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RESUMO

Podisus nigrispinus € um predador generalista que atua no controle biolégico de pragas
desfolhadoras, como Alabama argillacea. Os éleos essenciais de Mentha spicata e Melaleuca
alternifolia apresentam acéo inseticida comprovada, mas seus efeitos sobre inimigos naturais sao
pouco conhecidos. Nesse contexto, a pesquisa objetivou: (i) investigar os efeitos por ingestdo da
DLso dos Oleos essenciais de M. spicata (2,50 mg/g) e M. alternifolia (2,82 mg/g) ap6s 0s
periodos de 12, 24 e 48 horas sobre a histologia, histoquimica e imunohistoquimica do intestino
médio de ninfas de quinto instar de P. nigrispinus e (ii) investigar o efeito por ingestdo da DLso
dos mesmos Oleos na nutricdo, avaliando-se os indices de proteinas, glicogénio, acucares e
lipidios, e na reproducdo, utilizando-se os parametros: periodo de pré-oviposi¢do, nimero de
posturas, nUmero de ovos, nimero de ovos por postura, percentagem de viabilidade dos ovos e
longevidade de fémeas. O oOleo de M. spicata ndo provocou alteragdes histoldgicas, mas
promoveu uma reducdo nos valores de carboidratos encontrados no intestino médio, nos periodos
de 24 horas e 48 horas, e na viabilidade de ovos. Ja o 6leo de M. alternifolia causou mudancas
histopatologicas, tais como alongamento das células colunares e lise celular, descritas como

sintomas necraticos; reducdo no nimero de celulas regenerativas no periodo de 48 horas; reducao



no quantitativo de carboidratos do tecido epitelial nos periodos de 24 e 48 horas; e alteragdes
nutricionais e reprodutivas, sendo elas, respectivamente, 0 aumento na quantidade de proteinas e a
reducdo do nimero de ovos por postura e a viabilidade de ovos. Dessa forma, ndo se recomenda a
utilizacdo do 6leo de M. alternifolia em associacdo com o predador P. nigrispinus, visto que este
demonstrou baixa especificidade. Porém, o éleo de M. spicata demonstra potencial de utilizacéo,

uma vez que ndo comprometeu caracteristicas vitais.

PALAVRAS-CHAVE: Apoptose, curuqueré-do-algodoeiro, inseticida botanico, necrose,

parametros bioldgicos, trato digestivo.
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ABSTRACT
Podisus nigrispinus is a generalist predator used in biological control to manage
defoliating pests, such as Alabama argillacea. Essential oils Mentha spicata and Melaleuca
alternifolia have a known insecticidal activity, but a conclusion to the extent of their effects on
natural enemies has not been reached yet. With this consideration, the main goals of this research
were: (i) to investigate the effects of M. spicata (2,50 mg/g) and M. alternifolia (2,82 mg/g) LDso
ingestion after times of 12, 24 and 48 hours, regarding histology, histochemistry and
immunohistochemistry of the median region of the P. nigrispinus midgut, fifth instar nymphs, and
(i1) to investigate the effects of LDsg of the same oils on nutritional parameters, evaluating the
protein, glycogen, sugar and lipid rates, as well as their reproduction cycles, by using the
following parameters: pre-oviposition period, number of postures, number of eggs, number of
eggs per posture, percentage of viability of eggs and longevity in females. M. spicata did not
cause any histological changes, rather induced a reduction in the values of carbohydrates found in
the midgut after 24 and 48 hours and in P. nigrispinus eggs viability. However, the experiment
with M. alternifolia oil resulted in histopathological changes, such as elongation of columnar cells

and cell lysis, both described as necrotic changes; reduction of regenerative cells after 48 hours;



reduction in quantity of carbohydrates after 24 and 48 hours, besides nutritional and reproductive
alterations, respectively, an increase in the quantity of proteins, as well as a reduction of the
number of eggs per posture and the viability of eggs. Consequently, the association of the usage
of M. alternifolia essential oil in fields with P. nigrispinus is not recommended, because they
have demonstrated low specificity. However, M. spicata oil can be used, since has not

compromised the subject's vital characteristics.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A cultura do algodao (Gossypium hirsutum L.) é de grande importancia comercial em todo o
mundo e mais de 60 paises sdo responsaveis por seu cultivo (Abrapa 2016). O Brasil é um dos
cinco maiores produtores mundiais, junto com a China, india, Estados Unidos e Paquist&o, além
de ser um dos maiores exportadores. A regido Centro-Oeste e Nordeste sdo as maiores produtoras,
apresentando Mato Grosso e Bahia como os estados mais importantes, respectivamente (Conab
2018). Por outro lado, a presenca de pragas € uma das maiores responsaveis pela queda na
produtividade e pelos custos da cultura, devido ao uso de inseticidas para seu controle (Imea
2018).

Uma das principais espécies de pragas desfolhadoras presentes na cotonicultura é Alabama
argillacea (Hubner) (Lepidptera: Erebidae), comumente conhecida como curuqueré-do-
algodoeiro (Rodrigues & Silvie 2016). E uma espécie nativa da América Central e do Sul e uma
das principais pragas das fases inicial ou vegetativa do algodoeiro. Pode provocar elevados
prejuizos a producdo gracas ao consumo de até 66 cm? de area foliar durante seu
desenvolvimento, o que causa uma desfolha intensa das plantas e, consequentemente, reduz sua
capacidade fotossintética. Sua ocorréncia se da durante todo o periodo de cultivo, mas sua
populacdo varia de acordo com as condigdes climaticas e a idade da planta. No Nordeste é
considerada como praga-chave ou primaria e pode surgir logo ap6s a emergéncia das plantas
(Miranda et al. 2002, Suijii et al. 2007).

Os ovos de A. argillacea apresentam aproximadamente 0,6 mm de didmetro, coloracao

azul-esverdeada e morfologia circular e achatada. As lagartas apresentam o comprimento de até



40 mm e uma coloragdo que varia entre verde-amarelado e verde-escuro ou quase preto, com
duas listras longitudinais e cabeca de cor amarela com pontuacdes pretas. Apresentam o héabito
de saltarem em resposta ao toque ¢ se locomovem como “mede palmo” (Almeida et al. 2008).
Nas temperaturas de 20 e 25°C e fotoperiodo de 14 horas as lagartas apresentam seis instares e
nas temperaturas de 30 e 35°C com o mesmo fotoperiodo apresentam cinco instares (Kasten
Junior & Parra 1984).

As pupas apresentam um formato reniforme, sdo afiladas na parte posterior e tem uma
coloracdo castanho-escuro (Almeida et al. 2008). Essa fase dura em média 8 ou 9 dias a 25°C e
as pupas escurecem proximo a emergéncia dos adultos, que ocorre durante o periodo noturno
(Kasten Janior & Parra 1984). Os adultos sdo mariposas de habito preferencialmente noturno,
com aproximadamente 30 mm de envergadura, uma coloracdo marrom avermelhada e duas
manchas reniformes nas asas anteriores (Parra et al. 1984, Almeida et al. 2008). O ciclo dessa
espécie dura aproximadamente 26,88 dias quando em temperatura de 25°C e fotoperiodo de 14
horas, na variedade IAC-17 (Kasten Junior & Parra 1984).

Até aproximadamente a década de 1960 e 1970, o controle dessa e de outras pragas no
cultivo do algoddo era realizado principalmente pelo método quimico, utilizando-se inseticidas
sintéticos. A partir de 1970, a utilizacdo desses produtos comecou a reduzir, apesar de ainda haver
seu intenso consumo, e houve um aumento no interesse da manutencdo da qualidade do
ecossistema, devido a constatacdo dos possiveis prejuizos ao meio ambiente e a saide humana
(Luttrel et al. 1994, Carneiro et al. 2015). Entre os danos ao ambiente, podem ser citados: o
processo de degradacdo do solo, a partir de sua esterilizagcdo; os danos no sistema imunoldgico de
animais; a reducdo na populacdo de polinizadores; a contaminacdo de aguas superficiais e

subterraneas; a morte de predadores naturais; a diminuicdo da diversidade de espécies



parasitoides, entre outros. Entre os agravos a saude humana, pode haver intoxicacfes agudas ou
crénicas (Sujii. et al. 2007, Carneiro et al. 2015).

Em um ecossistema natural, a populacdo de herbivoros é controlada por inimigos naturais,
tais como predadores e parasitoides, e por defesas intrinsecas a planta. No entanto, os inseticidas
sintéticos citados anteriormente podem afetar esses insetos benéficos, fato que ndo deve ocorrer
em um manejo integrado eficiente. Para isso, se faz necessaria a utilizacdo de produtos
considerados seletivos, ou seja, produtos que controlem eficientemente 0s insetos praga, mas
causem pouco ou nenhum impacto a outros organismos (Moura & Rocha 2006). Essa seletividade
pode ser fisiologica ou ecoldgica. Na primeira, ha a utilizagdo de inseticidas mais toxicos a praga
gue aos seus inimigos naturais. J& na segunda, visa-se alterar as formas de utilizacdo dos
inseticidas para minimizar a exposicdo do inimigo natural (Ripper et al. 1951, O’brien 1960).

O algodoeiro demonstra ser um habitat adequado para diversas espécies predadoras de A.
argillacea. Predadores nativos sdo importantes para o seu controle uma vez que, dentre 0s
inimigos naturais, sdo considerados como a primeira linha de defesa das plantas contra fitéfagos
(Whitcomb 1981, Luttrel et al. 1994). Gravena & Cunha (1991) encontraram diversas espécies
pertencentes as ordens: Coleoptera, Dermaptera, Hemiptera, Hymenoptera e Neuroptera. Entre as
familias de Hemiptera encontradas estava a Pentatomidae. Diversas espécies de percevejos
pentatomideos predam varios insetos de importancia econémica, se alimentando por um
mecanismo conhecido como digestdo extra oral, onde inserem seus estiletes bucais no corpo da
presa, causando uma paralisia progressiva (Azevedo et al. 2007, Pereira et al. 2008). As principais
especies de inimigos naturais de lagartas desfolhadoras presentes no Brasil sdo 0s percevejos
generalistas pertencentes ao género Podisus (Zanuncio 1993).

Podisus possui um grande nimero de espécies entomofagas, em sua maioria generalistas,

que se alimentam primariamente de lepidopteros e coledpteros. As especies predadoras



pertencentes a esse género possuem potencial para uso no controle de A. argillacea (Gravena &
Cunha 1991, Santos et al. 2015).

Podisus nigrispinus (Dallas) € um predador generalista encontrado na regido neotropical,
que apresenta uma alta taxa de predacéo e dispersao e pode ser criado em laboratorio utilizando
presas alternativas ou uma dieta artificial (Torres et al. 2006). As ninfas e adultos se alimentam de
larvas, pupas e adultos de lepiddpteros, sendo utilizado no controle biolégico de pragas em
culturas de relevancia econdémica, como a de algodao, predando A. argillacea (Medeiros et al.
2003, Torres et al. 2006, Pereira et al. 2009).

P. nigrispinus também estd presente em cultivos de tomate, predando Chrysodeixis
chalcites (Esper) e Spodoptera spp. em cultivos protegidos; de soja, predando Anticarsia
gemmatalis Hibner e cultivo organico de brassicas consumindo Plutella xylostella (L.) (De
Clercq et al. 1998, De Clercq et al. 2000, Ferreira et al. 2008, Silva-Torres et al. 2010).

