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RESUMO

SANTANA, Emile Dayara Rabelo. Bioinseticidas e suas nanoformulagfes para o controle
da mosca-negra-dos-citros Aleurocanthus woglumi: alternativa de manejo integrado na
agricultura moderna. Sao Cristovao: UFS, 2020. 45p. (Dissertacdo — Mestrado em
Agricultura e Biodiversidade).*

A citricultura € uma das principais atividades agricolas mundiais, mas sua producdo encontra-
se ameacada devido ao ataque da mosca-negra-dos-citros (Aleurocanthus woglumi). Este
inseto causa danos diretos e indiretos nas plantas, provocando alteracBes fisioldgicas e
consequente reducdo na producdo de frutos. Seu controle é baseado em inseticidas
organossintéticos, porém o uso indiscriminado deles tem provocado efeitos adversos a
sociedade e ao meio ambiente. Com isso, 0s 6leos essenciais surgem como uma alternativa de
controle. Entretanto, apesar da toxicidade sobre pragas agricolas, algumas de suas
caracteristicas inviabilizam sua utilizagdo em campo. Nessa perspectiva, as nanoformulacdes
vém sendo estudadas no ambito agricola. A nanotecnologia permite a manutencdo da
bioatividade do 6leo essencial e aumenta sua eficiéncia de aplicagdo. Assim, no presente
estudo, avaliamos os efeitos do 6leo essencial de Lippia sidoides e seu composto majoritario
timol, das nanoformulagbes deles, do inseticida espinetoram e imidacloprido sobre A.
woglumi, além da fitotoxicidade dos tratamentos. Para isso, foram realizados bioensaios de
toxicidade sobre ovos e adultos, além de bioensaios de repeléncia/deterréncia e
antioviposicdo. Um total de nove compostos foram encontrados no 6leo essencial de L.
sidoides, sendo o timol o composto majoritario (73,23%). As nanoformulacBes apresentaram
tamanho de particulas nanométricas (10 a 100 nm) e formato esférico. Através da via de
exposicdo por contato, o timol (CLso = 0,8922 mg ml™) e o 6leo essencial (CLso = 3,996 mg
ml™) foram os compostos mais toxicos. O inverso foi observado por fumigagdo, em que o
6leo foi 0 composto mais toxico (CLso = 2,715 ul L), seguido do timol (CLso = 5,033 ul L™Y).
As nanoformulagdes, por contato, apresentaram CLso de 39,68 mg mlt e 55,11 mg ml™. Ja
por fumigagdo, as CLso foram de 9,074 e 54,04 pl L para timol e dleo, respectivamente. Os
bioinseticidas atuaram rapidamente sobre adultos de A. woglumi, provocando 50% de
mortalidade em menos de 3 horas. A nanoformulagdo do timol causou o maior efeito ovicida,
ndo causando fitotoxicidade a planta. Quanto a repeléncia e a antioviposi¢éo, os bioinseticidas
diminuiram a quantidade de adultos e ovos sobre folhas tratadas. Com base nos resultados
obtidos, os bioinseticidas testados demonstraram alta toxicidade sobre a mosca negra, com
resultados superiores ao atual ingrediente ativo usado para seu controle. Dessa forma,
consistem em potenciais moléculas alternativas para 0 manejo integrado dessa praga.

Palavras-chave: Inseticidas botanicos; Citrus sinensis; Aleyrodidae; Nanobiopesticida.

* Comité Orientador: Leandro Bacci — UFS (Orientador).



ABSTRACT

SANTANA, Emile Dayara Rabelo. Bioinsecticides and their nanoformulations for the
control of the citrus blackfly Aleurocanthus woglumi: alternative in the integrated
management in modern agriculture. Séo Cristévao: UFS, 2020. 45 p. (Thesis - Masters of
Science in Agriculture and Biodiversity).*

Citriculture is one of the main agricultural activities throughout the world but its production
has been threatened due to the attack of the citrus blackfly (Aleurocanthus woglumi). This
insect causes direct and indirect damage to plants, causing physiological changes and
consequent reduction in fruit production. Its control is based on organosynthetic insecticides,
although its indiscriminate use has caused adverse effects on society and the environment. As
a result, essential oils rose as an alternative. However, despite the toxicity on agricultural
pests, some of its characteristics make its use in the fields unfeasible. Consequentely,
nanoformulations have been studied in the agricultural field. Nanotechnology allows the
bioactivity of the essential oil maintenance while increasing its application efficiency.
Therefore, in this study, we evaluated the effects of the Lippia sidoides essential oil, its major
compound thymol, their nanoformulations, the espinetoram insecticide and imidacloprid on A.
woglumi, in addition to the phytotoxicity of the treatments. In order to do so, toxicity
bioassays were carried out on eggs and adults, in addition to repellency / deterrence and anti-
oviposition bioassays. A total of nine compounds were found in the L. sidoides essential oil,
with thymol being the major compound (73.23%). Nanoformulations presented nanometric
particle size (10 to 100 nm) and spherical shape. Through the contact exposure route, thymol
(CLso = 0.8922 mg ml?) and the essential oil (CLso = 3.996 mg ml™) were the most toxic
compounds. The opposite was observed by fumigation, in which oil was the most toxic
compound (CLso = 2,715 ul L) followed by thymol (CLso = 5.033 ul LY). The contact
nanoformulations presented CLso of 39.68 mg mlt and 55.11 mg ml. By Fumigation, the
LCso were 9.074 and 54.04 pl L, for thymol and oil, respectively. Bioinsecticides acted
quickly on adults of A. woglumi, causing 50% mortality in less than 3 hours. The
nanoformulation of thymol caused the greatest ovicidal effect, causing no phytotoxicity to the
plant. As for repellency and anti-oviposition, bioinsecticides decreased the amount of adults
and eggs on treated leaves. Based on the results obtained, the bioinsecticides tested
demonstrated high toxicity on the blackfly with superior results to the current active
ingredient used for its control. Therefore, they consist of potential alternative molecules for
the integrated management of this pest.

