intestino médio das lagartas
tratadas com Gleo de citronela exibiu uma reagdo muito mais intensa, chegando a ocupar quase
todo o epitélio, inclusive nos fragmentos langados no limen (Fig. 3B).

Quanto a deteccdo de proteina o controle de 24h exibiu uma coloragdo positiva e uniforme
por todo o epitélio, com destaque para as células regenerativas que reagiram de forma mais
intensa (Fig. 3C). No tratamento também foi obtida coloracdo positiva, contudo na area em que
ocorre a estratificacdo do epitélio, é possivel observar nicleos intensamente corados. Além disso,
no interior da camara globosa das células caliciformes evidenciou-se uma reacdo mais fraca,
sugerindo a presenca de secrecdo de natureza ndo proteica produzida por estas células (Fig. 3D).

Nas lagartas avaliadas no sexto instar, o intestino médio do controle apresentou
caracteristicas histoldgicas semelhantes as observadas para as lagartas avaliadas ap6s 24h (Fig.

4A). Em relagdo as lagartas oriundas do tratamento com o 0leo de citronela, foi constatada uma
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recuperacdo da morfologia tipica do epitélio, bem proxima do controle. No entanto, verificou-se
um notével alongamento de suas células colunares (Fig. 4B). N&o houve diferenca significativa
entre o nimero de células regenerativas no controle e no tratamento (Tabela 2).

O contetdo de glicogénio, no intestino médio das lagartas de sexto instar do controle,

demonstrou uma maior quantidade de granulos do que aqueles do controle de 24h e uma redugéo
significativa do tratamento com o 06leo de citronela. Ainda foi possivel observar granulos PAS
positivos no interior da camara globosa das células caliciformes (Figs. 4C e 4D). Para proteina
tanto o controle quanto o tratamento com 0leo de citronela obtiveram reagdo positiva (porém com
ligeira intensidade para as lagartas do grupo tratado com o 0leo), e com distribuicdo de coloragéo
homogénea por todo o tecido (Figs. 4E e 4F).
Morfologia e Histoquimica do Corpo Gorduroso. Foram observados apenas trofocitos
compondo o corpo gorduroso, tanto no controle quanto no tratamento com o dleo de citronela.
Estas células foram encontradas justapostas, em fileira, geralmente com uma ou duas camadas
celulares, formando uma fita. Os trofécitos apresentaram varias vesiculas e o ndcleo central
esférico, com presenca de nucléolos (Figs. 5A). No tratamento com o Gleo, as vesiculas foram
aparentemente bem maiores em relacdo ao controle e localizadas mais na periferia das células
(Fig. 5B).

Através da técnica de Feulgen, ainda foi possivel observar que os nucleos do controle
apresentaram area eucromatica (Fig. 5C), enquanto que no tratamento com o 0leo de citronela os
nacleos estavam aparentemente com volume maior e mais condensado, ainda foi possivel
verificar nicleos alongados e em que ndo houve completa cariocinese, possivelmente em metafase
e com cromossomos condensados, com evidente poliploidia (Fig. 5D).

Tanto no controle como nas lagartas tratadas com Gleo de citronela o corpo gorduroso

apresentou reacdo positiva ao PAS no contetdo citoplasmatico dos trofdcitos, indicando a

27



presenca de glicogénio nestas células, porém de maior intensidade no corpo gorduroso das
lagartas do controle. Estes granulos também foram observados preenchendo vesiculas no grupo
controle e circundando internamente as vesiculas no grupo tratado com o 6leo de citronela (Figs
6A e 6B).

Através da coloragdo com Xylidine Ponceau foi evidenciada a presenca de proteinas no
citoplasma entre os vacutolos dos trofocitos, tanto do controle quanto no tratado com o dleo de
citronela (Figs 6C e 6D). E pelo Sudan Black, foram verificadas a presenca de lipidios
distribuidos pelo citoplasma do controle e tratado com o 6leo de citronela, em formas de
goticulas, com algumas presentes dentro dos vacuolos, entretanto a maior parte se encontra entre

eles.

Discusséo

Assim como em nossos resultados, o citronelal, geraniol e citronelol foram detectados,
respectivamente, como compostos majoritarios do 6leo essencial de C. winterianus por Labinas &
Crocomo (2002), nas concentragdes de 42,15%, 16,44% e 22,03%, por Martins (2006), 41,15%,
17,90%, 17,20%, e por Beneti et al. (2011), 40,23%, 17,70% e 13,39%. Alteracdes na
concentracdo destes constituintes sdo bastante comuns, pois a producdo e composi¢do do 6leo
essencial podem ser influenciadas por diversos fatores, tais como, variabilidade genética,
localizacdo geografica, época da colheita, condicdes climaticas, parte do vegetal destilado, entre
outros (Simdes et al. 2002, Marco et al. 2007, Morais 2009).

Estes compostos sdo classificados como monoterpenos, tendo o citronelal e o geraniol sido
reportados com propriedades repelente e inseticida (Isman 2006, Chen & Viljoen 2010). Knaak et

al. (2010) supdem que os componentes ativos tdxicos provenientes de vegetais sdo capazes de
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atuar no intestino médio de insetos. Segundo Correia et al. (2009), por ser esta uma regido de
digestdo e absorcao, é portanto mais vulneravel.

O intestino médio da lagarta S. frugiperda do grupo controle apresentou 0 mesmo padréao
morfoldgico descrito por Rost-Roszkowska et al. (2008) para Spodoptera exigua (Hubner), por
Correia et al. (2009) e Roel et al. (2010), para a mesma espécie em estudo. Segundo Sousa et al.
(2009), o epitélio do intestino médio de Alabama argillacea (Hibner) é composto por quatro tipos
celulares: colunares, caliciformes, enddcrinas e regenerativas. A ndo visualizacdo das células
enddcrinas neste trabalho confirma ser apenas possivel distingui-las das outras células do epitélio
com analises ultraestruturais e imunohistoquimicas (Scudeler & Santos 2014).

A estratificacdo do epitélio, ocasionada pela hiperplasia das células colunares, formacéo e
expansdo dos espacos intercelulares, protusfes e extrusdo de fragmentos celulares para o limen,
nucleos condensados e reduzidos (picnéticos), provocadas pelo 6leo de C. winterianus, séo
alteracdes patologicas graves, semelhantes a sintomas necroticos acarretados pela administragédo
de outros compostos derivados de plantas, tais como, Azadirachta indica A. Juss, Cymbopogon
citratus (D.C.), Petiveria alliacea L. e Zingiber officinalis Roscoe (Nogueira et al. 2007, Correia
et al. 2009, Knaak et al. 2010, Roel et al. 2010, Scudeler & Santos 2013). Estes mesmos autores
ainda relataram modificacGes ou degradacdo das microvilosidades e/ou da matriz peritrofica, ndo
observadas neste trabalho. Porém, apesar da matriz peritrofica aparentemente integra, ndo foi
suficiente para imperdir a acdo do Gleo de citronela sobre o epitélio, assim como o nim, segundo
Correia et al. (2009).