Quando em temperatura de 25+2°C, umidade de 70-85% e fotoperiodo de 12h, o ciclo de
vida dessa espécie apresenta as fases de ovo, cinco estadios ninfais e a fase adulta, que emerge 18
a 30 dias ap0s a oviposicao. Ninfas de primeiro e segundo instares possuem coloracdo marrom
escura e as de quarto e quinto instares apresentam coloracdo vermelha e preta. Nos adultos, ha a
presenca de asas (hemiélitro) e espinhos laterais no pronoto. Os machos apresentam coloracao
esverdeada e s@o geralmente menores que as fémeas, que possuem cor marrom-avermelhada ou
palido-esverdeada. A oviposicdo € realizada em pequenas massas de ovos, contendo até 40
unidades (Torres et al. 2006, Simonato et al. 2014).

Fémeas criadas em laboratério na temperatura de 25+1°C, fotoperiodo de 14 horas e
alimentadas com Tenebrio molitor Linnaeus apresentaram uma taxa de oviposicdo de até 565
ovos durante seu ciclo de vida e quando alimentadas com Diatraea saccharalis Fabricius, em

temperatura de 25+£3°C e fotoperiodo de 12 horas apresentaram uma taxa de oviposicéo de até 816



ovos (Espindula et al. 2006, Bortoli et al. 2016). Quando alimentadas com lagartas de A.
argillacea em temperatura média de 25°C e fotoperiodo de 14 horas, a oviposi¢ao pode ser de até
200 ovos, mas a maior capacidade de oviposi¢do ocorre entre 8 e 18 dias de idade, com uma
média de aproximadamente 9 ovos/dia (Medeiros et al. 2000, Torres & Zanuncio 2001).

As ninfas de primeiro instar dessa espécie ndo se alimentam e as de segundo, terceiro,
quarto e quinto instares, quando alimentadas diariamente com lagartas de A. argillacea em folhas
de algodoeiro, apresentaram uma duracdo média de 4; 3,6; 3,4 e 6,2, respectivamente, sob as
condicdes de campo de 25,8 + 4,8°C e 78,1 £ 20,1% de umidade relativa (Evangelista Jr. et al.
2003, Oliveira et al. 2002). A longevidade de fémeas de P. nigrispinus, quando criadas em
laboratdrio a 25°C e fotoperiodo de 14 horas e alimentadas com pupas de T. molitor, varia de 42 a
55,5 dias (Espindula et al. 2006).

Quando as ninfas e adultos do predador P. nigrispinus foram criados em laboratério na
temperatura de 25+1°C e alimentados com as presas S. frugipereda, A. gemmatalis, D.
saccharalis, T. molitor e Musca domestica Linnaeus, observou-se um consumo diario de,
respectivamente, 1,11; 1,12; 1,11; 1,06 e 1,46 para as ninfas e 1,25; 1,24; 1,25; 1,20 e 1,66 para
adultos (Bortoli et al. 2016). No experimento realizado por Oliveira et al. (2002) em plantas de
algodao, a 28+4,8°C e fotoperiodo de 12 horas, as fémeas de P. nigrispinus predaram diariamente
aproximadamente 1,11 lagartas e um total aproximado de 43 lagartas de A. argillacea durante a
fase adulta e as ninfas que originaram as fémeas predaram uma média de 54,7 lagartas durante a
fase ninfal.

Portanto, a manutencdo desse e de outros inimigos naturais no agroecossistema é de extrema
importancia e traz muitos beneficios, visto que possibilita a regulacdo da populacdo de pragas
abaixo do nivel de dano econdmico (Fadini et al. 2004). Entretanto, 0 uso de inseticidas com

baixa seletividade expOe esses insetos a contaminagédo pelos compostos quimicos utilizados, pois,



uma vez que se alimentam de presas contaminadas, podem ingerir doses dos compostos
(Ruberson et al.1998).

Martinez et al. (2018) ao tratar por ingestdo adultos de P. nigrispinus com a CLsp, 0,468 ug
L1, do inseticida permetrina observaram reducdo em sua sobrevivéncia apos 72 horas (47,1% em
comparacdo ao controle com 95,6%). Além disso, 0s autores relataram ter encontrado danos nas
células do tecido epitelial do intestino médio, tais como a presenca de grandes vacuolos e de
autofagossomos. Devido a esses efeitos sobre organismos ndo alvo, as pesquisas referentes a
utilizacdo de inseticidas seletivos estdo crescendo em todo 0 mundo, com énfase nos produtos de
origem natural.

As plantas produzem e utilizam substancias quimicas de defesa contra a herbivoria que
podem ter uma acao repelente e/ou inseticida. Esses produtos derivam do metabolismo secundario
da planta, sendo essenciais para sua manutencdo no ecossistema (Taiz & Zeiger 2006). A
utilizacdo desses compostos demonstra viabilidade para o controle de pragas e € uma pratica
antiga, registrada desde o periodo do Império Romano, onde eram empregados para o controle de
piolhos em criancas pela utilizacdo do p6 de flores de piretro. Porém, o uso desses compostos
comegcou a declinar quando se iniciou a producdo e o0 uso de inseticidas sintéticos (Addor 1995,
Kumar 2011).

Os o6leos essenciais sdo metabolitos secundarios com agdo inseticida e sua utilizacdo no
controle de insetos-praga pode provocar mortalidade, repeléncia, efeitos no crescimento, reducao
na oviposicdo e na emergéncia de adultos (Lale & Abdulrahman 1999, Pascual-Villalobos &
Ballesta-Acosta 2003, Boeke et al. 2004, Ketoh et al. 2005). Além disso, substancias encontradas
em alguns oOleos essenciais podem agir no sistema nervoso dos insetos, interferindo na

transmissdo normal de impulsos nervosos, no sistema neuroendocrino, no processo normal de



ecdise e/ou metamorfose, ou no metabolismo respiratorio dos insetos, atuando na sintese de ATP
(Menezes 2005).

Os efeitos sobre a reproducdo estdo geralmente associados a desordens alimentares e a
deficiéncias nutricionais (Milano et al. 2010, Cruz et al. 2017). Nesse contexto, o 6leo essencial
de erva doce (Fuenicunlum vulgare Mill.) provoca inibicao de oviposicao do predador Euborellia
annulipes (Lucas), interferindo no funcionamento de seu sistema reprodutor, e reducdo na
viabilidade de seus ovos (Silva et al. 2009). O 6leo de cravo da india [Syzygium aromaticum (L.)]
reduz a oviposicdo e causa alteracGes histologicas e histoquimicas nas gonadas de S. frugiperda
(Cruz et al. 2015).

Assim, a reproducdo e, consequentemente, a sobrevivéncia desses animais sdo afetadas
diretamente pela aquisicdo de nutrientes. Por isso, os estudos ligados a sua nutricdo vém
ganhando maior importancia nas Ultimas décadas, visto que muitos dos aspectos bioldgicos,
incluindo comportamento, fisiologia e ecologia, estdo ligados a um contexto alimentar (Panizzi &
Parra 2009). As dietas alimentares apresentam, portanto, importantes efeitos no desempenho
bidtico dos insetos (Santos et al. 2000).

Os alimentos e nutrientes ingeridos pelos insetos sdo armazenados no corpo gorduroso, um
tecido de reserva de carboidratos, lipidios, proteinas e outros metabolicos (Chapman 2013). As
reservas de glicogénio e triglicerideos determinam seu potencial de atividade e longevidade
(Nayar & Sauerman 1972). Os carboidratos sdo uma grande fonte de energia e participam do
desenvolvimento cuticular, das estruturas reprodutivas e do processo previtelogénico (Arrese et
al. 2010, Chapman 2013). Os lipideos sdo importantes reservas energéticas que sdo utilizadas em
atividades que exigem grande esforco metabdlico, como uma maior tolerancia a temperaturas
mais baixas, metamorfose, voo prolongado, producéo de ovos e longevidade, além de atuarem na

composigdo de membranas celulares (Arrese et al. 2001, Bretas 2016). J4 os aminoé&cidos e



proteinas, sdo importantes na fisiologia dos insetos porque participam da estrutura do tegumento e
da sintese de hormonios e enzimas, além de possibilitarem que o corpo gorduroso sintetize a
principal proteina que constitui o vitelo dos insetos, a vitelogenina, necessaria para 0 sucesso
reprodutivo das fémeas (Kunkel & Nordin 1985, Klowden 2007).

Desse modo, o fitness dos insetos pode ser afetado diretamente por alteracfes em seu padréo
alimentar, o que pode interferir em sua reproducéo, sobrevivéncia e em seu estabelecimento na
cultura (Cruz et al. 2016). Sendo assim, a aplicacdo de inseticidas pode prejudicar insetos
fitéfagos de duas maneiras: pela inibicdo da alimentacdo (atuando como agente antialimentar),
levando o animal a morte por inanicdo, ou pela atuacdo apos a ingestdao normal do alimento, onde
0 produto penetra no organismo por via oral e dificulta seu crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e comportamento (Menezes 2005).

A ingestdo de compostos toxicos também pode afetar a imunologia dos insetos. O canal
alimentar desses animais, principalmente o intestino médio, é uma das principais barreiras contra
a entrada de patégenos em seu organismo. A contaminacdo por inseticidas pode promover
alteracOes fisiologicas e histoldgicas nesse 6rgao, afetando o crescimento e desenvolvimento
desses artropodes, além de tornd-lo mais susceptivel a entrada de agentes externos, prejudicando,
assim, sua imunidade (Chiang et al. 1986, Correia et al. 2009). Silva et al. (2017), ao analisarem
alteracOes histoldgicas no intestino médio de Spodoptera frugiperda (J E Smith) causadas a partir
do tratamento com o 6leo essencial de Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor, observaram
algumas mudancas, tais como desorganizacdo estrutural do epitélio, protusdes e extrusdes nas
células colunares e alongamento celular.

Além da eficiéncia ja conhecida dos oOleos essenciais, demonstrada nos exemplos
supracitados, eles também trazem como vantagem uma maior seguridade ambiental e a saide

humana, pois, devido a sua alta volatilidade, apresentam uma menor persisténcia no ambiente e



nos alimentos (Menezes 2005, Gnankiné 2017). Ademais, ha uma maior seletividade aos
vertebrados, pois apresentam acdo nos receptores de octopamina dos insetos e tais receptores
estdo ausentes em vertebrados (Chagas et al. 2002, Menezes 2005, Tripathi et al. 2009, Gnankiné
2017). Devido a estas caracteristicas e ao fato de apresentarem uma boa eficiéncia, esses
inseticidas naturais apresentam potencial para serem utilizados no Manejo Integrado de Pragas
(Torres et al. 2001).