Key-words: Botanical insecticides; Citrus sinensis; Aleyrodidae; Nanobiopesticide.

* Supervising Committee: Leandro Bacci — UFS (Orientador).



1. INTRODUCAO GERAL

As frutas citricas representam uma das principais commodities agricolas produzidas
mundialmente. O Brasil ocupa a primeira posicdo no ranking de producdo, a frente dos
Estados Unidos e da China. No entanto, essa cadeia produtiva tem sido constantemente
ameacada pelo ataque de insetos (FAO, 2017; IBGE, 2019; SANTOS, 2019), dentre estes se
destaca a mosca-negra-dos-citros - Aleurocanthus woglumi (Hemiptera: Aleyrodidae).
Estima-se que este inseto seja responsavel por perdas de até 80% da producdo, prejudicando
assim um dos mais importantes produtos de exportacdo brasileiros, o suco da laranja
(GOMES et al., 2019; LIMA et al., 2017). Além dos citros, A. woglumi é conhecida por atacar
mais de 300 espécies de plantas distribuidas em praticamente todos os continentes (EPPO,
2014).

Esse inseto possui habito alimentar sugador e provoca tanto danos diretos ao succionar
a seiva das plantas, como também danos indiretos ao excretar uma substancia agucarada
(honeydew) que favorece o surgimento de fungos do género Capnodium, conhecidos
popularmente como fumagina. Tais danos provocam alteragdes fisioldgicas nas plantas e
consequente perda na produtividade (GOMES et al., 2019), exigindo assim a utilizacdo de
métodos de controle.

Dentre as formas de controle mais desejaveis, estd a adocdo de métodos de controle
baseados no Manejo Integrado de Pragas (MIP), o qual compreende principios ecoldgicos,
ambientais, sociais e econdémicos especificos para cada praga X sistema de cultivo
(CARRANO-MOREIRA, 2014). No entanto, embora existam diversos programas de manejo
associados a citricultura, o uso de inseticidas organossintéticos consiste na Unica forma de
controle estabelecida para a mosca-negra-dos-citros (VIEIRA LIMA et al., 2017). Por outro
lado, existe uma forte pressdo do mercado internacional quanto a exigéncia de métodos mais
seguros do ponto de vista ambiental e social, 0 que tem impulsionado o desenvolvimento de
novas alternativas de controle de pragas.

Os bioinseticidas de origem microbiologica e botanica tém se mostrado como
alternativas promissoras para um controle mais sustentavel de pragas. As espinosinas, por
exemplo, sdo inseticidas advindos da fermentacdo do actinomiceto Saccharopolyspora
spinosa que séo produzidos e comercializados para o controle de diversas pragas, inclusive de
citros (KIRST, 2010). Entretanto, ndo existem registros da eficiéncia das espinosinas sobre a
mosca negra A. woglumi (MAPA, 2020). J& os inseticidas botanicos baseados em Oleos
essenciais (OEs) tém demonstrado atividade inseticida, assim como maior seletividade aos
organismos ndo alvo (SANTOS et al., 2018). Porém, caracteristicas fisico-quimicas dos OEs
exigem o desenvolvimento de formulaces que possibilitem sua aplicacdo em condicOes de
campo (BILIA et al., 2014). Nesse sentido, a nanotecnologia tem sido utilizada por permitir o
encapsulamento de moléculas bioativas, podendo preservar sua atividade bioldgica e
proporcionar melhor eficiéncia de aplicacdo (KAH; HOFMANN, 2014). Embora o uso da
nanotecnologia ja seja bem estabelecido nas areas farmacéuticas e quimicas, seu uso na
agricultura é relativamente recente (ZAKI et al., 2017).

Diversos estudos tém analisado o potencial dos OEs de plantas como bioinseticidas. A
espécie Lippia sidoides, por exemplo, nativa do semiérido brasileiro, possui ampla utilizagdo
comercial como componente de produtos farmacéuticos e cosméticos, aléem de atividade
comprovada sobre pragas agricolas e urbanas (CAVALCANTI et al., 2010; FIGUEIREDO et
al., 2017; OLIVEIRA et al.,, 2018). A composicdo quimica do OE de L. sidoides &
diversificada e geralmente possui o timol como componente majoritario e bioativo (SOUZA,
N.; OLIVEIRA, 2016).

Assim, neste estudo, objetivamos avaliar os efeitos de bioinseticidas de origem
microbiologica e botanica sobre A. woglumi, a fim de contribuir para 0 manejo integrado
dessa praga.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Citricultura

A citricultura consiste na atividade de producdo de frutiferas de maior destaque
mundial. Dentre as frutas dessa cadeia produtiva (ex. tangerina, lima &cida e limdo), o
principal produto € a laranja (Citrus sinensis), representando a quinta fruta mais produzida no
mundo, com um rendimento de aproximadamente 73 milhdes de toneladas (FAO, 2017,
JUNIOR et al., 2005; SANTOS, 2019). O Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking dos
principais produtores de citros, seguido por Estados Unidos e China (SANTOS, 2019). Em
2019, a producdo brasileira de laranja foi em torno de 17,7 milhdes de toneladas (IBGE,
2019). O Brasil também é o maior exportador de suco de laranja, atingindo 80% das
exportacdes mundiais e mais de 30% de toda producdo mundial da fruta (SANTOS, 2019;
USDA, 2017). Dessa forma, o setor citricola € um dos principais elos que movimentam a
cadeia do agronegocio brasileiro, promovendo o crescimento da economia, a geracdo de
empregos e a producdo de commodities (SANTQOS, 2019).

A producdo de laranja encontra-se distribuida em diversas regides do Brasil. O
Sudeste possui a maior area plantada (471.425 hectares). Em 2019, a regido Sudeste produziu
14,7 milhdes de toneladas (83% da producdo total do pais), seguida pela regido Sul
(1.196.927) e Nordeste (1.175.771 milhGes de toneladas). Dentre os Estados do Nordeste,
destacam-se as producfes da Bahia (637.500 toneladas) e de Sergipe (377.590 toneladas)
(IBGE, 2019).