Estes sintomas patolégicos sdo comparaveis ainda as alteracdes provocadas pelo Bacillus
thuringiensis no intestino médio das lagartas Manduca sexta Linnaeus e Corcyra cephalonica
(Stainton), descritas, respecivamente, por DeLello et al. (1984) e Chiang et al. (1986) e na lagarta

A. argillacea alimentada com algodéo Bt, por Sousa et al. (2010).
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O aumento do numero de células regenerativas evidenciado nesta pesquisa difere do
encontrado por Correia et al. (2009) em intestino médio de S. frugiperda submetidas a doses de
nim. O que pode ter ocorrido devido a contagem ter sido feita apds 24h do tratamento na presente
pesquisa, enquanto que 0s outros autores verificaram ap6s 48h do tratamento. A renovacao
epitelial pela proliferagdo e diferenciagdo das células regenerativas é estimulada pela liberacéo de
fatores que podem estar ligados a alteragcdes nas células colunares (Spies & Spence 1985).

Os resultados observados no intestino médio corroboram com as trés respostas celulares aos
patogenos na tentativa de defesa do epitélio citadas por Chiang et al. (1986), a descamacéo das
células colunares, que apesar de ser considerada patologica, estimula a proliferacdo das células
regenerativas a fim de recuperar o epitélio danificado e a secre¢éo, talvez merdcrina, pelas células
caliciformes protegendo o novo epitélio formado de uma leséo continua e evitando a mistura do
fluido corporal com o conteddo gastrico. E assim, permitiu a reestruturacdo deste tecido, ao se
mostrar intacto nas lagartas de sexto instar.

A grande quantidade de granulos PAS positivos, detectada apds 24h de tratamento com
citronela nas células colunares do intestino médio, pode indicar a perda deste material no limen,
visto que estas células estavam sofrendo protusdes e extrusdes, e haver reducao deste material nas
células do sexto instar. Corroborando com os resultados de DeLello et al. (1986) e Sculeder &
Santos (2013), que verificaram um reducdo de glicogénio nas células colunares remanescentes
apos o dano no epitélio.

A fim de prover as necessidades dos insetos, as células do corpo gorduroso sdo capazes de
mudarem suas atividades como resposta aos sinais nutricionais e hormonais, sendo um dos tecidos
mais importantes para 0s processos de manutencao e reproducdo (Gullan & Cranston 2008, Roma

et al. 2010).
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Este tecido pode ser composto por dois tipos de células, os trofécitos, mais abundantes, tem
origem mesodérmica, e 0s endcitos, associados as anteriores, com origem ectodérmica (Oliveira
& Cruz-Ladim, 2003). Estas ultimas ndo foram visualizadas em nossos cortes histolégicos. Evans
(1967) e Oliveira & Cruz-Ladim (2003) relatam que os endcitos podem ser encontrados por todo
0 corpo do inseto, situados abaixo da epiderme ou agrupados proximos aos espiraculos e
traquéias, bem como associados aos trofocitos.

Segundo Chapman (2013), as células do corpo gorduroso sdo geralmente fracamente
aderidas uma a outra , raramente sdo encontrados casos em que haja jun¢des comunicantes e
adesivas entre elas, como aparentemente ocorre em lagartas-do-cartucho.

A presenga de corpos mitoticos visualizados no tratamento com citronela indica que pode
ter ocorrido o desenvolvimento nuclear precoce, como sugerem Cotton & Anstee (1991), ao
verificarem modificacdes similares nos nucleos de Locusta migratoria L. tratadas com metopreno.
Uma vez que, 0 corpo gorduroso tem seu crescimento na fase embrionéria através do aumento do
namero e da diferenciacdo das células presentes, e na fase larval apenas deveria ocorrer o aumento
de volume de suas células (Chapman 2013).

Os grandes vacuolos encontrados no corpo gorduroso de S. frugiperda, exposta ao
tratamento com 6leo de citronela, podem ser classificados como vacuolos aquosos, visto que nao
foi detectada a presenca de proteinas nem lipidios em seu interior, apenas alguns granulos PAS
positivos em sua parede. Assim como sugere Wigglesworth (1982), ao verificar a presenca de
vaclolos semelhantes no corpo gorduroso de insetos adultos de Rhodnius (Hemiptera), quando
realimentados ap0s inani¢do avancada; estes vactolos sdo originados de citolisossomos (vactolos
autofagicos), associados a depositos de lipofuscina, provenientes da degeneracdo mitocondrial nas

células do corpo gorduroso.
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Muitas vezes os trofocitos sdo designados como adipdécitos, sendo esta uma denominacgao
errbnea, visto que estas células ndo sdo apenas responsaveis pelo armazenamento de lipidios
(Oliveira & Cruz-Ladim 2003, Roma et al. 2010). A presenca de carboidratos, proteinas e lipidios
no citoplasma dos trofocitos detectada pelas técnicas histoquimicas também foi verificada e
descrita por Roma et al. (2006) em formigas da tribo Anttini. A presenca destes compostos no
citoplasma destas células admite sua fungdo de armazenamento.

Segundo Oliveira & Cruz-Landim (2003), os lipidios sdo armazenados como goticulas que
chegam a ocupar grandes extensées do citoplasma, grande parte como triglicerideo. As proteinas
sdo armazenadas na forma de cristais ou de granulos eletrondensos de diferentes tamanhos
(Jensen & Borgesen 2000, Rollo & Camargo-Mathias 2006, Roma et al. 2008). Como exemplo de
sintese proteica, tem a secrecdo de proteinas dos odcitos, tais como vitelogeninas, como cita
Keeley (1985).

Os carboidratos armazenados nos trofdcitos, principalmente na forma de glicogénio,
constituem uma fonte importante de energia para os insetos, que podem estar associados a lipidios
e proteinas (Locke 1984, Keeley 1985, Roma et al. 2006). Estas células sdo capazes de sintetizar a
partir do glicogénio a trealose, importante carboidrato circulante na hemolinfa (Roseler e Roseler,
1986).