A espécie Melaleuca alternifolia Cheel pertence a familia Myrtaceae, é nativa da Australia e
seu 6leo apresenta acdo inseticida e medicinal comprovadas (Riedl, 1997, Gustafson et al. 1998).
Liao et al. (2016) testaram diferentes concentracdes desse 6leo em lagartas de terceiro instar de
Helicoverpa armigera Hibner, outra praga importante nos cultivos de algodao, e na concentracédo
de 40 mg/mL notaram uma reducédo da alimentacdo de folhas de algoddo de 97,8% em 24 horas e
uma mortalidade, a partir de contato topico, de 73,33; 90 e 93,33% ap0s 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. Callander & James (2011) diluiram diferentes concentracGes desse Oleo e
testaram sua toxicidade usando larvas da mosca Lucilia cuprina (Wiedemann). Em larvas de
primeiro instar concentragdes a partir de 0,9% causaram uma mortalidade de 100%. Ja em larvas
de segundo e terceiro instares, observaram uma mortalidade de 100% nas concentracdes de 2,5 e
10%, respectivamente.

O género Mentha é formado por plantas herbaceas amplamente conhecidas por suas
propriedades medicinais e aromaterapéuticas (Dai 1981). A espécie Mentha spicata L. é
comestivel e contém propriedades medicinais e inseticidas comprovadas. Pavela (2005) utilizou
este Oleo sobre Spodoptera littoralis Boisd. e observou uma mortalidade de aproximadamente
50% ao utilizar a concentracdo de 0.1 pL/lagarta. Govindarajan et al. (2012) trataram larvas das
especies de mosquito Culex quinquefasciatus Say, Aedes aegypti (L.), e Anopheles stephensi

Liston com diferentes concentragdes desse 0Oleo, sendo elas: 25, 50, 75, 100 e 125 ppm. Na



méaxima concentracdo testada, os autores alcancaram uma mortalidade de 96.8+1.2% em C.
quinguefasciatus, 98.1+1.2% em A. aegypti e 99.6+£1.6% em A. stephensi

Devido a todos esses efeitos supracitados, sabe-se que os inseticidas naturais, como o0s 6leos
essenciais, sao capazes de causar diferentes danos aos organismos dos insetos-praga. Entretanto, é
essencial que os produtos utilizados para o controle desses fitofagos sejam seletivos, para que nao
causem alteracdes em outros animais, tais como 0s inimigos naturais. Tendo isso em vista, se faz
necessaria a avaliacdo dos possiveis efeitos do uso de 6leos essenciais para o controle de pragas
sobre seus inimigos naturais. Neste trabalho, esse objetivo serd alcancado a partir de analises
reprodutivas, nutricionais e morfofisioldgicas de P. nigrispinus alimentados com lagartas de A.
argillacea tratadas por contato topico com a DLso dos dleos de Mentha spicata e Melaleuca

alternifolia.
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RESUMO - Os oleos essenciais vém sendo bastante estudados atualmente por representarem uma
alternativa promissora ao uso de inseticidas sintéticos. Porém, pesquisas voltadas aos possiveis
efeitos sobre inimigos naturais ainda sdo escassas. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da DLso
dos dleos essenciais de Mentha spicata e Melaleuca alternifolia na histologia; histoquimica, a
partir da analise de proteinas e carboidratos, e imuno-histoquimica, a partir da avaliacdo de
apoptose celular, do intestino médio de ninfas de quinto instar de Podisus nigrispinus, apos 12, 24
e 48 horas da ingestdo de lagartas de Alabama argillacea tratadas com os respectivos 6leos. O
0leo de M. spicata ndo ocasionou alteragcdes histoldgicas ou imuno-histoquimicas ao inseto.
Porém, houve reducdo na quantidade de carboidratos nos periodos de 24 e 48 horas. O 6leo de M.
alternifolia provocou, ap6s 24 horas, um alongamento das células digestivas e, ap6s 48 horas, lise
celular com liberacdo de material para o ldmen, sugerindo necrose tecidual. O estudo
imunohistoquimico ndo revelou processo apoptotico. Houve reducdo nos niveis de carboidratos
neutros nos periodos de 24 e 48 horas e na quantidade de células regenerativas, quando
comparadas ao controle, apds o periodo de 48 horas. Esses resultados demonstram o potencial de
uso do Gleo de M. spicata para o controle de A. argillacea em campos de algodoeiro em
associagao com o controle bioldgico utilizando-se o percevejo generalista P. nigrispinus, uma vez
que ndo promoveram modificacdes em caracteristicas vitais. Porém, torna-se inviavel o uso de

6leo essencial de M. alternifolia por ser extremamente toxico ao predador.

PALAVRAS-CHAVE: Inseticida botanico, intestino médio, predador, MIP
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EFFECTS OF Mentha spicata L. AND Melaleuca alternifolia CHEEL ESSENTIAL OILS IN

Podisus nigrispinus (DALLAS) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) MIDGUT

ABSTRACT - Essential oils have been widely studied nowadays, as they represent a promising
alternative to the excessive use of synthetic insecticides. However, the research looking for
possible effects on natural enemies are still scarce. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the effects of Mentha spicata and Melaleuca alternifolia LDsg, on histology,
histochemistry, by proteins and carbohydrates analysis, and immunohistochemistry, by apoptosis
analyses of Podisus nigrispinus midgut, after 12, 24 and 48 hours of Alabama argillacea
ingestion treated with the respective oils. M. spicata essential oil did not cause any histological or
immunohistochemical changes to the insect. However, induced a reduction in the values of
carbohydrates found in the midgut. M. alternifolia oil caused, after 24 hours, an elongation of the
digestive cells and, after 48 hours, cell lysis with material release to the lumen, both necrotic
symptoms. The immunohistochemical study revealed no apoptotic process. In addition, the oil
caused reductions in neutral carbohydrate levels after 24 and 48 hours and reduction in the
number of regenerative cells after 48 hours, when compared to the control. These results show the
potential use of M. spicata oil for the control of A. argillacea in cotton fields, since has not
compromised the subject's vital characteristics. However, it becomes impracticable to use

essential oil of M. alternifolia because it is extremely toxic to the predator.

KEY WORDS: Botanical insecticide, midgut, predator, IPM
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Introducéo

Podisus nigrispinus (Dallas) é um predador generalista que apresenta grande importancia no
controle bioldgico de pragas em diversas culturas (Medeiros et al 2000). E encontrado na regido
neotropical, sendo nativo no Brasil, e apresenta uma alta taxa de predacéo e disperséo (Torres et
al. 2006).

Percevejos predadores podem se contaminar com produtos quimicos utilizados para o
controle de pragas durante seu comportamento de busca ativa de presas. A contaminacdo pode
acontecer a partir do residuo seco do produto sobre a planta durante a higiene corporal, utilizando-
se 0s tarsos, ou pela alimentacdo de presas contaminadas. Por isso, esses animais Sa0 mais
suscetiveis a baixas concentracdes dos inseticidas que as suas presas (Ruberson et al.1998). A
preservacdo desses e outros inimigos naturais € extremamente necessaria para o estabelecimento
de um equilibrio bioldgico no agroecossistema. Além disso, promove o beneficio da reducédo dos
efeitos indesejados do uso inadequado de inseticidas quimicos e dos custos de producdo (Soares
& Busoli 2000).

O tratamento com inseticidas leva a modificagfes no organismo dos insetos, dentre elas, em
seu canal alimentar, representado principalmente pelo intestino médio. Esse érgdo é a principal
regido de digestdo e absorcao de nutrientes e nele ha a sintese e secre¢cdo de enzimas e horménios
(Chapman 2013). Além disso, gracas a presenca de uma matriz peritrofica presente entre o limen
e as células epiteliais, se torna uma das principais barreiras mecénicas contra a entrada de
patogenos ou particulas estranhas no organismo (Chapman 2013, Gutiérrez-Cabrera et al. 2015).

Dessa forma, alteragbes no intestino médio tais como em sua fisiologia ou histologia,
podem ocorrer devido a contaminagdo por inseticidas, uma vez que na regido ocorre o contato
entre 0 meio interno e o ambiente, e culminam em um aumento da suscetibilidade, desencadeando

um prejuizo imunoldgico ao animal (Levy et al. 2004, Martins et al. 2006, Correia et al. 20009,
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Catae et al., 2014). Dentre esses efeitos, podem ocorrer modificacdes histoldgicas ou
histoquimicas no tecido desse 6rgédo e, além disso, a exposi¢do a esses compostos toxicos pode
ocasionar lesdes celulares dos tipos apoptotica ou necrotica (Turrens 2003, Ashe & Berry 2003,
Correia et al. 2009).

Os efeitos destacados ndo séo observados apenas em inseticidas sintéticos, mas também nos
naturais, a exemplo dos 6leos essenciais (Correia et al. 2009, Silva et al. 2017). Esses séo
elementos volateis presentes em orgaos das plantas que possuem grande importancia para a sua
sobrevivéncia no ambiente, devido a defesa contra microrganismos e predadores (Siani et al.
2000). Entretanto, por serem naturais, possuem a vantagem de apresentar impacto reduzido
guando comparados aos inseticidas sintéticos e demonstram ser uma alternativa promissora para o
controle de insetos praga (Cruz et al. 2017, Gnankiné 2017). Os 6leos de Mentha spicata L. e
Melaleuca alternifolia Cheel apresentam acdo inseticida comprovada para diversas pragas de
importancia agricola (Pavela 2005, Callander & James 2011, Govindarajan et al. 2012, Liao et al.
2016). Entretanto, devido a escassez, estudos testando os seus efeitos sobre inimigos naturais
precisam ser realizados.

Dentro desse contexto, esse trabalho objetivou avaliar a seletividade dos 6leos essenciais de
M. spicata e M. alternifolia contra o predador P. nigrispinus, ap6s a ingestdo da praga
desfolhadora de algodoeiro Alabama argillacea (Hibner) tratadas com a DLsg dos respectivos

6leos. Para isso, foram analisados parametros histofisioldgicos da regido mediana de seu intestino.

Material e Métodos
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Histologia e Fisiologia de Insetos do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco

(UFRPE), Recife, Pernambuco.
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Plantio de Algodao. O cultivo do algodao foi conduzido em casa de vegetacdo do Setor de
Fitossanidade do Departamento de Agronomia da UFRPE. Para a manutencdo da criacdo e
conducéo dos experimentos de A. argillacea, plantas de algodao da variedade BRS Safira foram
mantidas em casa de vegetacdo. Para isso, foram utilizados vasos de capacidade de 5 litros
contendo solo. A adubacdo de fundacdo foi feita utilizando a formulacdo NPK (10-10-10), e
quinzenalmente adubacao de manutencéo utilizando NPK e uréia.

Criacéo de Alabama argillacea. As lagartas de A. argillacea foram mantidas em gaiolas de PVC
(20 cm de altura x 15 cm de didmetro), cuja abertura superior foi coberta com um tecido fino do
tipo voil e a base forrada com papel sulfite. No interior das gaiolas foram fornecidas diariamente
folhas de algodoeiro para a alimentacdo das lagartas. Os adultos também foram mantidos nessas
gaiolas, onde essas eram revestidas internamente por papel sulfite, tanto na base, quanto nas
laterais. A abertura superior da gaiola foi coberta com plastico filme e a alimentacéo foi realizada
com solucdo de mel a 10%, mel + levedo (1:1) e agua.

Obtencédo e Criacdo de Podisus nigrispinus. Os percevejos utilizados nos bioensaios foram
oriundos da Unidade de Controle Biolégico da Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de
Algoddo, Campina Grande, Paraiba, e criados seguindo a metodologia adaptada de Oliveira et al.
(2004) e Zanuncio et al. (2001). Foram mantidos a 25+1°C, 70+5% de U.R. e fotofase de 12:12
(luz:escuro), alimentados com larvas e pupas de Tenebrio molitor Linnaeus.