Por outro lado, alguns fatores tém contribuido para a reducédo da producdo de citros,
como as mudangas climaticas, os surtos de doencas e os ataques de pragas. Somente para o
controle de insetos-praga, a quantidade de inseticidas gasta chega a aproximadamente 10 mil
toneladas (NEVES; RODRIGUES, 2004; OLIVEIRA et al., 2014). Dentre as principais
pragas da cultura dos citros, destacam-se a mosca-negra-dos-citros (Aleurocanthus woglumi),
a mosca-das-frutas (Ceratitis capitata), a larva-minadora-dos-citros (Phyllocnistis citrella), o
pulgdo-preto-dos-citros  (Toxoptera citricida) e a ortézia (Orthezia praelonga)
(FUNDECITRUS, 2018). Porém, atualmente a mosca-negra-dos-citros tem sido considerada
uma das principais e mais difundidas pragas das culturas dos citros (TEODORO et al., 2014).

2.2 Mosca-negra-dos-citros
2.2.1 Origem e distribuicao

Originaria da regido asidtica, a mosca-negra-dos-citros (Aleurocanthus woglumi
Ashby) foi descrita pela primeira vez na Jamaica em 1915 (ASHBY, 1915). Atualmente,
encontra-se amplamente distribuida em diversas regiées do mundo, como nas Américas, ha
Africa, na Asia e na Oceania. Na América do Sul, A. woglumi pode ser encontrada na
Argentina, no Brasil, na Colémbia, no Equador, na Guiana, na Guiana Francesa, no Suriname
e na Venezuela (EPPO, 2014; LOPEZ et al., 2011).

O primeiro registro de A. woglumi no Brasil data de 2001, no Estado do Para
(OLIVEIRA, M. R. V.; SILVA, C. C. A.; NAVIA, 2001). O segundo foi feito no Estado do
Maranh&o em setembro de 2003 (LEMOS et al., 2006). Posteriormente, foi sendo constatada a
presenca dessa praga em diversos outros Estados brasileiros: Amazonas (RONCHI-TELES et
al., 2009), Séo Paulo (PENA et al., 2008), Paraiba (LOPES et al., 2010), Roraima (CORREIA
et al., 2011), Pernambuco (MONTEIRO et al., 2012), Parand (MOLINA et al., 2014), Rio de
Janeiro (MORAES et al., 2014b) e Sergipe (MENDONGCA et al., 2015).

Até o ano de 2013, a mosca-negra-dos-citros era considerada no Brasil como uma
praga quarentendria A2 (excluida pela Instrugdo Normativa n°® 42, de 09 de dezembro de
2014). Atualmente, esse inseto-praga encontra-se oficialmente registrado em dezoito unidades
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da Federacdo: Amapa, Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais, Goias,
Maranh&o, Mato Grosso do Sul, Para, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Ronddnia,
Roraima, Sdo Paulo e Tocantins (MAPA, 2014a). A ampla distribuicdo de A. woglumi esta
intimamente associada a rapida capacidade de dispersdo dos adultos, a transferéncia de
infestacdo entre outras hospedeiras x citros e ao transporte de material vegetal (mudas)
(MENDONCA et al., 2015).

2.2.2 Biologia

Aleurocanthus woglumi é uma espécie pertencente a ordem Hemiptera, subordem
Sternorrhyncha, familia Aleyrodidae. Os adultos possuem asas membranosas acinzentadas
recobertas com uma pulveruléncia que lhes confere coloragdo preta-azulada, apresentam
cabeca, térax e abdome alaranjados e pernas e asas esbranquicadas. A fémea tem cerca de
1,44 mm e 0 macho 1,03 mm, sendo possivel diferencia-los pelo tamanho (PENA et al., 2009;
SILVA et al., 2011). Sua reproducdo é sexuada com oviparidade, mas pode ocorrer
partenogénese (GULLAN; CRANSTON, 2007). O aparelho bucal € do tipo picador sugador,
e os individuos na fase jovem e adulta alimentam-se da seiva da planta. O tempo de vida dos
individuos adultos dura em média 14 dias (SILVA et al., 2011).

Os ovos sdo depositados na face abaxial das folhas e encontrados geralmente nas
brotacGes e folhas novas. Esses ovos possuem em média 0,2 mm, formato do tipo bastonetes
recurvados e sdo postos em forma de espiral, sendo afixados por um pedinculo. Incialmente,
apresentam coloracdo leitosa e, posteriormente, tornam-se alaranjados (ROSSATO, 2007;
SILVA et al.,, 2011). Pena et al. (2009) analisaram trés diferentes espécies de frutiferas
hospedeiras da mosca negra e constataram que o nimero de ovos/espiral/planta foi de 27, com
uma viabilidade de 88% e duracdo do periodo embrionario de 15 dias. J& Lemos et al. (2006)
verificaram uma média de 100 posturas por folha e grupos de 10 a 61 ovos/espiral. O
comportamento de oviposicdo de A. woglumi observado em outras plantas citricas apresentou
um namero médio de 70 espirais/folha e 28 ovos por espiral (RAGA; BASILLI; SOARES,
2012).