A importancia na captacdo de recursos nutricionais relacionados aos varios processos da
fase pupal e adulta do inseto, em muitas espécies de insetos se iniciam desde a fase larval, como
em S. frugiperda (Attardo et al. 2005, Milano et al. 2010). O desperdicio desses recursos nas
lagartas tratadas com Gleo de citronela, devido a perda deste material nos danos provocados no
intestino médio durante o terceiro instar e seu uso como fonte energética para restaurar o epitélio,

podem ter provocado a diminuicdo do glicogénio no corpo gorduroso.
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Assim, conclui-se que o 6leo de citronela C. winterianus, na concentracdo de 50mg/mL, é
capaz de provocar alteracfes patoldgicas na estrutura do epitélio do intestino médio de lagartas de
terceiro instar, o qual através de mecanismo de defesas consegue se reintegrar. No entanto, 0 uso
de recursos para esta restauracdo implica na reducgédo do teor de glicogénio do corpo gorduroso, o
qual podera refletir no processo de reproducdo e sobrevivéncia do inseto. Sendo portanto,

necessarias novas pesquisas que investiguem estas lacunas no conhecimento.
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Tabela 1. Composicdo quimica do Oleo essencial de citronela C. winterianus com suas

respectivas porcentagens

Compostos ILRY LR? Area(%)
1 a —Pineno 932 932 0,01
2 Hepten-2-one<6-methyl-5> 989 981 0,06
3 Mirceno 991 988 0,07
4 a —Felandreno 1003 1002 0,02
5 O- Cimeno 1024 1022 0,02
6 Limoneno 1028 1024 3,90
7 (2)- p-Ocimeno 1039 1032 0,01
8 Bergamal 1054 1051 0,05
9 y-Terpineno 1058 1054 0,02
10 Terpinoleno 1088 1086 0,07
11 Linalol 1100 1095 1,15
12 (2)- Rose oxide 1111 1106 0,03
13 (E)- Rose oxide 1128 1122 0,01
14 Isopulegol 1145 1145 1,22
15 P- Menth-3-en-8-ol 1148 1145 0,06
16 Citronelal 1154 1148 35,47
17 Menthone (iso) 1165 1158 0,03
18 Isopelugol (neoiso) 1168 1167 0,08
19 Terpinen-4-ol 1177 1174 0,06
20 a —Terpineol 1190 1186 0,06
21 Metil Chavicol 1198 1195 0,04
22 <n>- Decanal 1206 1201 0,08
23 Citronelol 1229 1223 10,94
24 Neral 1242 1235 0,33
25 Geraniol 1256 1249 21,83
26 Geranial 1271 1264 0,50
27 (E)- Anethole 1286 1282 0,72
28 Thymol 1292 1289 0,03
29 Menthol <8-hydroxy-neo> 1333 1328 0,21
30 Citronelil acetate 1354 1350 2,51
31 Eugenol 1358 1356 0,82
32 Neryl acetate 1365 1359 0,03
33 o —Copaeno 1378 1374 0,02
34 Geranil acetate 1384 1379 3,15
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35 - Elemeno 1393 1389 1,67
36 (E)- Cariofileno 1422 1417 0,11
37 B —Copaeno 1432 1430 0,03
38 Muurola-3,5-diene <E> 1454 1451 0,03
39 a-Humuleno 1457 1452 0,11
40 Dauca-5,8-diene 1467 1471 0,03
41 Cadina-1(6),4-diene <E> 1478 1475 0,05
42 y-Muurolene 1481 1478 0,14
43 Germacreno-D 1486 1484 1,93
44 B —Selineno 1491 1489 0,06
45 Muurola-4(14),5-diene <E> 1497 1493 0,05
46 Cubebol <epi> 1499 1493 0,13
47 o —Muuronelo 1505 1500 0,45
48 Germacreno — A 1510 1508 0,38
49 y-Cadineno 1519 1513 0,36
50 d-Cadineno 1528 1522 2,02
51 Cadina-1,4-diene <> 1536 1533 0,05
52 o —Cadineno 1541 1537 0,08
53 Elemol 1553 1548 3,73
54 Germacreno D-4-ol 1579 1574 0,45
55 Eudesmol <5-epi-7-epi- > 1607 1607 0,03
56 Cubenol <1-epi> 1631 1627 0,05
57 y-Eudesmol 1634 1630 0,58
58 Muurolol <epi- a> 1644 1640 0,86
59 o — Muurolol 1649 1644 0,15
60 B-Eudesmol 1653 1649 0,33
61 o —Cadinol 1657 1652 1,61
62 Bulnesol 1671 1670 0,16

TOTAL 99,24

YIndice de retencdo.

2Constituintes listados por ordem de eluicdo em uma coluna nonopolar DB-5.
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Tabela 2. Namero de células regenerativas no intestino medio de lagartas de S. frugiperda
submetidas ao tratamento 50mg/L de Oleo essencial de citronela (C. winterianus) (25°C, 70% de

UR e fotofase de 12h).

Tratamento N Média+ E.P* Estatistica T"
24h ap6s alimentacéo -4,03%0%7
Controle 3 6,0+£0474°

Citronela 50mg/L 3 87+044Db

Sexto instar 2,4600%1
Controle 3 61+034a

Citronela 50mg/L 3 50+033a

E.P. (Erro Padréo).

2Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente.
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Figura 1. Fitotoxicidade de folhas de milho imersas em diferentes concetraces do dleo essencial
de citronela (C. winterianus). (A) 50mg/mL, ndo houve fitotoxicidade. (B) 100mg/mL, leve a
moderada. (C-D-E) 500mg/L, 1000mg/mL e 1500mg/mL, respectivamente, apresentaram