Obtencao dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais de Mentha spicata e Melaleuca alternifolia
foram obtidos da empresa Ferquima Ind. E Com. Ltda. (Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo,
Brasil). As informacg0s técnicas desses produtos e seus parametros de qualidade (coloragéo,
pureza, odor, densidade a 20°C e indice de refracdo a 20°C) sdo descritos em relatério técnico

fornecido pela empresa, conforme site <http://ferquima.com.br>.
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Bioensaio. Para a montagem do bioensaio, 0s insetos foram separados em trés diferentes grupos,
sendo um controle e dois tratados. Os tratamentos consistiram na diluicdo dos 6leos de Mentha
spicata e Melaleuca alternifolia em acetona na Dose Letal 50 (DLso), correspondendo a 2,50 e
2,82 mg/g de inseto, respectivamente. As Doses Letais foram determinadas previamente a partir
de testes preliminares por contato tépico (Tabela 1). Para o tratamento controle foi utilizado
acetona pura. A aplicacdo topica foi realizada na regido protorécica de lagartas de terceiro instar
de Alabama argillacea, sendo aplicado 1,0 uL dos compostos com o auxilio de uma seringa
Hamilton™ 50 pL. Apds o tratamento, as lagartas foram oferecidas como alimento para ninfas de
quinto instar de P. nigrispinus com até 48 horas de idade. Os periodos de analise determinados
foram: 12, 24 e 48 horas ap0s a implantacdo do bioensaio. Até esses periodos serem atingidos, as
ninfas foram alimentadas com larvas de T. molitor ndo tratadas e com algoddo umedecido com
agua. A alteracdo da espécie de presa foi realizada porque a alimentacao realizada apenas com A.
argillacea demandaria uma quantidade maior de individuos. Todo o experimento foi realizado a
temperatura de 25,2 £ 1,4°C, umidade relativa de 67 + 0,7% e fotofase de 12h.

Analise Histoldgica da Regido Mediana do Intestino Médio de Ninfas de Quinto Instar de
Podisus nigrispinus. Apb6s cada periodo ser concluido, as ninfas foram imobilizadas a
temperatura de 4°C e dissecadas sob estereomicroscopio (marca QUIMIS - modelo 1069). O
intestino médio de P. nigrispinus se apresenta dividido em trés regides: anterior, mediana e
posterior (Fialho et al. 2012). Nesse trabalho, utilizou-se a regido mediana do intestino médio.
Essa foi fixada em formol tamponado a 10% por 24h e em seguida conservada em alcool 70%.
Posteriormente, foi realizada sua clivagem e desidratacdo em banhos crescentes de alcool etilico
(80, 90, 95 e 100%) com duracdo de 10 minutos cada, seguida da inclusdo em historesina.
Seccdes de cortes de 5 pm de espessura foram obtidos em microtomo semi-automatico Leica®

2035. Os cortes foram corados com o Azul de Toluidina para analise morfologica do tecido. Em
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cada periodo de analise foram utilizados trés insetos para cada tratamento, totalizando nove
insetos avaliados.

As laminas histologicas coradas com Azul de Toluidina também foram utilizadas para a

contagem de células regenerativas. A quantificacdo foi realizada em quatro sec¢fes por lamina
utilizada, sendo uma lamina para cada bloco e trés blocos para cada tratamento, totalizando trés
individuos e 12 secdes para cada tratamento. Os valores contabilizados foram transformados em
raiz (x+0,5) para assumir normalidade e homogeneidade e submetidos a analise de variancia,
sendo posteriormente comparados pelo teste de Tukey HSD a 5% de significancia, através do
programa SAS PROC PROBIT (SAS Institute 2002).
Histoquimica da Regido Mediana do Intestino Médio de Ninfas de Quinto Instar de Podisus
nigrispinus. A metodologia utilizada para coleta e corte do 6rgdo foi a mesma utilizada para a
preparacdo de laminas histoldgicas. Para a deteccdo de compostos proteicos e de carboidratos
foram utilizados, respectivamente, os corantes Xylidine Ponceau e o Acido Periddico de Schiff
(P.A.S) (Pearse 1960, Junqueira & Junqueira 1983). Para cada tratamento foram utilizadas trés
laminas, totalizando nove laminas avaliadas. Essas foram examinadas com fotomicroscépio
Leica® e as imagens foram capturadas e digitalizadas pelo software Leica Image Manager 50. Em
cada das laminas, quatro campos foram analisados, totalizando 12 campos por tratamento.

As imagens capturadas foram submetidas ao programa editor de imagens GIMP® 2.8 (GNU
Image Manipulation Program, UNIX platforms) que converte as imagens digitais para uma escala
de cinza (preto e branco). Essa segmentacdo das cores permite a mensuracdo dos valores de pixels
referentes a marcacgédo selecionada no tecido (Solomon 2009). Os dados computados de proteina
para os periodos de 12 e 24 horas e de carboidrato nos periodos de 12 e 48 horas foram
transformados em raiz (x+0,5) para assumir normalidade e homogeneidade, em seguida foi feita a

analise de variancia e as medias foram comparadas pelo teste de Tukey HSD a 5% de

24



significancia. Os dados de proteina do periodo de 48 horas assumiram normalidade e
homogeneidade e seguiram para o teste de Tukey HSD a 5%. Ja os dados de carboidratos do
periodo de 24 horas ndo assumiram normalidade e homogeneidade, sendo submetidos ao teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. Todas as analises estatisticas foram
realizadas atraves do programa SAS PROC PROBIT (SAS Institute 2002).

Apoptose por Imunofluorescéncia. Como indicador de apoptose foi utilizado o método
TUNEL, a partir de kits comerciais (ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection Kit — S7165 —
Millipore Corporation). A regido mediana do intestino médio das ninfas foi coletada e colocada
em formol tamponado a 10% por 24 horas e em seguida conservada em alcool 70%.
Posteriormente, foi realizada a desidratacdo em banhos crescentes de alcool etilico (80, 90 e
100%), com duracdo de 20 minutos cada. Em seguida, foram diafanizados, impregnados e
incluidos em parafina. Os blocos foram cortados em um micrétomo tipo Minot (LEICA RM
2035), colocados em banho-maria e coletados com laminas silanizadas. Os cortes foram
inicialmente desparafinizados e hidratados e, logo em seguida, incubados em Tampéo fosfato-
salino — PBS (pH 7,4 a 0,1 M) a temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada a
recuperacdo antigénica utilizando-se a Proteinase K (20 pg/mL). Os cortes foram entdo lavados
em PBS e receberam o tampéo de equilibrio para posterior incuba¢do com enzima TdT a 37 °C
por 1 hora em cdmara Umida. Aplicou-se solugdo Stop e em seguida as laminas foram lavadas em
PBS (pH 7,4 a 0,1 M) e incubadas com a anti-digoxigenina conjugada a Rodamina por 30 minutos
em camara Umida. Houve um novo banho em PBS e a montagem utilizando o meio antifading
associado ao corante azul fluorescente diamidino-2-fenilindole (DAPI), para marcacdo dos
nucleos das ceélulas. As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia com

varredura a laser (Modelo LSM 700 Carl Zeiss) no Cenapesq (Centro de Apoio a Pesquisa da
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UFRPE), nos filtros: 415 nm (azul) e o 735 nm (vermelho), com camera acoplada e Software Zen

integrado. Todas as fotos foram tiradas com a resolucéo de 1.048 x 1.048.

Resultados
Histologia da Regido Mediana do Intestino Médio e Quantificacdo das Células
Regenerativas. Em todos os tratamentos e em todos os periodos (12, 24 e 48 horas) a parede da
regido mediana do intestino médio de ninfas de quinto instar de P. nigrispinus apresentou uma
camada simples de células epiteliais, formada por dois tipos celulares: células colunares e células
regenerativas. Essa Gltima foi encontrada na base do epitélio e se apresentou de forma isolada ou
agrupada, com formacdo de ninhos. Abaixo da regido epitelial, sdo encontradas duas camadas de
masculos, a mais interna € a de musculos circulares e a mais externa é a de musculos
longitudinais. Entre o Iimen e o epitélio pode ser evidenciada a presenca de uma membrana
perimicrovilar (Figs. 1, 2 e 3). Além disso, também foi possivel observar a presenca de protusdes
no grupo controle no periodo de 48 horas (Figs. 3B e 3C), no tratamento de M. spicata nos
periodos de 12 (Fig. 1E), 24 (Figs. 2E e 2F) e 48 horas (Figs. 3E e 3F) e no de M. alternifolia no
periodo de 24 horas (Figs. 2H e 2I) e extrusdes citoplasmaticas, cujos fragmentos sdo encontrados
no limen, no grupo controle em 48 horas (Figs. 3B e 3C) e de M. spicata em 48 horas (Fig. 3E).
O epitélio também demonstrou a presenca de vacuolos citoplasmaticos no grupo controle em 12 e
24 horas (Figs. 1C e 2C, respectivamente), M. spicata em 12, 24 e 48 horas (Figs. 1F, 2F e 3F,
respectivamente) e em M. alternifolia nos periodos de 24 (Fig. 21) e 48 horas (Fig. 31) No grupo
tratado com M. alternifolia apds 24 horas foi observado um alongamento das células colunares
(Fig. 2H e 2I) e ap0s 48 horas observou-se a presenca de lise de células epiteliais, com liberagdo

de material celular para o lumen (Fig. 3H e 3I).
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N&o houve diferencas significativas no numero de células regenerativas nos periodos de 12

e 24 horas. Porém, apds o periodo de 48 horas, a média obtida para o tratamento de M. alternifolia
(1,33 + 0,39) mostrou-se significativamente inferior ao do grupo controle (4,08 = 0,71) e a M.
spicata (4,16 £ 0,61) (Tabela 1).
Histoquimica da Regido Mediana do Intestino Médio. As células epiteliais da regido mediana
do intestino médio de ninfas de quinto instar de P. nigrispinus demonstraram reacao positiva para
ambos os corantes utilizados. Nas laminas coradas com Xylidine Ponceau foi observada uma
maior intensidade de coloracdo nos ndcleos celulares (Fig. 4). Além disso, os contetdos liberados
para 0 limen do intestino a partir de protusdo e extrusdo celular também apresentaram uma
coloracdo mais intensa (Fig. 4A e 4E). Ap6s a quantificacdo de pixels e de suas respectivas
analises estatisticas, foi possivel afirmar que ndo houve diferenca significativa no nivel de
proteinas entre os diferentes tratamentos realizados durante os trés periodos de analise (periodo de
12 horas — F = 0,35; P = 0,7050; periodo de 24 horas — F = 0,21 P = 0,8140; periodo de 48 horas —
F = 1.30; P = 0,2874) (Fig. 5A).