As formas imaturas de A. woglumi subdividem-se em quatro estagios ninfais. As
ninfas de primeiro instar eclodem através das aberturas longitudinais dos ovos, sdo
inicialmente hialinas, possuem corpo alongado e se locomovem pouco sobre a folha. Apos
fixarem seu aparelho bucal, essas ninfas rompem as articulagbes de suas pernas e se tornam
achatadas, ovais, com comprimento de 0,3 mm e coloracdo mais escura (PENA et al., 2009;
SILVA et al., 2011). A duracdo dessa fase, a temperatura de 26° C, é em torno de 9 dias
(RONCHI-TELES et al., 2009). As ninfas de segundo e terceiro instares sdo de formato
ovalado, possuindo cerdas por todo o corpo, se diferindo pelo fato de as larvas de terceiro
instar terem cerdas mais visiveis e enegrecidas e serem de maior tamanho (2° instar: 2,04 mm
e 3° instar: 3,06 mm). O tempo de desenvolvimento em dias de ambos os instares é de cerca
de 9,5 dias (PENA et al., 2009). Porém, Ronchi-Teles et al. (2009) registraram uma duragéo
de 6,76 dias e 8,28 dias para ninfas de segundo e terceiro instar, respectivamente. As ninfas de
quarto instar ou do estdgio “pupario” possuem coloracdo grafite a negra brilhante, com
formato ovalado e convexo. As fémeas possuem 1,14 mm e os machos 0,85 mm de
comprimento. Essas ninfas se diferem daquelas de terceiro instar por apresentarem cerdas
visiveis a olho nu e por possuirem uma faixa esbranquicada contornando seu corpo. A
duracdo desse estagio € em média de 28 dias (PENA et al., 2009). Porém, Ronchi-Teles et al.
(2009) relataram duracdo de 33,58 dias, a temperatura de 26 °C.

De acordo com Pena et al. (2009), em experimentos de laboratério (27,4 °C e 79,4%
UR), A. woglumi apresentou ciclo ovo-adulto com duragdo de 70 dias, sem ocorréncia de
variacdo quando mantida em diferentes plantas hospedeiras. A sobrevivéncia foi em média de
77,2%. Ronchi-Teles et al. (2009) também relataram uma duracéo total do ciclo ovo-adulto
similar, de 71,76 dias. Adicionalmente, esses autores mostraram que A. woglumi pode
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apresentar varios ciclos por ano, contribuindo assim para o potencial de crescimento da
populacédo desse inseto-praga.

2.2.3 Plantas hospedeiras e danos as culturas

Mais de 300 espécies de plantas sdo consideradas hospedeiras de A. woglumi. O
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) apresentou a seguinte relacdo
de plantas atacadas por essa praga: abacate (Persea americana), alamo (Populus spp.), amora
(Morus spp.), ardisia (Ardisia swartz), bananeira (Musa spp.), buxinho (Buxus sempervirens),
café (Coffea arabica), caju (Anacardium occidentale), carambola (Averrhoa carambola),
cherimoia (Annona cherimola), citros (Citrus spp.), dama da noite (Cestrum nocturnum),
gengibre (Zingiber officinale), goiaba (Psidium guajava), graviola (Annona muricata),
grumixama (Eugenia brasiliensis), hibisco (Hibiscus rosa-sinensis), jasmim-manga (Plumeria
rubra), lichia (Litchi chinensis), louro (Laurus nobilis), mamé&o (Carica papaya), manga
(Mangifera indica), maracuja (Passiflora edulis), marmelo (Cydonia oblonga), murta
(Murraya paniculata), péra (Pyrus spp.), pinha (Annona squamosa), romé& (Punica
granatum), rosa (Rosa spp.), sapoti (Manilkara zapota) e uva (Vitis vinifera) (MAPA, 2014b).
No Estado de Sergipe a presenca da mosca negra foi registrada ndo sé no citros, como
também em jaqueira, acerola e sapoti (MENDONCA et al., 2015). No entanto, apesar de sua
versatilidade e habito alimentar polifago, a mosca negra € uma das principais pragas que
afetam a producéo de citros, sendo este considerado seu principal hospedeiro (LOPES et al.,
2013).

As fases jovem e adulta da mosca-negra-dos-citros alimentam-se do floema das
plantas. Os danos causados por essa alimentacdo podem ser diretos devido a succao continua
dos nutrientes e ao consequente enfraguecimento das plantas. Por outro lado, esses insetos
também causam danos indiretos, pois excretam honeydew, uma substancia agucarada que
serve de substrato para o crescimento de fungos Capnodium sp. sobre as folhas e os frutos da
planta hospedeira (MORAES et al., 2014a). Tais fungos, também conhecidos como fumagina,
podem atingir grandes quantidades e revestir as folhas, interceptando assim a radiagéo solar e
bloqueando em até 70% a realizacdo da fotossintese (GOMES et al., 2019). Assim, a reducéo
da fotossintese interfere nas reservas de nitrogénio e carboidrato da planta, diminuindo o
rendimento e a qualidade da producéo vegetal. Gomes et al. (2019) mostraram que adultos e
ninfas da mosca negra causaram alterac@es fisioldgicas na assimilagio fotossintética de CO?,
na condutancia estomatica, na transpiracdo e na fotoinibicdo do fotossistema Il. Além das
folhas, a fumagina reveste também os frutos, depreciando seu valor comercial (SILVA et al.,
2011).

Assim, altas densidades de A. woglumi influenciam negativamente na producgéo da
laranja (LIMA et al., 2017). A reducdo na producdo dos frutos pode chegar a 90% quando as
infestacdes excedem 5 a 7 ninfas/cm#/folha. Economicamente, as perdas em pomares citricos
podem variar entre 20% e 80% (SILVA et al., 2011).

2.2.4 Controle

O controle da mosca negra pode ser realizado através de préaticas de controle bioldgico
com o uso de inimigos naturais ou por meio de inseticidas sintéticos. Dentre 0s inimigos
naturais utilizados no controle bioldgico da mosca-negra-dos-citros, destacam-se 0s
predadores: crisopideos, do género Ceraeochrysa, e joaninhas como Azya luteipes e
Delphastus pallidus; e os parasitoides: Encarsia opulenta, Encarsia clypealis e Cales noacki
(BARBOSA; PARANHOS, 2004). Ja no controle por entomopatogenos, destacam-se 0S
fungos: Aschersonia aleyrodis e Verticillium lecanii (BARBOSA; PARANHOS, 2004). No
Brasil, a ocorréncia de controle biologico natural j& foi verificada para os fungos citados (A.
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aleyrodis e V. lecanii), além dos predadores do género Scymnus sp., Ceareochrysia sp., e de
parasitoides de duas diferentes familias: Encyrtidae e Aphelinidae (GONCALVES, 2013).