fitotoxicidade grave.
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Figura 2. Intestino médio de lagartas de S. frugiperda de terceiro instar. (A - B) controle.
Observar constituicdo histologica: camada de musculo longitudinal (ML) e musculo circular
(MC), apoiando o epitélio formado por células colunares (Cc) com nucleo central (n), células
caliciformes (Cca), células regenerativas (Cr), e matriz peritréfica (seta pontilhada). (C - D)
tratamento com 50mg/mL do dleo de citronela. Visualizar estratificacdo epitelial, com presenca
de protus6es (pt) nas células colunares caracterizadas pela presenga de microvilos (seta vermelha),
extrusdo celular (asterisco) e espaco intercelular (seta longa). Coloracdo azul de toluidina. (E)
controle. (F) tratado, observar presenca de nucleos picnoticos (ponta de seta), afastamento das
celulas da camada muscular (seta com duas pontas) e Lamen (L). Coloragdo Feulgen.
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Figura 3. Histoquimica do intestino médio de lagartas de S. frugiperda de terceiro instar. (A)
controle. Observar alguns granulos de glicogénio dispersos no citoplasma das células (B)
tratamento com 50mg/mL do oOleo de citronela. Notar grande quantidade de granulos de
glicogénio no citoplasma das células. Coloracdo com P.A.S. (C) controle. (D) tratamento com
50mg/mL do 6leo de citronela. Notar maior reacdo do corante Xylidine Ponceau no grupo tratado.
Células colunares (Cc), nucleo (n), células caliciformes (Cca), células regenerativas (Cr).
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Figura 4. Intestino médio de lagartas S. frugiperda de sexto instar. (A) controle. (B) tratamento
com 50mg/mL de 6leo de citronela. Coloracdo Azul de toluidina. (C) controle. (D) tratado com
50mg/mL de dleo de citronela. Coloracdo P.A.S. (E) controle. (F) tratado com 50mg/mL de éleo
de citronela. Coloragdo Xylidine Ponceau. Musculo longitudinal (ML), musculo circular (MC),
Células colunares (Cc), nacleo (n), células caliciformes (Cca), células regenerativas (Cr), matriz
peritrofica (seta pontilhada), lamen (L).
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Figura 5. Morfologia do corpo gorduroso de lagartas S. frugiperda de sexto instar. (A) controle.
Trofocitos justapostos, com grande quantidade de vesiculas no citoplasma (v) e nucléos (n) com
nucléolos (seta curta). e (B) tratamento com 50mg/mL do 6leo de citronela. Observar aumento do
tamanho e nimero de vesiculas. Coloracdo Hematoxilina-Eosina. (C) controle observar trofocitos
apresentando nucleos bastante eucromaticos. (D) tratamento com 50mg/mL do 6leo de citronela.
Evidenciar nacleos mais condensados, e alguns com morfologia alongada (asterisco) e
cromossomos condensados (seta longa). Coloracgéo pela técnica de Feulgen.
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Figura 6. Histoquimica do corpo gorduroso (controle e tratado) de lagartas S. frugiperda de sexto
instar. (A — B) controle e tratamento com 50mg/mL do dleo de citronela, respectivamente. Grande
quantidade de glicogénio no citoplasma, com reducdo consideravel no tratado. Glicogénio no
interior de vacuolos (seta grande). Coloragio com Acido Periodico de Schiff. (C — D) controle e
tratado, respectivamente. Proteina distribuida por todo citoplasma. Coloracdo Xylidine Ponceau.
(E — F) controle e tratado, respectivamente. Lipidios distribuidos no citoplasma. Goticulas de
lipidios (setas curtas). Coloracdo Sudan Black. Nucleo (n), vacuolos (V).

48



CAPITULO 3
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RESUMO - Spodoptera frugiperda é a principal praga do milho no Brasil. Buscas por novos
metodos de controle que minimizem os efeitos adversos dos inseticidas sintéticos, promoveram o
ressurgimento dos inseticidas botanicos. O éleo de citronela (Cymbopogon winterianus) mostra
ser eficiente como repelente e inseticida. Assim, avaliou-se mudancas no perfil bioquimico de
lagartas tratadas com este Oleo e seu reflexo na reproducdo. Folhas de milho imersas em
concentracdo de 50mg/mL foram oferecidas as lagartas de terceiro instar por 24h e avaliadas no
sexto instar para estimativas dos niveis de proteinas, lipideos, acucares e glicogénio. Testiculos e
ovariolos de adultos apds 24h de emergéncia foram coletados para analise histologica e
histoquimica. Também foi observado o nimero de ovos e taxa de ecloséo. Lagartas tratadas com o
Oleo apresentaram reducdo de proteina, lipideos e agucares totais e aumento de glicogénio.
Testiculo dos insetos do controle apresentou revestimento de tecido conjuntivo e cistos com
abundantes espermatozoides. No entanto, no tratado com o 6leo verificou-se intensa vacuolizacao
periférica e reducdo de carboidratos neutros. Os ovariolos dos insetos do tratamento controle
apresentaram-se com morfologia caracteristica da espécie. J& 0s ovariolos dos insetos do
tratamento com Oleo apresentaram estratificacdo e afastamento das células foliculares, menor
desenvolvimento das células nutrizes, menor quantidade de vitelo, bainha conjuntiva mais delgada
e reducdo de proteinas e carboidratos neutros. Os ovos oriundos dos casais tratados com o 6leo
foram inviaveis. Portanto, o 6leo de citronela em dose subletal altera o perfil bioquimico de

lagartas de S. frugiperda, causando danos a sua histofisiologia reprodutiva.

PALAVRAS-CHAVE: lagarta-do-cartucho, 6leo de citronela, metabolismo, testiculo, ovariolos
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BIOCHEMISTRY PARAMETERS OF Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) TREATED WITH
SUBLETHAL DOSE OF CITRONELLA OIL Cymbopogon winterianus JOWITT AND ITS

REFLECTION ON REPRODUCTION

ABSTRACT — Spodoptera frugiperda is the main pest of corn in Brazil. Searches for new control
methods that minimize adverse effects of synthetic insecticides, promoted the resurgence of
botanical insecticides. Citronella Oil (Cymbopogon winterianus) shows to be effective as repellent
and insecticide. Thus, evaluated the changes in biochemistry parameters of treated larvae with this
oil and its impact on reproduction. Corn leaves dippes in concentration of 50mg/mL were offered
to third instar larvaes and evaluated in sixth instar for estimate proteins, lipids, sugars and
glycogen. Adults testis and ovarioles after 24h of emergency were collected for histological and
histochemical analysis. Also was observed the number of eggs and hatching rate. Treated larvaes
with citronella oil showed reduction of total protein, lipids and sugars and increased glycogen.
Testis of control insects presented lining connective tissue and cysts with abundant sperms.
However, in treatment with oil there was intense peripheral vacuolation and reduction of neutral
carbohydrates. The ovarioles of the control treatment insects presented with characteristic
morphology of the species. Already the ovarioles of insects treated with oil showed stratification
and removal of follicular cells, cells nurses less developed, smaller amount of yolk, sheath
conjunctiva thinner and reduction of protein and neutral carbohydrates. The eggs came of couples
treated with oil were unviable. Therefore, citronella oil in sublethal dose alters the biochemistry

profile of armyworm, damaging their reproductive histophysiology.

KEY WORDS: armyworm, citronella oil, metabolism, testis, ovarioles
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Introducéo

Caracterizada como uma praga polifaga, a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith), alimenta-se de mais de 80 espécies de plantas, acometendo varias culturas de importancia
econbmica e em diversos paises, sendo conhecida no Brasil como principal praga do milho (Cruz
1995, Capinera 2001, Pogue 2002). Seu controle é feito, geralmente, com o emprego de
inseticidas sintéticos, que apesar de eficientes, promovem diversos problemas ao agroecossistema
e deixam residuos toxicos nos alimentos (Cruz 1995, Roel et al. 2000).