Quando corados com P.A.S., o epitélio intestinal demonstrou apresentar carboidratos
neutros, notados a partir da presenca de grénulos de glicogénio dispostos aleatoriamente no
interior das células epiteliais. Além disso, a coloragdo também demonstrou intensidade na
membrana perimicrovilar (Fig. 6). No tratamento realizado com M. alternifolia a coloragdo
apresentou-se menos intensificada e foram observados menos granulos de glicogénio corados
(Figs. 6G, 6H e 61). Essa diferenciagdo ndo foi suficiente para reduzir os resultados adquiridos
pela quantificacdo de pixels apds o periodo de 12 horas, visto que ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado com o controle. M. spicata também n&o diferiu do controle
durante esse periodo de andlise (F = 1.56; P = 0.2256). Porém, apds 24 horas os trés grupos

diferiram entre si, onde M. spicata (24,12 £ 3,76) reduziu em relacdo ao controle (44,98 + 6,87) e
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M. alternifolia (10,33 + 1,54) reduziu em comparacao ao controle e M. spicata (> = 17,771; P =
0,0001). Apds 48 horas, os trés grupos também diferiram entre si, onde M. spicata (14,72 + 2,47)
e M. alternifolia (6,99 £ 1,14) reduziram significativamente em relacéo ao controle (26,22 + 2,33)
(F = 22.04; P = 0.0001) (Fig.7).

Apoptose por Imunofluorescéncia da Regido Mediana do Intestino Médio. Os nucleos das
células epiteliais da regido mediana do intestino médio das ninfas de quinto instar de P.
nigrispinus apresentaram fluorescéncia azul, demonstrando auséncia de apoptose celular, a qual
seria evidenciada a partir de fluorescéncia vermelha (Figs. 8 e 9). Sendo assim, ndo foi detectada

atividade apoptética em nenhum dos grupos trabalhados.

Discusséo

A regido mediana do intestino médio de ninfas de quinto instar de Podisus nigrispinus
demonstrou adequacdo a descricdes anteriormente relatadas por outros autores (Cunha 2012,
Teixeira 2012, Fialho 2013).

Modificagbes histopatoldgicas no intestino de insetos durante a préatica de controle de pragas
sdo bastante conhecidas como consequéncia da utilizacdo de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt),
onde suas toxinas sdo capazes de causar rupturas no tecido do canal alimentar das lagartas tratadas
(Rausell et al. 2000). Porém, a aplicacdo de produtos quimicos também pode causar alteracoes
semelhantes. Costa et al. (2016) trataram por ingestdo o coledptero Anthonomus grandis
Boheman com o inseticida regulador de crescimento lufenurom, utilizando a solucéo inseticida de
800 pL de Match® + 200 mL de &gua destilada, e observaram as seguintes alteracoes:
desorganizacdo tecidual, vacuolizacéo e liberacao de nucleos celulares para o limen.

O tratamento com 06leos essenciais também ja foi relatado como causador de deformidades

desse tipo. Spodoptera frugiperda (J E Smith) quando tratadas por ingestdo com o Gleo de
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Azadirachta indica A. juss, conhecida popularmente como nim, nas concentracdes de 0,5% e
1,0% apresentaram projecdes do tecido epitelial para o limen (Correia et al. 2009).

A liberacdo de contetdos celulares e as projecdes do tecido epitelial para o lumen, aqui
observadas e denominadas respectivamente como extrusdo e protusdo celulares, foram observadas
no epitelio das ninfas tratadas com os 6leos de M. spicata e M. alternifolia. Porém, os epitélios
das ninfas utilizadas como controle também apresentaram essas mesmas propriedades. Por isso,
essas ndo foram aqui consideradas como modificacdes histopatoldgicas, uma vez que ja estavam
presentes nos animais saudaveis utilizados.

A auséncia de apoptose celular demonstra que a contaminacao causada ndo foi suficiente para
provocar tal lesdo. Porém, o alongamento das células colunares e a lise celular, ambos observados
no tratamento de M. alternifolia, sdo histopatologias semelhantes a sintomas necréticos
encontrados por outros autores. Silva et al. (2017) observaram o alongamento de células
digestivas e a consequente estratificacdo do epitélio em lagartas de terceiro instar de Spodoptera
frugiperda ap6s o tratamento com 6leo essencial de Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor na
concentracdo de 500mg/L e consideraram esse como um dos sintomas do processo necrotico.
Costa et al. (2016) encontraram como sintoma de necrose em A. grandis ap6s tratamento com
lufenurom a perda da integridade da membrana plasmatica e a consequente lise celular. Além
disso, a ruptura de células epiteliais pode ocasionar a morte do inseto por septicemia devido a
entrada de microrganismos na cavidade do corpo (Rausell et al. 2000).

Na regido apical das células colunares do epitélio de insetos sdo encontradas microvilosidades.
Em hemipteros, essas sdo revestidas por uma membrana extracelular, denominada membrana
perimicrovilar, que apresenta funcdo semelhante a membrana peritréfica de outros insetos,
incluindo a protegdo contra a entrada de microrganismos e outros agentes externos na cavidade

interna do corpo (Silva et al. 2004, Terra et al. 2006). Alem disso, aumenta a capacidade de
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absorcdo de nutrientes de dietas diluidas (Billingsley & Downe 1988, Ferreira et al. 1988,
Billingsley 1990, Terra & Ferreira 2005).

Tal estrutura se manteve presente nesse trabalho e esteve marcada durante as analises de
proteinas e carboidratos, demonstrando haver a presenca dessas moléculas, 0 que corrobora com
descricdes feitas anteriormente por outros autores (Silva et al. 2004, Terra et al. 2006). Roel et al.
(2010) ao tratarem lagartas de terceiro instar de S. frugiperda com o 6leo de A. indica nas
concentracdes de 0,006 e 0,05% observaram necrose celular associada com a degradacdo da
matriz peritréfica. Aqui, apesar da membrana perimicrovilar ter se mantido integra, ndo foi
suficiente para impedir os efeitos necréticos ocasionados pelo éleo de M. alternifolia sobre o
epitélio.

As células regenerativas sdo responsaveis pela renovacdo de células epiteliais do intestino
médio, sendo capazes de realizar a substituicdo celular ap6s desgaste durante processos digestivos
(Wanderley-Teixeira et al. 2006). Seu aumento esta ligado a proliferacdo desse tipo celular e a sua
diferenciacdo para renovacao do tecido epitelial prejudicado (Spies & Spence 1985). Porém, a
reducdo na quantidade dessas células observada no tratamento de M. alternifolia pode estar
relacionada com a incapacidade de regeneracdo tecidual causada por um efeito toxico da
contaminagdo com o 6leo, capaz de prejudicar atividades vitais do inseto. Resultados semelhantes
foram encontrados por Osman et al. (2016), que observaram menores quantidades de células
regenerativas quando trataram, por ingestdo, larvas de quarto instar de Trogoderma granarium
Everts com 0,5 mL do dleo essencial de Carum carvii L.

Em relacdo as andlises histoquimicas, a coloragdo mais intensa das areas de protusdo e
extrusdo celular durante a marcagdo de proteinas demonstra que o conteddo contém origem
proteica, sendo provavelmente constituido de enzimas digestivas. Dessa maneira, o material

excretado para dentro do 6rgéo a partir desses processos faz parte da digestao de alimentos.
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Ja a presenca de granulos de glicogénio nas células epiteliais estd relacionada a reserva de
carboidratos intracelulares, visando prover a energia necessaria para atividades metabolicas no
organismo do inseto (Fialho et al. 2009). Dessa forma, a reducdo nos niveis de carboidratos
observada nesse trabalho pode afetar o metabolismo energético do organismo.

Diante do exposto, ndo se recomenda o uso do oOleo essencial de Melaleuca alternifolia em
associacdo com o controle biolégico utilizando Podisus nigrispinus para controlar Alabama
argillacea, uma vez que este causou efeitos histopatologicos e histoquimicos no epitélio do
predador. Por outro lado, é possivel afirmar que o 6leo essencial de Mentha spicata pode ser
utilizado no controle de pragas que possuam como predador o percevejo P. nigrispinus, uma vez
gue o parametro alterado ndo € responsavel por uma caracteristica vital do organismo. No entanto,
se V& necessaria a realizacdo de mais estudos para testar a seletividade desse éleo em P.
nigrispinus, para garantir a eficdcia no controle de A. argillacea a partir da associacdo de
diferentes taticas: aplicacdo do 6leo de M. spicata e utilizacdo do predador P. nigrispinus. Dessa
forma, os danos provocados pelo uso excessivo de inseticidas sintéticos de amplo espectro podem

ser reduzidos.
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Tabela 1. Toxicidade dos 6leos essenciais de Mentha spicata e Melaleuca alternifolia em

lagartas de terceiro instar de Alabama argillacea submetidas ao contato topico. Temp.: 25,2 + 1,4

°C, UR: 67 £ 0.7%, e fotoperiodo de 12h.

Tratamentos N GL Inrtélt??iéEoP;j a X CI? Ig‘gg % KT (ICI:D Ig;% % ~RTe X
Mentha spicata 180 4 5,08+0,70 2,50 1,58 4,46 150 3,69
(2,24-2,75) (3,88-5,56)
Melaleuca 150 3 4,04+0,60 2,82 1,40 5,85 1,14 2,64
alternifolia (2,44-3,23) (4,80-8,15)

N= namero de insetos usados no teste; GL= grau de liberdade; EP = erro padrdo da média; IC =
intervalo de confianca; RT = razdo de toxicidade; y?>= Qui-quadrado.
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Tabela 2. Numero de células regenerativas na regidao mediana do intestino de ninfas de

quinto instar de P. nigrispinus submetidos a alimentacéo de lagartas de A. argillacea tratadas com

a DLso dos oleos de M. spicata, 2,50 mg/g de inseto, e M. alternifolia, e 2,82 mg/g de inseto.

Temp.: 25°C, UR: 70% e fotofase de 12h.

Periodo de avaliagdo (+ EP)!

Tratamento Apdbs 12 h Ap0ls 24 h Apbs 48 h

Controle 241+054 a 3,50+0,95a 4,08+0,71a
M. spicata 3,66 £0,79a 3,91+0,63a 416 £0,61a
M. alternifolia 1,66 + 0,46 a 2,83+1,14 a 1,33£0,39b