Apesar da existéncia de diversos inimigos naturais, atualmente o controle com
inseticidas organossintéticos ainda é o mais utilizado para a mosca-negra-dos-citros. No
Brasil, apenas seis inseticidas comerciais sdo registrados para o controle dessa praga, sendo
que trés deles contém o ingrediente ativo imidacloprido (neonicotinoide) e os outros trés
contém uma mistura de clorantraniliprole (antranilamida) e lambda-cialotrina (piretroide)
(MAPA, 2020). Entretanto, os inseticidas compostos por imidacloprido sdo os mais utilizados
pelos produtores em pomares citricos (VIEIRA LIMA et al., 2017).

Um dos grandes problemas associados ao uso de inseticidas organossintéticos para o
controle de A. woglumi esta na dificuldade de alcance desses produtos sobre o0 inseto, uma vez
que estes possuem o habito de permanecer na face abaxial das folhas (BALDIN et al., 2019).
Com isso, as aplicacBGes de inseticidas tornam-se mais frequentes e indiscriminadas nos
pomares, 0 que pode aumentar os riscos de surgimento de resisténcia da praga, contaminagéo
do solo, da agua e de organismos benéficos como inimigos naturais e polinizadores, assim
como contaminagdo do homem (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; SANTOS et al., 2018).
De fato, o0 uso de neonicotinoides tem sido relatado como uma das causas da mortalidade da
abelha Apis meliffera, uma das principais polinizadoras dos citros (FAROOQUI, 2013;
SANTOS et al., 2018; TOLEDO et al., 2013).

2.3 Manejo Integrado de Pragas

A fim de contornar os efeitos negativos do uso indiscriminado de inseticidas
organossintéticos, um novo conceito de manejo foi estabelecido (ex. Manejo Integrado de
Pragas - MIP), com principios baseados na sustentabilidade (CARRANO-MOREIRA, 2014).
O MIP visa a otimizacéo do controle de pragas através da integracdo de multiplos metodos de
manejo, baseados em principios ecolégicos, ambientais, sociais e econdémicos. Portanto, no
MIP deve haver a integracdo entre diferentes taticas de forma adicional e complementar, sem
que haja interferéncias negativas entre si. Nesse cenario, o uso de controle quimico, por
exemplo, ndo pode interferir no controle biologico (CARRANO-MOREIRA, 2014; PEDIGO;
RICE, 2009).

Assim, considerando-se as dificuldades de manejo para a mosca negra, seja devido aos
poucos produtos registrados ou aos seus efeitos indesejados, existe a necessidade de novas
alternativas baseadas em principios mais sustentdveis. Dentro desse cenario, 0 uso de
bioinseticidas de origem microbioldgica ou botanica pode representar alternativas potenciais.

2.3.1 Inseticidas microbioldgicos

O controle biolégico consiste na reducdo das populagfes de pragas a partir da acdo de
inimigos  naturais, sendo estes predadores, parasitoides ou  microrganismos
entomopatogénicos. Esse método é considerado menos invasivo aos organismos ndo alvo, e
sua utilizacdo encontra-se em expansao na agricultura mundial (EMBRAPA, 2019). Dentre as
linhas do controle bioldgico, esta o controle microbiano baseado na atividade de agentes
patogénicos (ex. fungos, virus ou bactérias). Estes organismos provocam, naturalmente,
doencas em insetos e podem também ser manipulados e comercializados na forma de
produtos microbiologicos (CARRANO-MOREIRA, 2014).

As espinosinas constituem uma classe de inseticidas microbiologicos baseados em
moléculas extraidas da fermentacdo de uma bactéria de solo, Saccharopolyspora spinosa
(KIRST, 2010). No Brasil, existem dois tipos de espinosinas, 0 espinetoram e o espinosade.
Ambos sdo registrados para o controle de diversas pragas com habito alimentar desfolhador
(Diaphania hyalinata, Chrysodeixis includens, Spodoptera heridania, Helicoverpa armigera),
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sugador (Diaphorina citri, Thrips palmi, Frankliniella occidentalis) e broqueador de frutos
(Ecdytolopha aurantiana, Neoleucinodes elegantalis, Helicoverpa zea) (MAPA, 2020).

As espinosinas exercem seu efeito inseticida através do sistema nervoso central dos
insetos, atuando como moduladores alostéricos dos receptores nicotinicos da acetilcolina
(KIRST, 2010). Diferentemente dos neonicotinoides que imitam a acdo da acetilcolina, as
espinosinas alteram o receptor nicotinico da acetilcolina (DRIPPS et al., 2008; MILLAR,;
DENHOLM, 2007; WATSON, 2001). O modo de acdo das espinosinas é considerado Unico,
e elas podem ser utilizadas em rotagdo com outros produtos (ORR et al., 2009). Outra
vantagem das espinosinas € que estas sdo consideradas menos prejudiciais a artropodes
benéficos (ex. polinizadores, predadores, parasitoides) (MAYES et al., 2003; MILES;
EELEN, 2006; WILLIAMS; VALLE; VINUELA, 2003), apresentam menor toxicidade a
mamiferos e baixa persisténcia no ambiente, quando comparadas a outros inseticidas
sintéticos (ROTHWELL et al., 2005). Alguns trabalhos demonstram que as espinosinas
podem ser rapidamente degradadas, uma vez que possuem suscetibilidade a degradacdo pela
luz, mostrando uma meia-vida de 2 a 7 dias (CLEVELAND et al., 2002; THOMPSON et al.,
2002).

2.3.2 Inseticidas botanicos

Durante o processo evolutivo, as plantas e os insetos desenvolveram estratégias de
defesa, ataque e contra-ataque (WAR et al., 2012). A selecdo dessas caracteristicas resultou
em excelentes mecanismos de defesa para as plantas, os quais incluem barreiras fisicas,
morfoldgicas e quimicas que podem afetar o inseto direta ou indiretamente e estar presentes
de forma constitutiva ou ser induzidas apos herbivoria (SAO JOAO; RAGA, 2016; WAR et
al., 2012).