O emprego do Manejo Integrado de Pragas (MIP) proporcionou o ressurgimento da
utilizacdo dos inseticidas botanicos como uma alternativa viavel e vantajosa no controle de pragas
(Roel et al. 2000, Bogorni & Vendramim 2005, Isman 2006). A citronela de Java, Cymbopogon
winterianus Jowitt, tem grande importancia no Brasil devido a producdo de seu dleo essencial
(Martins 2006), e tem despertado interesse agricola devido as referéncias sobre sua acao repelente
e inseticida. Labinas & Crocomo (2002) mostraram que o 6leo de citronela provocou deterréncia
alimentar e mortalidade em lagartas de S. frugiperda, através de testes de ingestdo e/ou contato
topico.

A obtencdo dos recursos nutricionais, como proteinas, lipideos e carboidratos, que serdo
posteriormente empregados na sustentacdo das atividades reprodutivas, € variada em muitos
lepidopteros, como no caso de S. frugiperda, onde os nutrientes acumulados durante a fase
imatura sdo imprescindiveis na reproducao (Jervis & Ferns 2004, Milano et al. 2010).

Os inseticidas, sintéticos ou naturais, sdo capazes de provocar alteracdes no metabolismo
dos insetos, prejudicando assim sua capacidade fisiologica (Orr & Downer 1982). Sharma et al.
(2011) ressaltaram a importancia de investigacdes sobre as mudancas nos parametros fisioldgicos,
a fim de avaliar e prever o efeito toxico de fitoquimicos sobre a fisiologia dos insetos, tendo estes

autores demonstrado alteragdes nos niveis bioquimicos de Anopheles stephensi (Liston) e Culex
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quinquenfasciatus (Say) quando tratados com extratos de Artemisia annua (Linn.) e Azadirachta
indica A. Juss.

O efeito de alguns inseticidas botanicos em doses subletais, exercendo alteragdes no sistema
reprodutivo de insetos, tem sido citado na literatura. Alves et al. (2014) relataram alteracfes
histopatoldgicas em testiculos de lagartas e adultos, e ovariolos de adultos de S. frugiperda
quando alimentadas com folhas de milho tratadas com Piper hispidinervum Jacq. Medina et al.
(2004) verificaram a inibicdo da oogénese em Chrysoperla carnea (Stephens), tratada com
Azadirachtin.

A influéncia dos efeitos e 0 modo de acdo dos inseticidas sdo dependentes da concentracéo
utilizada, de maneira que a morte ocorre nas concentragdes maiores e os efeitos menos intensos e
mais duradores nas menores (Roel 2001). Assim, esta pesquisa objetivou avaliar as alteracGes
provocadas por dose subletal do dleo de citronela, C. winterianus, nos parametros bioguimicos de

S. frugiperda e seu reflexo na sua reproducao.

Material e Métodos
A presente pesquisa foi conduzida no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal/DMFA e no Centro de Apoio a Pesquisa/ Cenapesq da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Obtencéo dos Insetos. Os insetos foram obtidos da criacdo estoque do laboratério de Histologia
da UFRPE, onde as lagartas foram alimentadas com dieta artificial modificada para Spodoptera,
segundo Busato et al. (2006), e os adultos com solucdo de mel a 10%, os quais foram mantidos

em camaras climatizadas do tipo B.O.D. a 25°C+0,2, 70% de UR e fotofase de 12h.
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Para os experimentos, as lagartas foram alimentadas com folhas de milho hibrido duplo

AG105, cultivados em casa de vegetacdo com duas plantas por vasos de 5L com solo misturado
com hamus (2:1), acrescentando 12,1g N, P, K (formulagéo de 4:14:8).
Obtengéo e Analise Cromatografica do Oleo. O 6leo essencial de citronela (C. winterianus) foi
oriundo da Universidade Federal da Paraiba — Campus Bananeiras. A cromatografia foi realizada
no Laboratério de Ecologia Quimica, do Departamento de Quimica Fundamental, Universida
Federal de Pernambuco.

O 6leo essencial de citronela foi diluido em hexano e analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em um sistema quadrupélo CG/EM da série Agilent 5975C
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W,
60 m x 0.25 mm d.i., 0,25 um espessura da pelicula), na qual a aliquota de 1uL foi injetada em
split 1:20. As condicbes de CG foram: hélio como géas carreador; temperatura inicial de 60°C por
3min, aumentando 2,5°C/min até 240°C e mantida nesta temperatura por 10 min. Espectometria
de massa: a 200°C e os espectros de massa registrados em 70eV (em modo EI) com uma
velocidade de escaneamento de 0,5scan™ de m/z 20-350.

Bioensaios. Para realizacdo dos bioensaios, pedacos de folhas de milho de 20 a 40 dias de idade
foram imersas na solucdo contendo o dleo essencial de citronela (50mg 6leo essencial + 98mL
agua destilada + 2mL de DMSO) e para o grupo controle foram imersas apenas em solucdo de
98mL agua destilada e 2mL de DMSO, e colocadas para secar em temperatura ambiente, e
posteriormente oferecidas as lagartas de S. frugiperda com 10 dias de idade (3° instar), durante 24
horas, apds esse intervalo de tempo, as lagartas passaram a ser alimentadas com folhas de milho
ndo tratadas até o 6° instar. Cada tratamento constou de 60 lagartas individualizadas em potes

plasticos de 80mL com tampa.
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Testes Bioquimicos. Foram utilizadas lagartas de sexto instar inteiras maceradas em 5mL de
tampdo fosfato cada para determinacdo dos seguintes parametros:

Proteinas totais. Foram utilizados 200uL do macerado e acrescido mais 300uL de tampéo
fosfato e centrifugado a 2000 rpm durante 2min. Para quantificacdo foi utilizado o método de
Bradford (1976) e analisado em espectrofotdmetro a 595nm.

Glicogénio, Lipideo e Agucar. O conteudo de glicogénio, acucar e lipideo foram avaliados,
segundo 0 método de Van Handel (1985a, b). 200uL do homogeneizado foi acrescido de 200uL
de sulfato de sodio mais 800uL de metanol e cloroformio (1:1), e centrifugado a 2000rpm durante
2 min. O precipitado foi usado para a analise de glicogénio, e o sobrenadante transferido para
outro tubo de ensaio, onde foram separados o lipideo e o acucar. O lipideo foi analisado por
espectrofotometria usando o método de acido fosfdrico-vanilina, enquanto que aclcar e
glicogénio usando o método de &cido sulfurico-antrona. A absorbancia foi lida a 625 nm.

Foram utilizadas 10 repetices em duplicata por tratamento. Apds as médias obtidas, 0s
dados foram submetidos ao Test-t usando o programa SAS (SAS Institute, 2001).