F=2,93;P=0,0672

F=0,77,P=0,4728

F=10,39; P =0,0003

!Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0.05).
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Figura 1. Microscopia de luz da regido mediana do intestino de ninfas de quinto instar de Podisus
nigrispinus, 12 h apds a alimentagcdo com lagartas tratadas. A, B e C— controle; D, E e F — Mentha
spicata; G, H e | — Melaleuca alternifolia. Coloracdo com Azul de Toluidina. L — LUmen, Seta
longa — membrana perimicrovilar, Ep — epitélio simples, Ponta de seta — nucleo da célula colunar,
Seta larga — célula regenerativa, ML — musculo longitudinal, MC — musculo circular, Asterisco —

protusdo celular. Barras = 100pm, 50um e 20 pm.
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Figura 2. Microscopia de luz da regido mediana do intestino de ninfas de quinto instar de Podisus
nigrispinus, 24 h apds a alimentacdo com lagartas tratadas. A, B e C— controle; D, E e F — Mentha
spicata; G, H e | — Melaleuca alternifolia — observar alongamento das células colunares.
Coloragdo com Azul de Toluidina. L — Lumen, Seta longa — membrana perimicrovilar, Ep —
epitélio simples, Ponta de seta — nucleo da célula colunar, Seta larga — célula regenerativa, ML —
masculo longitudinal, MC — mdusculo circular, Asterisco — protusdo celular, Seta pontilhada

vermelha — células colunares alongadas. Barras = 100pum, 50um e 20 pum.
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Figura 3. Microscopia de luz da regido mediana do intestino de ninfas de quinto instar de Podisus
nigrispinus, 48 h apds a alimentagdo com lagartas tratadas. A, B e C— controle; D, E e F — Mentha
spicata; G, H e | — Melaleuca alternifolia. Coloracdo com Azul de Toluidina. L — Limen, Seta
longa — membrana perimicrovilar, Ep — epitélio simples, Ponta de seta — nucleo da célula colunar,
Seta vermelha — lise celular, ML — musculo longitudinal, MC — musculo circular, Asterisco —

protuséo celular, Estrela — extrusdo celular. Barras = 100pm, 50pum e 20 pm.
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Figura 4. Histoquimica da regido mediana do intestino médio de ninfas de quinto instar de
Podisus nigrispinus para proteinas totais. A — controle ap6s 12 h; B — controle ap6s 24 h; C —
controle ap6s 48 h; D — tratado com Mentha spicata ap6s 12h; E — Mentha spicata apds 24 h; F —
Mentha spicata apds 48; G — tratado com Melaleuca alternifolia ap6s 12 h; H — Melaleuca
alternifolia apds 24 h; | — Melaleuca alternifolia ap6s 48 h. L — Lumen, Ep — epitélio simples,
Ponta de seta — nucleo da célula colunar, Estrela — protus6es celulares demonstrando a presenga

de conteldo proteico. Coloragdo com Xylidine Ponceau. Barra = 50um.
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Figura 5. Quantidade de pixels (média + EP) para proteina total encontradas no epitélio da regido
mediana do intestino médio de ninfas de quinto instar de Podisus nigrispinus. A — apés 12 horas,
B — apés 24 horas e C — apbds 48 horas. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey HSD a 5% de significancia (P > 0,05).
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Figura 6. Histoquimica da regido mediana do intestino médio de ninfas de quinto instar de
Podisus nigrispinus para carboidratos neutros. A — controle ap6s 12 h; B — controle ap6s 24 h; C —
controle ap6s 48 h; D — tratado com Mentha spicata apds 12h; E — Mentha spicata apés 24 h; F —
Mentha spicata ap6s 48; G — tratado com Melaleuca alternifolia apés 12 h; H — Melaleuca
alternifolia ap6s 24 h; | — Melaleuca alternifolia ap6s 48 h. L — Lumen, Ep — epitélio simples,
Seta — granulos de glicogénio. Coloragdo com Acido Periodico de Schiff (P.A.S.). Notar quase

auséncia de granulos de glicogénio no tratamento com Melaleuca alternifolia. Barra = 50um.
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Figura 7. Quantidade de pixels (média + EP) para carboidratos neutros encontrados no epitélio da
regido mediana do intestino médio de ninfas de quinto instar de Podisus nigrispinus 12. A — ap0s
12 horas, B — ap6s 24 horas e C — ap0s 48 horas. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de

significancia (P > 0,05).
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Figura 8. Imunofluorescéncia para deteccdo de apoptose de celulas epiteliais da regido mediana
do intestino de ninfas de quinto instar de Podisus nigrispinus, 12 h apds a alimentacdo com
lagartas tratadas. A e B — controle; C e D — Mentha spicata; E e F — Melaleuca alternifolia. L —

Lamen, Ep — epitélio simples, Seta — nicleo da célula digestiva. Barras =100um ¢ 50um.
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Figura 9. Imunofluorescéncia para deteccdo de apoptose de células epiteliais da regido mediana
do intestino de ninfas de quinto instar de Podisus nigrispinus, 48 h apds a alimentacdo com
lagartas tratadas. A e B — controle; C e D — Mentha spicata; E e F — Melaleuca alternifolia. L —

Ldmen, Ep — epitélio simples, Seta — nicleo da célula digestiva Barras = 100um e S0um.
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CAPITULO 3
EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Mentha spicata L. E Melaleuca alternifolia
CHEEL SOBRE A NUTRICAO E REPRODUCAO DE Podisus nigrispinus (DALLAS)

(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)
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RESUMO - Para a execucédo eficiente do Manejo Integrado de Pragas & necessario o0 uso de
inseticidas menos tdxicos aos inimigos naturais e a0 meio ambiente. Nesse contexto, 0 uso de
inseticidas botanicos, a exemplo dos 6leos essenciais, vem sendo apontado como uma potencial
ferramenta para o controle de pragas. Assim, objetivou-se avaliar os possiveis efeitos por
ingestdo da DLso dos Oleos essenciais de Mentha spicata e Melaleuca alternifolia na nutricdo e
reproducdo de Podisus nigrispinus apos a alimentacdo com Alabama argillacea tratadas com os
respectivos 6leos. Para isso, avaliou-se os indices de proteinas, glicogénio, agucares e lipidios e,
na reproducdo, foram utilizados os parametros de: periodo de pré-oviposicdo, nimero de
posturas, nimero de ovos, numero de ovos por postura, percentagem de viabilidade dos ovos e
longevidade de fémeas. O Oleo de M. spicata ndo provocou alteracdes nutricionais significativas,
porém, causou reducdo na viabilidade de ovos. J& M. alternifolia provocou um aumento na
quantidade de proteinas, reducdo na viabilidade de ovos e no nimero de ovos por postura. No
entanto, essas alteracdes ndo foram responsaveis por modificar caracteristicas vitais do predador.
Sendo assim, com base nos dados obtidos, pode-se afirmar que os dleos de M. spicata e M.
alternifolia podem ser utilizados em associagdo com P. nigrispinus em um manejo integrado de

Alabama argillacea, contanto que haja um estudo ecoldgico prévio.

PALAVRAS-CHAVE: Predador, reproducéo, 6leo essencial, nutricdo, MIP

48



EFFECTS OF Mentha spicata L. AND Melaleuca alternifolia CHEEL ESSENTIAL OILS
IN Podisus nigrispinus (DALLAS) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) NUTRITION AND
REPRODUCTION

ABSTRACT - In order to achieve an efficient Integrated Pest Management, it is necessary to
use less toxic insecticides to natural predators and to the environment. In this context, the use of
botanical insecticides, such as essential oils, has been pointed out as a potential tool for pest
control. Therefore, the main goal of this study was to evaluate the possible effects of Mentha
spicata and Melaleuca alternifolia LCso essential oils over nutrition and reproduction rates of
Podisus nigrispinus, fed with Alabama argillacea treated with the aforementioned oils. The
nutritional parameters were protein, glycogen, sugar and lipid rates, and, on reproduction, the
parameters were: pre-oviposition period, number of postures, number of eggs, number of eggs
per posture, percentage of viability of eggs and longevity of females. Results have come to show
M. spicata did not provoke significant nutritional changes, although it caused a reduction in egg
viability. On the other hand, M. alternifolia caused an increase in the amount of proteins,
reduction in the viability of eggs and reduction in the number of eggs per posture. Nevertheless,
these changes were not responsible for modifying vital characteristics from the predator.
Therefore, based on the data, Mentha spicata and Melaleuca alternifolia essential oils can be
used, in association with Podisus nigrispinus, in an integrated management of Alabama

argillacea, provided that ecological studies be made.

KEY WORDS: predator, reproduction, essential oil, nutrition, IMP
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Introducéo

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) procura reduzir as perdas econdmicas causadas as
culturas a partir da utilizacdo de praticas ecoldgica e economicamente seguras, conservando
recursos naturais e o meio ambiente (Naranjo et al. 2015). Para a execucdo eficiente do MIP,
portanto, € necessario o uso de inseticidas menos toxicos aos inimigos naturais e ao ecossistema
(Evangelista et al. 2002). Nesse contexto, 0 uso de inseticidas botanicos, a exemplo dos 6leos
essenciais, vem sendo apontado como uma potencial ferramenta para o controle de pragas e,
consequentemente, para substituicdo dos inseticidas sintéticos (Cruz et al. 2017).

Os 0leos essenciais sdo metabolitos secundarios de plantas que apresentam, dentre outras
funcBes, acdo inseticida. Ao utiliza-lo no controle de pragas, diversos efeitos podem ser
ocasionados, dentre eles alteracdes na longevidade, reproducdo, fecundidade e/ou fertilidade,
taxa de emergéncia, tempo de desenvolvimento e nutri¢do dos insetos (Milano et al. 2010, Cloyd
2012). Dentre esses, estudos que avaliem parametros bioquimicos nutricionais sao fundamentais
para investigar os possiveis efeitos toxicos causados (Sharma et al. 2011).

Os Gleos advindos das espécies vegetais Mentha spicata L. e Melaleuca alternifolia Cheel
apresentam acao inseticida comprovada para diversos insetos (Pavela 2005, Callander & James
2012, Govindarajan et al. 2012, Liao et al. 2016). Embora atualmente tenha aumentado o
namero de estudos para demonstrar a eficiéncia de 6leos essenciais no controle de pragas, ainda
sdo encontrados poucos produtos comerciais que sejam baseados nesses metabolitos. Um dos
fatores responsaveis por isso € a baixa quantidade de estudos relacionando-os com organismos
ndo-alvo (Pavela & Benelli 2016). Por isso, pesquisas avaliando seus efeitos sobre inimigos
naturais séo de grande importancia.

Entre os inimigos naturais, os predadores sdo considerados a primeira linha de defesa

contra especies fitofagas (Oliveira et al. 2002). Podisus nigrispinus (Dallas), bem como outros
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percevejos pertencentes a familia Pentatomidae, € um predador generalista encontrado
naturalmente em diversos agroecossistemas e que age no controle natural de pragas
desfolhadoras de culturas de algodoeiro, sendo de grande importancia no controle biolégico de
Alabama argillacea (Hubner) (Molina-Rugama et al. 1998, Medeiros et al. 2000, Oliveira et al.
2002, Reis et al. 2018). Essa especie € uma das principais pragas desfolhadoras presentes na
cotonicultura, capaz de reduzir a capacidade fotossintética da planta devido a uma desfolha
intensa (Miranda et al. 2002, Sujii et al. 2007).

Dessa maneira, objetivou-se aqui avaliar os possiveis efeitos dos 6leos essenciais de M.
spicata e M. alternifolia na nutricdo e reproducdo de P. nigrispinus apds o tratamento e

alimentacdo de A. argillacea tratadas e ndo tratadas com as DLsg dos respectivos 6leos.

Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Histologia e Fisiologia de Insetos do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), Recife, Pernambuco.
Plantio de Algod&o. O cultivo do algoddo foi conduzido em casa de vegetacdo do Setor de
Fitossanidade do Departamento de Agronomia da UFRPE. Para a manutencdo da criacdo e
conducéo dos experimentos de A. argillacea, plantas de algodao da variedade BRS Safira foram
mantidas em casa de vegetacdo. Para isso, foram utilizados vasos de capacidade de 5 litros
contendo solo. A adubacdo de fundacao foi feita utilizando a formulagdo NPK (10-10-10), e
quinzenalmente adubacao de manutencgéo utilizando NPK e uréia.
Criacdo de Alabama argillacea. As lagartas de A. argillacea foram mantidas em gaiolas de
PVC (20,0 cm de altura x 15 cm de diametro), cuja abertura superior foi coberta com um tecido

fino do tipo voil e a base forrada com papel sulfite. No interior das gaiolas foram fornecidas
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diariamente folhas de algodoeiro para a alimentacdo das lagartas. Os adultos também foram
mantidos nessas gaiolas, onde houve o revestimento interno com papel sulfite, tanto na base,
quanto nas laterais. A abertura superior da gaiola foi coberta com plastico filme e a alimentacéo
foi realizada com solucao de mel a 10%, mel + levedo (1:1) e 4gua.