Um exemplo de mecanismo de defesa quimica sdo os OEs das plantas. Advindos do
metabolismo secundario das plantas aromaticas, 0os OEs sdo caracterizados como uma mistura
de varios compostos volateis, incluindo, principalmente, alcoois e terpenos (ex. monoterpenos
e sesquiterpenos) (ISMAN, 2006; KNAAK; FIUZA, 2010). Os OEs sdo produzidos e
armazenados em diferentes Orgaos e estruturas vegetais, como tricomas, dutos de resina e
cavidades secretoras (FAHN, 2003). Diversos estudos tém demonstrado o potencial dos OEs
de plantas para o controle de pragas, incluindo toxicidade, repeléncia, efeito antioviposicéo,
antialimentar e de redugdo na reproducdo (DE OLIVEIRA et al., 2017; EL-SABROUT,
ZAHRAN; ABDELGALEIL, 2018; HERNANDEZ-LAMBRANO; CABALLERO-
GALLARDO; OLIVERO-VERBEL, 2014; SILVA et al., 2018). O modo pelo qual os OEs
agem sobre os insetos € ainda pouco estudado. Porém, alguns trabalhos destacam a agédo
desses compostos no sistema nervoso dos insetos, atuando mais especificamente nas sinapses,
ao interferirem na enzima acetilcolinesterase (AChE) ou nos canais de cloro-GABA (&cido vy-
amino butirico) (PRIESTLEY et al., 2003; RATTAN, 2010).

Uma vez que os OEs sdo formados por varios compostos, podem atuar de forma
sinérgica ou aditiva sobre os insetos (BAKKALI et al., 2008; KNAAK; FIUZA, 2010),
aumentando assim seu potencial bioativo. Outra vantagem dos OEs é o fato de serem
formados por varios compostos, 0 que 0s torna menos propicios ao desenvolvimento da
resisténcia pelas populacbes de pragas quando comparados aos inseticidas organossintéticos
(BAKKALLI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2017; SILVA et al., 2018). Adicionalmente, 0s
bioinseticidas baseados em OEs sdo considerados menos prejudiciais ao meio ambiente e a
salde humana e, ainda, apresentam a vantagem de serem considerados mais seletivos aos
organismos ndo alvo (ex. predadores, parasitoides e abelhas polinizadoras) (CASTILHOS;
GRUTZMACHER; COATS, 2018; DHIFI et al., 2016; PARREIRA et al., 2018; SANTOS et
al., 2018). Diante de todas as suas caracteristicas fisicas, quimicas e de seletividade, os OEs se
constituem como uma fonte promissora para o controle de insetos fit6fagos.
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2.4 Nanoformulacdes

Apesar do potencial dos OEs no controle de pragas (OLIVEIRA et al., 2017, 2018;
SILVA et al., 2018) e de sua maior seletividade aos organismos ndo alvo (SANTOS et al.,
2018), algumas caracteristicas fisico-quimicas inviabilizam sua utilizacdo direta em campo
(WERDIN GONZALEZ et al., 2014). Baixa solubilidade em &gua, alta volatilidade,
instabilidade quimica na presenca do ar, luz, umidade e altas temperaturas sdo fatores que
podem levar & degradacdo dos componentes ativos contidos nos OEs (BILIA et al., 2014). No
entanto, tais desvantagens podem ser solucionadas com a utilizacdo da nanotecnologia, a qual
surge como uma ferramenta promissora dentro da agricultura moderna (VILLAVERDE et al.,
2018).

A nanotecnologia é uma abordagem inovadora no &mbito agricola, embora j& possua
aplicacdes potenciais nas industrias farmacéuticas, nas areas da fisica, da quimica e das
ciéncias bioldgicas (KHOT et al., 2012; RAGAEI; HASSAN SABRY, 2014). Essa ciéncia
caracteriza-se pela sintese de materiais com tamanho de particula em nanoescala (10 a 100
nm). A palavra nano, no campo cientifico matematico, significa a unidade métrica nandémetro,
que equivale a uma bilionésima parte do metro (10°) (ZAKI et al., 2017). Os nanomateriais
podem ser encontrados em diferentes formulagdes (ex. em suspensdo, emulsao, géis, capsulas
e esferas) assim como em diferentes formatos (ex. tubos, esferas, chapas, hastes, fibras ou
fios), 0 que permite aos materiais diferentes aplicagcdes (KAH; HOFMANN, 2014).

As nanoformulag6es consistem em misturas isotopicas de 6leo e agua, estabilizadas
por um sistema tensioativo em uma nano-fase aquosa (KAH; HOFMANN, 2014).
Componentes de diferentes polaridades (ex. 6leo e agua) misturados na presenca do
tensioativo agregam-se de forma a possibilitar diferentes regides de solubilizagédo
(FORMARIZ et al., 2010). Nesses tipos de sistemas, as substancias ativas estdo separadas do
meio de dissolucdo por um revestimento (ex. membrana) que consiste numa interface que
abriga goticulas da ordem de nanémetros (CARVALHO, 2009).

Para a preparagédo das nanoformulacgdes, podem ser utilizados materiais como procetyl,
polietilenoglicerol, tween e agua (KREILGAARD, 2002). No caso dos tensioativos (exemplo
procetyl), sua principal funcdo é a reducdo da tensdo interfacial, a qual deve ser proxima de
zero (D’CRUZ; UCKUN, 2001). O método pelo qual a nanoformulagdo é preparada afeta
suas propriedades fisicas e quimicas. O tamanho da particula, por exemplo, € um dos
principais aspectos a serem considerados, além da solubilidade e transparéncia da formulacdo
(DIAS et al., 2014; WERDIN GONZALEZ et al., 2014).