Analise Histologica e Histoquimica das Gonadas de Adultos. Foram coletados ovariolos e
testiculos de adultos de S. frugiperda, ap6s 24h de emergéncia. Estes foram fixados em formol
10% por 24h e desidratados em banhos crescentes de alcool etilico (70 - 100%) por 10 min cada,
embebidos em &lcool+historesina (1:1) por 24h e incluidos em historesina Leica®. Cortes com 5 e
7um de espessura foram obtidos em microtomo LEICA RM2035. Os cortes foram submetidos as
técnicas de coloracdo de Hematoxilina-Eosina (H-E) para morfologia, Tricbmico de Mallory para
colageno, Acido Periddico de Schiff (P.A.S.) para deteccdo de polissacarideos neutros e Xylidine
Ponceau para proteinas totais. A analise histoldgica e histoquimica foram realizadas utilizando-se

um fotomicroscopio de luz de marca LEICA DM500.
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Oviposicao e Porcentagem de Lagartas Eclodidas. Para a contagem de ovos, foram formados
10 casais com adultos de S. frugiperda, recém-emergidos do tratamento controle, e cinco casais
com adultos recém-emergidos do tratamento com Oleo de citronela, em virtude da alta
mortalidade dos insetos. Os casais foram acondicionados em gaiolas de tubo PVC de 10x15cm,
recobertas com plastico filme e revestidas internamente com papel continuo, como substrato para
oviposi¢do. O papel que recobria a gaiola foi trocado todos os dias para a coleta das massas de
ovos. Fez-se a contagem de ovos postos e do nimero de lagartas eclodidas. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo teste-T pelo programa SAS (SAS

Institute, 2001).

Resultados

Composicdo Quimica do Oleo Essencial. A imagem do 6leo de citronela, C. winterianus,
revelou a presenca de 62 compostos, dos quais, citronelal, geraniol e citronelol apresentaram-se
como compostos majoritarios com 35,47%, 21,83% e 10,94%, respectivamente (Tabela 1).

Parametros Bioquimicos. Os testes bioquimicos mostraram que as lagartas de sexto instar do
controle apresentaram niveis maiores de proteinas totais, 18,01+2,13ug/mL, do que as tratadas
com Oleo de citronela, 8,16+1,60ug/mL (t=3,68; P=0,0017). Os niveis lipidicos nas lagartas do
controle, 22,80+1,41ug/mL, também foram maiores em relagdo ao tratado, 16,38+2,19ug/mL (t=
2,46; P= 0,0255), assim como, os niveis de aclcar também obtiveram uma reducdo do grupo
tratado, com 44,54+4,86ug/mL, em relacdo ao controle com 69,06+6,35ug/mL (t=-3.06;
P=0.0074). No entanto, o niveis de glicogénio foi maior em lagartas tratadas com Oleo de
citronela, 166,35+23,30ug/mL, em relacdo ao controle, 89,43+17,03ug/mL (t=-2,66; P=0,0185)

(Fig. 1).
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Histologia e Histoquimica dos Testiculos de Adultos. Os testiculos dos adultos provenientes do
tratamento controle apresentaram-se revestidos por tecido conjuntivo, porém sem formacdo de
septos, e consequentemente, sem os foliculos testiculares caracteristicos da fase larval, sendo
verificada apenas abundancia de cistos ricos em espermatozoides (Fig. 2A).

Os testiculos dos adultos oriundos do tratamento com citronela exibiram o mesmo padrao
morfolégico do controle, contudo, evidenciou-se uma intensa vacuolizagdo na periferia do érgdo
(Fig. 2B).

Em relacdo a deteccdo de carboidratos neutros, o testiculo dos adultos do tratamento

controle apresentou maior quantidade do que os observados nos adultos do tratamento com o 0leo
de citronela, devido a sua maior positividade ao P.A.S. (Figs. 2C e 2D). Aparentemente, ambos 0S
tratamentos nao apresentaram diferenca na deteccdo de proteina pela Xylidine Ponceau (Figs. 2E
e 2F).
Histologia e Histoquimica dos Ovariolos. Nos ovariolos dos insetos do tratamento controle, a
regido vitelaria se apresentou bem desenvolvida, sendo o odcito revestido por um epitélio
constituido de células foliculares, as quais possuem morfologia cuboide e nucleo esférico e
central. Entre os ovocitos sdo encontradas células nutrizes, caracterizando o ovariolo como
meroistico politrofico. Estas células apresentaram citoplasma bastante volumoso e ndcleo
irregular. Revestindo os ovariolos hd uma bainha de tecido conjuntivo (Fig. 3A). Ja os ovariolos
dos insetos do tratamento com Oleo de citronela apresentaram alteracdes morfologicas
caracterizadas por estratificacdo das células foliculares, presenca de lacunas circundadas por
epitélio no interior do vitelario, espacos sem vitelo, células nutrizes pouco desenvolvidas e bainha
conjutiva mais delgada (Fig. 3B)

Ambos os ovariolos dos insetos do tratamento controle e tratamento com 6leo de citronela,

apresentaram positividade ao PAS, entretanto, no tratamento controle verificou-se reacdo mais
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intensa caracterizando maior quantidade de polissacarideos neutros (Figs. 3C e 3D). O mesmo
efeito foi evidenciado para coloragdo com a Xylidine Ponceau (Figs. 3E e 3F).

Numero de Ovos Postos e Porcentagem de Lagartas Eclodidas. O nimero de ovos postos por
adultos oriundos do controle foi significativamente maior que os oriundos do tratamento com 6leo
de citronela, com taxa de viabilidade acima de 90%. Quanto aos ovos dos adultos provenientes do
tratamento com 6leo de citronela se mostraram inviaveis, visto que ndo houve eclosao de lagartas

(Tabela 2).

Discusséo

O citronelal, geraniol e citronelol foram detectados, respectivamente, como compostos
majoritarios do Oleo essencial de C. winterianus. Estes compostos sdo classificados como
monoterpenos, tendo o citronelal e o geraniol sido reportados com propriedades repelente e
inseticida (Isman 2006, Chen & Viljoen 2010).

As mudangas na quantificacdo referente as proteinas, lipideos, agUcares e glicogénio totais
das lagartas de S. frugiperda, no sexto instar, provocadas pelo dleo essencial de citronela (C.
winterianus), confirmam a propriedade dos inseticidas botanicos de interferir no perfil bioquimico
dos insetos. Esses dados sdo reforcados pelos resultados obtidos por Senthilkumar et al. (2009),
que relataram diminuicdo de proteinas, carboidratos, lipideos e &cido nucleicos em larvas de A.
stephensi quando submetidas a diversos extratos vegetais. Sharma et al. (2011) evidenciaram a
reducdo de proteinas, lipideos e carboidratos em larvas C. quinquefasciatus e reducdo de proteinas
e lipideos, e aumento de carboidratos em larvas de A. stephensi tratadas com extrato de A. annua.
O 6leo essencial de Lavandula angustifolia Miller reduziu estes mesmos constituintes quimicos