Obtencdo e Criacdo de Podisus nigrispinus. Os percevejos utilizados nos bioensaios foram
oriundos da Unidade de Controle Bioldgico da Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de
Algodéo, Campina Grande, Paraiba, e criados seguindo a metodologia adaptada de Oliveira et
al. (2004) e Zanuncio et al. (2001). Foram mantidos a 25+1°C, 70+5% de U.R. e fotofase de
12:12 (luz:escuro), alimentados com larvas e pupas de Tenebrio molitor Linnaeus.

Obtencao dos Oleos Essenciais. Os 6leos essenciais de Mentha spicata e Melaleuca alternifolia
foram obtidos da empresa Ferquima Ind. E Com. Ltda. (Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo,
Brasil). As informacds técnicas desses produtos e seus parametros de qualidade (coloracao,
pureza, odor, densidade a 20°C e indice de refracdo a 20°C) sdo descritos em relatorio técnico
fornecido pela empresa, conforme site <http://ferquima.com.br>.

Tratamento de Alabama argillacea. Para a montagem do bioensaio, foram utilizadas lagartas
de terceiro instar de A. argillacea separadas em trés diferentes grupos, sendo um controle e dois
tratados. Os tratamentos consistiram na diluicdo dos 6leos de M. spicata e M. alternifolia em
acetona na Dose Letal 50 (DLso), correspondendo a 2,50 e 2,82 mg/g de inseto, respectivamente.
As Doses Letais foram determinadas previamente a partir de testes preliminares por contato
topico (Tabela 1). Para o tratamento controle foi utilizado acetona pura. A aplicacdo topica foi
realizada na regido protoracica, sendo aplicado 1,0 pL dos compostos com o auxilio de uma
seringa Hamilton TM 50 pL. As lagartas devidamente tratadas foram utilizadas para a execugéo

dos ensaios seguintes.
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Ensaios Bioquimicos. Fémeas de P. nigrispinus foram isoladas logo apds a emergéncia e
mantidas em jejum durante 24 horas, para garantir o completo consumo das lagartas tratadas.
Ap0ds ser atingido esse tempo, as fémeas foram pesadas e selecionadas aquelas que apresentaram
valores entre 30 e 40 mg, para reduzir a influéncia da massa do inseto nos resultados obtidos.
Posteriormente, foram alimentadas com lagartas de terceiro instar de A. argillacea tratadas e
apos todo o seu consumo, a alimentacao passou a ser realizada com larvas de T. molitor e com
chumaco de algoddao umedecido com agua destilada. A alteracdo da espécie de presa foi
realizada porque a alimentacdo realizada apenas com A. argillacea demandaria uma quantidade
maior de individuos. O experimento foi realizado a temperatura de 25,2 + 1,4°C, umidade
relativa de 67 + 0,7% e fotofase de 12 h.

Apdbs 48 horas da instalacdo do experimento, as fémeas foram maceradas em tampao
fosfato de sddio (pH 7,4 e 0,1 M), na proporcao de 1 inseto/1 mL de tampdo, caracterizando uma
repeticdo. O macerado foi coletado com um pipetador automatico de 1,0 mL e armazenado e
etiquetado em tubos do tipo Eppendorf de 2 mL. Todo procedimento foi efetuado em baixa
temperatura, para evitar a oxidacdo do material. Cada tratamento (controle, M. spicata e M.
alternifolia) consistiu de 10 repeti¢des, totalizando 30 repeticGes analisadas.

Posteriormente, ocorreu o preparo para andlise de proteinas, lipidios, acglcares e
glicogénio. As amostras foram primeiramente centrifugadas por 3 minutos a 3000 rpm e em
seguida foram coletados 100 pL de cada amostra para andlise das proteinas solUveis totais e 200
ML para as analises de lipidios, acUcar total e glicogénio.

Extracdo e Quantificagdo das Proteinas Soluveis Totais. As proteinas soluveis totais foram
determinadas a partir do método de Bradford (1976). Os 100 uL de cada amostra de macerado
foram transferidos para tubos de vidro de centrifugacdo, adicionando-se o corante Bradford até

alcancar o volume de 5 mL. As misturas foram entdo homogeneizadas em agitador tipo vortex e
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em seguida permaneceram em repouso por 2 minutos em ambiente com auséncia de luz.
Posteriormente, verificou-se a absorvancia em espectrofotdometro UV visivel/190-1000 nm
Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 595 nm. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando o programa SAS PROC PROBIT (SAS Institute 2002).

Extracdo e Quantificacdo de Lipidio, Acucar Total e Glicogénio. Os contedos de lipidio,
acucar total e glicogénio foram avaliados utilizando o método de Van Handel (1985a, b), onde
200 pL do macerado homogeneizado foram acrescidos de 200 pL de sulfato de sddio e 800 pL
de cloroférmio e metanol (1:1), e centrifugado a 3000 rpm durante 3 min. O precipitado foi
utilizado para a analise de glicogénio, e o sobrenadante foi transferido para um microtdbulo
onde foi acrescentado 600 pL de agua destilada e centrifugado a 3000 rpm durante 3 minutos. O
precipitado foi utilizado para a analise de lipidios e o0 sobrenadante para analise de acucar total.
O lipidio foi tratado com reagente acido fosforico/vanilina enquanto que o acgucar total e o
glicogénio, tratados com reagente &cido sulfdrico/antrona. Posteriormente, verificou-se a
absorvancia em espectrofotdbmetro UV visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em
comprimento de onda de 625 nm. A unidade de leitura utilizada foi pg/mL. Os resultados de
lipidio total foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa SAS PROC PROBIT (SAS
Institute 2002). J& os valores referentes a glicogénio e agUcar total foram transformados em raiz
(x+0,5) para assumir normalidade e homogeneidade, sendo posteriormente submetidos a anélise
de variancia e comparados pelo teste de Tukey HSD a 5% de significancia, atraves do programa
SAS PROC PROBIT (SAS Institute 2002).

Ensaio de Reproducéo. Adultos machos e fémeas de P. nigrispinus foram isolados logo apos a

emergéncia e pesados, sendo utilizadas fémeas com massa variando entre 45 e 70 mg e machos
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com massa entre 30 e 40 mg, para evitar que grandes diferencas nas massas desses insetos
influenciassem os resultados reprodutivos. Em seguida, os adultos foram alimentados com
lagartas de terceiro instar de A. argillacea tratadas e foram mantidos em tubos de ensaio de
fundo chato (85 mm x 25 mm) durante cinco dias, para que houvesse completa maturacao
sexual. A alimentacdo foi realizada diariamente com larvas de T. molitor e um chumaco de
algoddo umedecido com agua destilada. A alteracdo da espécie de presa foi realizada porque a
alimentacdo realizada apenas com A. argillacea demandaria uma quantidade maior de
individuos. Ap6s o tempo necessario ser atingido, os casais foram formados com individuos
escolhidos randomicamente. O acasalamento ocorreu em potes plasticos de 500 mL forrados
com papel sulfite, utilizado como local de oviposi¢cdo. Na tampa do recipiente continham dois
orificios, um para fornecimento de alimento e outro para a colocacdo de um tubo de plastico,
tipo anestésico, contendo &gua destilada e vedado com chumaco de algoddo, para o
fornecimento continuo de agua e manutencdo da umidade. Diariamente os casais foram
avaliados e alimentados com pupas de T. molitor e foram mantidos sob analise até os 20 dias
subsequentes ao inicio do periodo de oviposicdo. Esse periodo de andlise foi determinado a
partir da observacao de que P. nigrispinus quando alimentado diariamente apresenta um periodo
reprodutivo de aproximadamente 20 dias (Molina-Rugama et al. 1998, Oliveira et al. 2002). As
posturas foram coletadas diariamente e colocadas em placas de Petri de plastico (60mm Xx
15mm) para avaliacdo diaria de eclosdo. Foram consideradas posturas cada agregado de ovos
postos pelas fémeas. Ovos colocados espagadamente também foram considerados distintamente.

Os parametros avaliados foram: periodo de pré-oviposi¢do, nimero de posturas por fémea,
numero de ovos por fémea, nimero de ovos por postura, percentagem de viabilidade dos ovos,
isto €, percentual de eclosdo de ovos em relacdo ao numero total de ovos depositados por cada

fémea, e longevidade de fémeas durante os 20 dias de analise. Os resultados de periodo de pré-
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oviposi¢do, numero de posturas por fémea, numero de ovos por fémea e numero de ovos por
postura foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa SAS PROC PROBIT (SAS Institute 2002).
Os dados de viabilidade de ovos e longevidade de fémeas em 20 dias ndo assumiram
normalidade e homogeneidade e foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a

5% de significancia utilizando o mesmo programa.

Resultados

Ensaios Bioquimicos. A quantificacdo de proteinas totais das fémeas demonstrou que o 6leo de
M. alternifolia promoveu um aumento (29,92 + 3,01) quando comparadas ao controle (13,94 +
1,86). Ja as tratadas com o 6leo de M. spicata (20,00 + 3,52) ndo diferiram dos outros
tratamentos (F = 7,81; P = 0,0021) (Fig. 1). Na quantificacdo de glicogénio, M. spicata (17,07
5,55) e M. alternifolia (41,37 + 7,35) ndo diferiram do controle (31,57 £ 8,05) (F = 4,43; P =
0,0217). Porém, os dois tratamentos diferiram entre si, havendo um aumento nos valores de M.
alternifolia em relacdo a M. spicata (F = 4,43; P = 0,0217) (Fig. 2). As quantidades de acucar
total (F = 1,01; P = 0,3773) e lipidio total (F = 0,53; P = 0,5938) ndo diferiram entre os
diferentes tratamentos e o controle (Figs. 3 e 4).

Ensaio de Reproducdo. Os parametros de periodo de pré-oviposi¢do (F= 3,00; P = 0,0666),
namero de posturas por fémea (F = 0,11; P = 0,8925), nimero de ovos por fémea (F = 3,36; P =
0,0499) e longevidade das fémeas em 20 dias (y> = 0,5635; P = 0,7545) néo diferiram entre 0s
diferentes tratamentos. A avaliacdo do nimero de ovos por postura demonstrou uma redugdo no
tratamento com M. alternifolia (9,46 + 0,79) quando comparado ao controle (13,94 £ 0,71),
enquanto M. spicata (11,55 + 1,26) ndo diferiu dos dois tratamentos (F = 5,49; P = 0,0100). Ja

em relacéo a viabilidade de ovos, os tratamentos com os 0leos resultaram em uma redugdo na
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ecloséo (67,44 + 11,51 em M. alternifolia e 65,96 + 9,19 em M. spicata), quando comparados ao

controle (90,32 = 1,73) (> = 0,0915; P = 0,7623) (Tabela 1).