NanoformulacGes a base de OEs permitem a encapsulagdo das moléculas bioativas do
oleo, conferindo caracteristicas positivas para a sua utilizacdo. Dentre essas, pode-se citar uma
maior area superficial devido ao menor tamanho da particula, o que pode também induzir sua
atividade sistémica (DA COSTA et al., 2014). Nesse sistema, ocorrem menores perdas por
volatilizagdo, maior solubilidade em &gua, além de maior estabilidade das moléculas, assim
diminuindo os efeitos negativos da luz, temperatura e umidade (DA COSTA et al., 2014;
DIAS et al., 2014; WERDIN GONZALEZ et al., 2014). Todas essas propriedades podem
auxiliar também na concentracdo do produto a ser aplicado. De forma geral, pode haver uma
reducdo das concentracdes quando comparado com a concentracdo do Gleo utilizado sem
encapsulacdo em nanoparticulas (MESCI-HAFTACI et al., 2014).

Alguns trabalhos tém demonstrado a eficacia de OEs em nanoformulages. Oliveira et
al. (2017a), trabalhando com nanoformulacdes de Lippia sidoides e seu majoritario timol,
mostraram que foram eficientes para o controle de populagdes de Sitophilus zeamais,
reduzindo a sobrevivéncia e o consumo de graos e mantendo altas mortalidades mesmo apos
sete meses de armazenamento. Para Culex quinquefasciatus, foi observado que a concentracéo
do 6leo de nim (Azadirachta indica), necessaria para matar 50% da populacéo, foi reduzida
com a reducéo da particula encapsulada na nanoformucdo (ANJALI et al., 2012).
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Além das caracteristicas toxicas para pragas agricolas, nanoformulacbes também
podem apresentar menor fitotoxicidade para as plantas, como observado por Suresh Kumar et
al. (2013). Portanto, a nanotecnologia se constitui como uma ferramenta inovadora que pode
permitir o eficiente uso dos OEs em condi¢6es de campo (VILLAVERDE et al., 2018).

2.5 Lippia sidoides

O potencial de uso do OE de Lippia sidoides tem sido investigado em varios estudos
(SANTOS et al., 2017; DE LIMA et al., 2013). Essa planta pertence a familia Verbenaceae,
que possui mais de 150 géneros e aproximadamente 2.300 espécies. O género Lippia
encontra-se amplamente distribuido e é considerado o segundo maior dessa familia, com cerca
de 200 espécies descritas (CAVALCANTI et al., 2010).

No Brasil, L. sidoides € popularmente conhecida como “alecrim-pimenta”. Esta planta
possui habito de crescimento do tipo arbustivo e ciclo perene, sendo comumente encontrada
no semiarido brasileiro (FIGUEIREDO et al., 2017). O OE de L. sidoides é rico em
compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos, com rendimentos variados (SOUZA, N.;
OLIVEIRA, 2016). Essas variacfes estdo intimamente relacionadas aos fatores bioticos
(partes extraidas e cultivar) e/ou abioticos (chuvas e temperaturas) aos quais a planta esta
submetida (FIGUEIREDO et al., 2017).

A utilizacdo de plantas de L. sidoides abrange diversas areas, desde a culinaria até a
producdo comercial de perfumes, cremes e logGes, atribuindo-lhe um alto valor econdmico
(DA SILVA et al., 2013). Além da industria alimenticia e de cosméticos, o OE é utilizado
também na indlstria farmacéutica, na qual diversos trabalhos demonstram o efeito
antimicrobiano (DE MORAIS et al., 2016), antidepressivo (SANFORD RANGEL PARENTE
et al., 2018), antisséptico e anti-inflamatério (RAJGOPAL et al., 2015).

Com relacdo ao efeito inseticida, alguns estudos relatam o potencial do OE de L.
sidoides no controle de pragas de diferentes cultivos agricolas. De acordo com Santos et al.
(2017), o OE de L. sidoides e seu majoritario timol foram toxicos para a espécie de cupim
Cryptotermes brevis e demonstraram também efeitos subletais, modificando a velocidade de
deslocamento e caminhamento desses insetos. O OE de L. sidoides também pode inibir a
oviposicdo do mosquito Aedes aegypti (DE LIMA et al., 2013). Efeitos de anti-alimentacgéo e
inibicdo da oviposicdo foram observados no vetor da doenga de Chagas, Rhodnius prolixus,
quando exposto ao OE de L. sidoides e seus monoterpenos (FIGUEIREDO et al., 2017).

Os principais constituintes do OE de L. sidoides incluem o timol e o carvacrol (LOBO
et al., 2014). Porém, o timol é o mais comumente relatado como componente majoritario
(VERAS et al., 2012). Diversos trabalhos mostram o efeito desse composto sobre pragas
agricolas, sendo ele muitas vezes mais toxico do que o 6leo da Lippia ou dos demais
constituintes desse OE (SANTOS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

Assim, este trabalho visa analisar a eficiéncia de bioinseticidas, considerando-se o
produto comercial espinosina, assim como os inseticidas botanicos OE de L. sidoides, seu
composto majoritario timol e suas nanoformulagdes, sobre a mosca-negra-dos-citros, a fim de
contribuir para o manejo integrado dessa praga.
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4. ARTIGO

EVITAR OU MORRER: EFICIENCIA DE NANOFORMULACOES DO OLEO
ESSENCIAL DE Lippia sidoides E TIMOL SOBRE A MOSCA-NEGRA-DOS-CITROS