em lagartas de Glyphodes pyloalis Walker, segundo Yazdani et al. (2013).
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Os lipideos sdo grandes fontes de energia dos insetos, possuem fungdes estruturais, como
fosfolipideos das membranas celulares, e metabdlicas. Sdo obtidos através da digestdo ou a partir
de amino&cidos e acglcares simples, e armazenados no corpo gorduroso, principalmente como
triglicerideos (Gillott 2005, Chapman 2013). A reducdo de lipideos totais em insetos € induzida
por condicBes fisiologicas de estresse promovidas por extratos vegetais (Senthilkumar et al.
2009). Sharma et al. (2011) supdem que inseticidas botanicos apresentam efeito sobre o
metabolismo lipidico e peroxidacdo, e a reducdo de lipideo no insetos se deve a mudanca no
metabolismo da energia para o catabolismo de lipideos como o resultado de estresse ao inseticida.
Esse efeito também pode ser provenientes da menor absorcdo de lipidios pelas células colunares
do intestino médio, em decorréncia dos danos causados pelo 0leo de citronela nessa regido, assim
como observamos em nossos trabalhos (dados néo publicados).

As proteinas podem ter fins estruturais, enzimaticos, no transporte e armazenamento de
moléculas, e como receptores (Chapman 2013). A sintese de proteinas nos estagios juvenis tardios
de insetos holometabdlicos e em fémeas adultas é feita principalmente no corpo gorduroso (Gillott
2005). Sharma et al. (2011) propuseram que o declinio no teor de proteina é provavelmente
devido a interferéncia inseticida do extrato com os horménios que regulam a sintese proteica.

Carboidratos sdo importantes fontes energéticas dos insetos, além de funcGes estruturais,
podem ser convertidos em lipideos e participar da sintese de aminoacidos (Chapman 2013). A
trealose é o principal acucar circulante na hemolinfa do inseto, como fonte de energia imediata
(Gillott 2005). Thompson (2003) observou que a sintese e degradacdo da trealose na hemolinfa
estdo sob controle hormonal envolvendo ambos os fatores hiper e hipotrealosémico, e sua
concentracdo € extremamente dependente das condicdes ambientais, estado fisioldgico e
nutricional do inseto. Assim a reducdo de agUcar em lagartas de S. frugiperda tratadas com

citronela, também devem ter ocorrido devido ao estresse provocado pelo 6leo.
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Outro importante carboidrato é o glicogénio, armazenado no corpo gorduroso, que também
pode ser encontrado no musculo, intestino e outros tecidos dos insetos (Oliveira & Cruz-Ladim
2003, Gillott 2005). Assim, como em nossos resultados, Berni et al. (2009) observaram o aumento
nos niveis de glicogénio em Ceratitis capitata (Wied.) quando tratadas com Floxina B, no entanto
foi notada uma realocacdo deste carboidrato nos tecidos deste inseto, reduzindo percentualmente
no corpo gorduroso e musculos. Esta realocacdo também parece ter ocorrido em S. frugiperda,
pois apesar do aumento de glicogénio nas lagartas (inteiras), em testes histoquimicos do corpo
gorduroso observamos uma reducéo de glicogénio neste tecido (dados ndo publicados).

A presenca de vacuolizagcfes nos testiculos de adultos de S. frugiperda ocasionada pelo 6leo
de citronela se assemelham aos danos provocados por Lufenuron nos testiculos de Schistocerca
gregaria (Forskal), descritos por Ghazawy (2012), onde o epitélio testicular tornou-se mais
espesso, vacuolado e separado da bainha peritoneal e com aumento de detritos dos testiculos.
Alves et al. (2014) também verificaram alteracdes provocadas pelo dleo de P. hispidinavum em
testiculos de larvas de S. frugiperda, onde ocorreram reducao de cistos, vacuolizacdo de células,
aléem de ndo visualizacdo de espermatides e espermatozoides, enquanto que nos adultos foram
verificadas reducéo nos feixes espermaticos.

As alteracdes ocorridas nos ovariolos de S. frugiperda tratadas com éleo de citronela, como
formacdo desorganizada das células foliculares e espacos sem vitelo pelo afastamento destas, sdo
comparaveis aos danos por Azadiractina, através de testes tOpicos, que provocou a degeneracdo de
odcitos de Heteracris littoralis Ramb., onde as células foliculares foram parcialmente destruidas,
e 0 material do vitelo, ndo-homogéneo, apresentou-se com muitos vaclolos. Os epitélios
foliculares foram irregularmente desenvolvidos, mostrando evidente separacdo do vitelo
(Ghazawy et al. 2007). Ghazaway (2012) também verificou alteracGes histopatoldgicas nos

ovariolos de S. gegraria tratadas com Lufenuron, exibindo reducdo de vitelo no odcito,
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apresentado-se ndo homogéneo e vacuolizado, e com diminuigéo e desintegracdo das camadas de
celulas epiteliais foliculares.

A reducdo de proteinas e carboidratos nos ovariolos de S. frugiperda corrobora com os
resultados encontrados por Alves et al. (2014), que relatam reducdo destes nutrientes nos
ovariolos desta mesma espécie quando tratadas com éleo de P. hispidinervum. Bonhag (1956)
evidenciou, em ovariolos politréficos de Anisolabis maritima (Géné), a sintese de glicogénio
pelas células nutrizes, e fornecido ao odcito através de suas pontes plasmaticas. Assim, a reducao
de glicogénio devem ter ocorrido devido ao menor desevolvimento das células nutrizes nos
ovariolos do tratamento com o 0leo de citronela.

A reducdo de proteinas em lagartas de S. frugiperda tratadas com citronela resultou na
reducdo de proteinas no vitelo dos seus ovariolos. Uma vez que, grande parte dos recursos
utilizados na producdo de odcito é obtida durante o estagio larval Gillott (2005). E durante a
maturacdo sexual, em fémeas de muitas espécies, que 0 corpo gorduroso sintetiza e secreta na
hemolinfa as proteinas do processo de vitelogénese, tais como, vitelogenina, carboxipeptidase
vitelogénica, catepsina B e lipoforina, principais proteinas precursoras do vitelo incorporadas aos
ovacitos em desenvolvimento (Raikhel et al. 2002, Gillott, 2005).

A inviabilizacdo dos ovos de S. frugiperda, decorrentes das posturas feitas por fémeas do
tratamento com o Oleo de citrolena, provavelmente tenha ocorrido em funcdo das lesGes
patoldgicas ocorridas nas gonadas e reducdo de nutrientes envolvidos no processo de reproducao.
Pois, segundo Engelman (1998), a quantidade de nutrientes e metabolitos secundarios obtidos
durante o processo de diferenciacdo dos ovariolos pode provocar alteracdes no processo de
vitelogénese, maturacdo de 6vulos e, assim, producao de ovos.