Discusséo
Modificagdes na absorcdo de nutrientes desencadeiam desordens alimentares e/ou
deficiéncias nutricionais e essas sdo capazes de provocar alteracbes reprodutivas, tais como
reducdo do numero e da viabilidade de ovos (Milano et al. 2010, Cruz et al. 2017). Essas
mudancas sdo de grande importancia porque prejudicam a perpetuacdo da espécie no ambiente
(Tena-Sempere 2008). Dessa maneira, 0 desempenho bioldgico dos insetos é influenciado pela
obtencdo adequada de nutrientes (Sarfraz et al. 2006, Cruz et al. 2017).

O aumento no teor de proteinas nas fémeas tratadas com o 06leo essencial de M. alternifolia
demonstra um acumulo dessas moléculas em seu organismo. O mesmo foi observado por Dutra
(2018) ao tratar por contato topico S. frugiperda com a DLso (4,18 mg/g) e DL7o (7,62 mg/g) do
6leo essencial de Piper marginatum Jacq, onde o estresse causado pela contaminagdo desse
produto acarretou no acimulo dessas moléculas. Aqui, esse fato pode ter ocorrido devido a uma
maior producdo de enzimas digestivas na tentativa de degradar o 6leo de M. alternifolia, uma
vez que essa regido € descrita por Fialho et al. (2012) como sendo também local de digestdo de
nutrientes. Outra possivel explicacdo € que o estresse ligado a exposicao por inseticidas também
afeta as proteinas a partir de um aumento na producdo de enzimas de detoxificacdo, tais como
citocromo P450, glutationa-S-transferases e hidrolases que desempenham importantes fungdes
no metabolismo desses compostos (Yu, 2004).

O tratamento com M. alternifolia também levou a uma redugdo na viabilidade de ovos.
Dessa forma, 0 aumento nos niveis de proteina, citado anteriormente, ndo pode estar ligado a

uma maior producdo de proteinas reprodutivas, como a vitelogenina. Sendo assim, a reducdo na
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eclosdo deve estar relacionada a uma baixa fertilidade dos adultos ocasionada pela ingestéo
desses Gleos. Ou pode ter ocorrido a realizacdo de poucas copulas entre os casais desses
tratamentos, visto que, segundo Torres & Zanuncio (2001), fémeas de P. nigrispinus que
copulam menos de trés vezes, vado acabar seu estoque de espermatozoides antes do fim da vida
reprodutiva. Ou seja, elas necessitam de cOpulas repetidas para manutencéo da fertilidade. Sendo
assim, a postura pode continuar ocorrendo, demonstrando manutencdo da fecundidade da fémea,
mas 0s ovos ndo eclodem, devido a baixa fertilidade.

A taxa de eclosdo de P. nigrispinus também foi reduzida em estudos realizados por outros
autores. Poderoso et al. (2016) ao imergirem os ovos em diferentes concentracdes (0, 1, 3,5, 7 e
10%) dos extratos de Annona squamosa L. e Ricinus communis L. e flores de Azadirachta indica
A. Juss obtiveram uma reducdo na ecloséo de ninfas. Os autores concluiram que, apesar de esses
extratos possuirem acao inseticida, o seu uso deve considerar possiveis danos a esse inimigo
natural. Evangelista et al. (2002) trabalharam com o efeito de contato residual e com a
associacdo do contato residual com ingestdo de lufenurom nas concentracGes de 10 e 50 g de
i.a./ha e constataram que a viabilidade de ovos de P. nigrispinus foi afetada por ambas vias de
contaminacdo estudadas. O déficit nesse parametro apresenta grande impacto porque a
fecundidade e a fertilidade nos insetos sdo responsaveis por determinar o tamanho da populagédo
descendente (Stark & Banks 2003).

Nesse trabalho, os tratamentos com os 6leos de M. spicata e M. alternifolia ndo provocaram
reducdo significativa no nimero de ovos postos por fémea. Diminuicdo desse parametro foi
observada por Cruz et al. (2017) ap6s submeterem lagartas de terceiro instar de Spodoptera
frugiperda ao tratamento topico com a DLso de dois componentes de 6leos essenciais: trans-
anethole, limoneno e a combinagéo de trans-anethole + limoneno. Em seus resultados, foi notada

uma deficiéncia nutritiva que desencadeou um prejuizo na reproducdo dessa espécie, onde houve
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reducdo no periodo de oviposicdo e no numero de ovos. Dessa maneira, a qualidade e
quantidade de alimento é capaz de afetar parametros como numero de ovos, sobrevivéncia,
longevidade e viabilidade (Zanuncio et al. 2002). J& em relacdo a reducdo do nimero de ovos
por postura encontrada aqui no grupo tratado com o Oleo de M. alternifolia, essa se deu
principalmente porque as fémeas depositavam pouca quantidade de ovos por postura.

Estudos relacionando parametros nutritivos e reprodutivos também foram executados por
Cruz et al. (2015). Esses autores trabalharam com S. frugiperda e realizaram o tratamento com o
6leo de Syzygium aromaticum (L.) na concentracdo de 50 mg/L. Os autores obtiveram uma
reducdo no quantitativo de proteinas e carboidratos neutros nos ovariolos das fémeas e
consequentemente um decréscimo na capacidade reprodutiva, onde houve redu¢do no nimero de
ovos e na eclosdo dos mesmos. Aqui, no entanto, isso ndo foi observado, visto que os 6leos
estudados ndo levaram a reducdo de nenhum dos nutrientes avaliados nas fémeas, quando
comparados aos grupos controle. Dessa forma, as alteracGes reprodutivas ndo podem ser
justificadas pela nutri¢do animal.

Estudos que avaliem o efeito de 6leos essenciais sobre organismos ndo-alvo merecem
destaque para que se possa determinar o seu potencial de uso no Manejo Integrado de Pragas.
Mediante o exposto, ndo se exclui a possibilidade de utilizacdo dos 6éleos de M. spicata e M.
alternifolia para o controle de A. argillacea em campos contendo o predador P. nigrispinus, uma
vez que ndo foram identificadas alteracGes em caracteristicas vitais. Porém, seu uso deve

considerar possiveis danos a esse inimigo natural, por causar reducdo nas geragdes subsequentes.
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Tabela 1. Toxicidade dos 6leos essenciais de Mentha spicata e Melaleuca alternifolia em
lagartas de terceiro instar de Alabama argillacea submetidas ao contato tépico. Temp.: 25,2 £ 1,4

°C, UR: 67 £ 0.7%, e fotoperiodo de 12h.

Inclinagdo da DLso DLao X
Tratamentos N GL reta (+EP) (IC 95%) RTso (IC 95%) RToo
) 2,50 4,46
Mentha spicata 180 4 5,08+0,70 1,58 1,50 3,69
(2,24-2,75) (3,88-5,56)
Melaleuca 150 3 4,04+0,60 2,82 5,85
- 1,40 2,64
alternifolia (2,44-3,23) (4,80-8,15)

N= numero de insetos usados no teste; GL= grau de liberdade; EP = erro padrdo da média; IC =
intervalo de confianca; RT = razdo de toxicidade; y?>= Qui-quadrado.
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Tabela 2. Periodo de pré-oviposicdo, numero de posturas por fémea, nimero de ovos por fémea, numero de ovos por postura,

viabilidade de ovos e longevidade em vinte dias de adultos de P. nigrispinus alimentados com lagartas de terceiro instar de A.

argillacea tratadas com a DLso dos 6leos de M. spicata, 2,50 mg/g de inseto, e M. alternifolia, 2,82 mg/g de inseto. Temp.: 25°C, UR:

70% de UR e fotofase de 12h.

Parametros reprodutivos (+ EP)?

Periodo pré- N° de posturas/ o o N° de ovos/ Viabilidade de Longevidade
Tratamentos S . N° de ovos/ fémea .
0Viposicado fémea postura ovos (%) em 20 dias
Controle 500+0,53a 1470+ 0,70 a 202,50 +9,19 a 13,94+0,71 a 90,32+1,73a 19,70+0,15a
M. spicata 6,40 £ 0,45a 14,10+ 0,93 a 157,20 £ 13,89 a 11,55+1,26 ab 65,96 +£9,19b 18,90+0,54 a
M. alternifolia 490+0,45a 1490+ 1,78 a 146,90 + 22,46 a 9,46 £0,79b 67,44+1151b 1660+1,97a
F =3,00; F=0,11; F =3,36; F=5,49; v =17,134, x? =0,563;
P =0,0666 P =0,8925 P =0,0499 P =0,0100 P =0,0282 P =0,7545

!Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0.05) ou Kruskal-Wallis (P > 0.05).
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Figura 1. Quantidade de proteinas totais (médias + erro padrdo) de fémeas de Podisus
nigrispinus submetidas a alimentacdo de lagartas de terceiro instar de Alabama argillacea
tratadas com a DLsp dos Oleos de Mentha spicata e Melaleuca alternifolia. Barras seguidas de

letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Quantidade de glicogénio (médias + erro padrdo) de fémeas de Podisus nigrispinus
submetidas a alimentacdo de lagartas de terceiro instar de Alabama argillacea tratadas com a
DLso dos 6leos de Mentha spicata e Melaleuca alternifolia. Barras seguidas de letras diferentes

diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 3. Quantidade de agUcar total (médias + erro padrdo) de fémeas de Podisus nigrispinus
submetidas a alimentacdo de lagartas de terceiro instar de Alabama argillacea tratadas com a
DLso dos 6leos de Mentha spicata, 2,50 mg/g de inseto, e Melaleuca alternifolia, 2,82 mg/g de

inseto. Barras seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 4. Quantidade de lipidio total (médias + erro padrdo) de fémeas de Podisus nigrispinus
submetidas a alimentacdo de lagartas de terceiro instar de Alabama argillacea tratadas com a
DLso dos 6leos de Mentha spicata, 2,50 mg/g de inseto, e Melaleuca alternifolia, 2,82 mg/g de

inseto. Barras seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS

As analises aqui realizadas revelaram que a DLso do 6leo essencial de Mentha spicata
(2,50 mg/g) provocou reducdo na quantidade de carboidratos no tecido epitelial da regido mediana
do intestino médio nos periodos de 24 e 48 horas e reducdo da viabilidade de ovos de Podisus
nigrispinus. Ja o 6leo de Melaleuca alternifolia (2,82 mg/g) causou alongamento das células
digestivas apds o periodo de 24 horas e lise celular apds o periodo de 48 horas, sendo esses
considerados como sintomas de necrose do tecido epitelial. Além disso, houve um aumento no
quantitativo de proteinas nas fémeas e reducdes no guantitativo de carboidratos do intestino médio
apos os periodos de 24 e 48 horas, no numero de células regenerativas apds o periodo de 48 horas,
no numero de ovos por postura e na viabilidade de ovos. Dessa forma, o 6leo de M. alternifolia
ndo apresenta potencial de uso no Manejo Integrado de Alabama argillacea quando em
associacao com o controle bioldgico utilizando o predador Podisus nigrispinus. Entretanto, as
alteracOes causadas pelo 6leo de M. spicata ndo sdo responsaveis por prejudicar caracteristicas
vitais do organismo e, por isso, ndo se descarta a hipétese de sua utilizacdo em campo, contanto
que mais experimentos sejam realizados. Estudos como esse séo de fundamental importancia para
garantir que produtos quimicos utilizados no controle de pragas agricolas ndo sejam responsaveis
por causar danos a outros organismos. Favorecendo assim, a capacidade de manter a producéo e

os beneficios econdmicos de forma ambientalmente sustentavel.
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