Dessa forma, podemos concluir que o 6leo de citronela, na dose de 50mg/mL, é capaz de

alterar a composicdo bioquimica das lagartas de S. frugiperda ao serem submetidas a alimentagdo
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com esta dose, considerada subletal. Provocando assim, altera¢fes histofisiologicas no sistema
reprodutor dos adultos, capazes de inviabilizar a oviposicao destes, mostrando ser uma eficiente e

promissora ferramenta no controle desta praga.
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Tabela 1. Composi¢do quimica do Oleo essencial de citronela C. winterianus com suas

respectivas porcentagens

Compostos ILRY LR? Area(%)
1 a —Pineno 932 932 0,01
2 Hepten-2-one<6-methyl-5> 989 981 0,06
3 Mirceno 991 988 0,07
4 a —Felandreno 1003 1002 0,02
5 O- Cimeno 1024 1022 0,02
6 Limoneno 1028 1024 3,90
7 (2)- p-Ocimeno 1039 1032 0,01
8 Bergamal 1054 1051 0,05
9 y-Terpineno 1058 1054 0,02
10 Terpinoleno 1088 1086 0,07
11 Linalol 1100 1095 1,15
12 (2)- Rose oxide 1111 1106 0,03
13 (E)- Rose oxide 1128 1122 0,01
14 Isopulegol 1145 1145 1,22
15 P- Menth-3-en-8-ol 1148 1145 0,06
16 Citronelal 1154 1148 35,47
17 Menthone (iso) 1165 1158 0,03
18 Isopelugol (neoiso) 1168 1167 0,08
19 Terpinen-4-ol 1177 1174 0,06
20 a —Terpineol 1190 1186 0,06
21 Metil Chavicol 1198 1195 0,04
22 <n>- Decanal 1206 1201 0,08
23 Citronelol 1229 1223 10,94
24 Neral 1242 1235 0,33
25 Geraniol 1256 1249 21,83
26 Geranial 1271 1264 0,50
27 (E)- Anethole 1286 1282 0,72
28 Thymol 1292 1289 0,03
29 Menthol <8-hydroxy-neo> 1333 1328 0,21
30 Citronelil acetato 1354 1350 2,51
31 Eugenol 1358 1356 0,82
32 Neryl acetato 1365 1359 0,03
33 o —Copaeno 1378 1374 0,02
34 Geranil acetato 1384 1379 3,15
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35 - Elemeno 1393 1389 1,67
36 (E)- Cariofileno 1422 1417 0,11
37 B —Copaeno 1432 1430 0,03
38 Muurola-3,5-diene <E> 1454 1451 0,03
39 a-Humuleno 1457 1452 0,11
40 Dauca-5,8-diene 1467 1471 0,03
41 Cadina-1(6),4-diene <E> 1478 1475 0,05
42 y-Muurolene 1481 1478 0,14
43 Germacreno-D 1486 1484 1,93
44 B —Selineno 1491 1489 0,06
45 Muurola-4(14),5-diene <E> 1497 1493 0,05
46 Cubebol <epi> 1499 1493 0,13
47 o —Muuronelo 1505 1500 0,45
48 Germacreno — A 1510 1508 0,38
49 y-Cadineno 1519 1513 0,36
50 d-Cadineno 1528 1522 2,02
51 Cadina-1,4-diene <> 1536 1533 0,05
52 o —Cadineno 1541 1537 0,08
53 Elemol 1553 1548 3,73
54 Germacreno D-4-ol 1579 1574 0,45
55 Eudesmol <5-epi-7-epi- > 1607 1607 0,03
56 Cubenol <1-epi> 1631 1627 0,05
57 y-Eudesmol 1634 1630 0,58
58 Muurolol <epi- a> 1644 1640 0,86
59 o — Muurolol 1649 1644 0,15
60 B-Eudesmol 1653 1649 0,33
61 o —Cadinol 1657 1652 1,61
62 Bulnesol 1671 1670 0,16

TOTAL 99,24

YIndice de retencdo.

2Constituintes listados por ordem de eluicdo em uma coluna nonopolar DB-5.
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Tabela 2. Média de ovos postos e da taxa de eclosdo de lagartas de S. frugiperda oriundas

de lagartas do terceiro instar tratadas ou ndo com 6leo de citronela (C. winterianus) durante 24h.

Mantidos em cadmaras climatizadas do tipo B.O.D. a 25°C+0,2, 70% de UR e fotofase de 12h.

Tratamento N* Média de ovos + E.P? Taxa de eclosdo + E.P?
Controle 10 814,0+92,48 a 945+184a
Citronela 50mg/mL 5 67,8+49,01 b -

Estatistica F* 5,510’0001* 8,320’0001*

*Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente.

N (nGmero de repeticdes)

’E.P. (Erro Padrio).
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Figura 1. Niveis de proteina, lipideos, glicogénio e acucar em lagartas de S. frugiperda de sexto
instar oriundas de lagartas do terceiro instar tratadas ou ndo com Oleo de citronela (C.
winterianus) durante 24h. Os dados foram obtidos das médias + E.P. de 10 lagartas. Médias com
diferentes letras diferem significativamente.
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Figura 2. Testiculo de adulto de S. frugiperda. (A) controle. Observar tecido conjuntivo (setas) recobrindo
0 6rgdo. No interior do testiculo notar numerosos cistos com espermatozoides (Es). Em destaque, tecido
conjuntivo (ponta de seta). Traqueiolas (Tr). (B) Tratamento com éleo de citronela. Em destaque, observar
presenca de numerosos vacuolos (Vc) na periferia do testiculo. Coloragdo H-E. (C) Verificar maior
positividade P.A.S. nos espermatozoides do tratamento controle em relacdo aos espermatozoides do
tratamento com o6leo de citronela (D). (E - F) controle e tratamento com citronela. Coloracdo Xylidine
Ponceau.
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Figura 3. Ovariolos de adulto de S. frugiperda. (A) controle. Observar células nutrizes caracteristico de
ovariolo meroistico politréfico (Cn). Notar ainda tecido conjuntivo (setas longa) recobrindo o 6rgao,
células foliculares (seta curta) revestindo o odcito rico em vitelo (Vi) e corpo gorduroso (CG) proximo ao
orgdo. (B) Tratamento com 6leo de citronela. Evidenciar menor desenvolvimento das células nutrizes (Cn),
estratificacdo das células foliculares (ponta de seta), reducéo do vitelo (Vi) e bainha de revestimento mais
delgada (seta longa). Coloracdo H-E. (C) Verificar maior positividade P.A.S. nos ovariolos do tratamento
controle em relacdo aos do tratamento com 6leo de citronela (D). Verificar maior deteccdo de proteinas no
controle (E) em relacdo ao tratamento com citronela (F). Coloragao Xylidine Ponceau.

71