Periddico submetido: Journal of Pest Science

RESUMO

A mosca negra - Aleurocanthus woglumi - tem ampliado sua distribuicdo para regides
tropicais e subtropicais, ameagando a produtividade de culturas de citros, com consequente
aumento do uso de inseticidas organossintéticos. No presente estudo, analisamos se 0s
bioinseticidas de origem microbioldgica (espinetoram) e botanica (6leo essencial de Lippia
sidoides, monoterpeno timol e suas nanoformulacdes) apresentam maior eficiéncia no
controle de A. woglumi em comparagao com o inseticida organossintético imidacloprido. Para
isso, foram realizadas a caracterizacdo quimica do 6leo essencial de L. sidoides e a
elaboracéo/caracterizacdo de suas nanoformulacgdes. Bioensaios foram desenvolvidos a fim de
avaliar a toxicidade por contato e fumigacdo, o efeito ovicida, a repeléncia/deterréncia e o
efeito de antioviposicdo sobre A. woglumi, além da fitotoxicidade dos tratamentos. N0ssos
resultados mostraram que os inseticidas botanicos foram mais toxicos a esse inseto sugador
do que o inseticida convencional imidacloprido. As nanoformulagdes dos inseticidas
botanicos contribuiram para evitar a chegada dos insetos na planta através dos efeitos de
repeléncia/deterréncia aos adultos e da reducdo do nimero de oviposi¢Oes das fémeas, assim
como causaram toxicidade aos adultos e ovos, sem prejuizos (fitotoxicidade) a planta
hospedeira. Dessa forma, as nanoformulacfes do 6leo essencial de L. sidoides e do timol
podem consistir em alternativas promissoras no futuro controle de A. woglumi, contribuindo
para um manejo mais sustentavel.

Palavras-chave: Aleurocanthus woglumi, bioinseticidas, manejo, repeléncia, toxicidade.
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ABSTRACT

Avoid or die: Efficiency of nanoformulations of the essential oil of Lippia sidoides and
thymol on the citrus blackfly.

The citrus blackfly - Aleurocanthus woglumi - has expanded its distribution to tropical and
subtropical regions, threatening the productivity of citrus crops with consequent increase in
the usage of organosynthetic insecticides. In this study we analyzed whether the
bioinsecticides of microbiological (espinetoram) and botanical origin (Lippia sidoides
essential oil), monoterpene thymol and their nanoformulations) presented greater efficiency in
the control of A. woglumi in comparison to the organosynthetic insecticide imidacloprid. In
order to do so, the chemical characterization of the L. sidoides essential oil and the
elaboration/characterization of its nanoformulations were carried out. Bioassays were
developed in order to evaluate the toxicity by contact and fumigation, the ovicidal effect, the
repellency/deterrence and the anti-oviposition effect on A. woglumi, in addition to the
phytotoxicity of the treatments. Our results showed that the botanical insecticides were more
toxic to this sucking insect than the conventional imidacloprid insecticide. The
nanoformulations of the botanical insecticides contributed to prevent the arrival of insects on
the plant through the effects of repellency/deterrence to adults and reduction in the number of
ovipositions of females, as well as causing toxicity to adults and eggs without damages
(phytotoxicity) to the host plant. Consequently, the nanoformulations of the L. sidoides
essential oil and thymol can be promising alternatives in the future control of A. woglumi,
contributing to a more sustainable management.

Key-words: Aleurocanthus woglumi, bioinsecticides, management, repellency, toxicity.
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4.1. Introducéo

A expansdo da agricultura tem ocasionado uma drastica mudanca no uso da terra,
levando a simplificacdo dos habitats naturais aliada ao intenso uso de pesticidas (MEEHAN et
al., 2011; RUSCH et al., 2016; DONG et al., 2020). Tais mudancas tém resultado na perda da
diversidade e no surgimento de surtos de insetos-praga resistentes a diversas classes de
inseticidas (MEEHAN et al., 2011; HUSETH et al., 2018). Assim, a agricultura moderna deve
se atentar ao desenvolvimento de métodos sustentaveis que integrem principios ecologicos,
sociais e ambientais (CASTILHOS et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

O cultivo de citros € um dos mais importantes em todo o mundo, principalmente no
Brasil, na China e nos Estados Unidos, que juntos produzem cerca de 45 milhdes de toneladas
anuais (FAO, 2017). No entanto, a produtividade dessas culturas é ameacada por Vérias
espécies de insetos herbivoros (ARSHAD et al., 2018; GEORGE et al., 2018). Dentre estes, a
mosca-negra-dos-citros - Aleurocanthus woglumi Ashby 1905 (Hemiptera: Aleyrodidade) -,
originaria da Asia, tem ampliado sua distribuicdo para regides tropicais e subtropicais. Esse
inseto-praga causa perdas econdmicas a mais de 300 culturas em todo o mundo (EPPO,
2014), embora ataque preferencialmente plantas de citros (LOPES et al., 2013; GOMES et al.,
2019). As perdas nas culturas de citros resultantes do ataque desse inseto chegam a até 80%
da producdo, ameacando globalmente uma das mais importantes commodities, o suco da
laranja (LIMA etal., 2017; GOMES et al., 2019).

Os danos causados por A. woglumi podem ser diretos (ex. devido ao habito alimentar
sugador) ou indiretos, através da excrecdo de substancia acucarada, que favorece o
surgimento de fungos (ex. Capnodium sp.) (MORAES et al., 2014). Devido a ameaca dessa
praga ao crescimento das plantas e a producdo de frutos (GOMES et al., 2019; MORAES et
al., 2014), o uso de inseticidas organossintéticos (ex. neonicotinoides) tem se intensificado.
Porém, tal controle muitas vezes torna-se ineficiente devido ao habito de vida da mosca-
negra-dos-citros, que coloniza a parte abaxial das folhas. Isso dificulta o alcance da
pulverizacdo, culminando assim em aumento na frequéncia de aplicacdo de inseticidas pelos
produtores (BALDIN et al., 2015; FANELA et al., 2016). Por sua vez, 0 uso intenso e
inadequado de pesticidas pode ocasionar uma série de prejuizos ecologicos, como
contaminacdo da &gua, do solo e de organismos ndo alvo (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018;
SANTOS et al., 2018). O uso inadequado de neonicotinoides tem sido considerado um dos
fatores responsaveis pelo declinio das populagbes de Apis mellifera, um dos principais
polinizadores dos citros (FAROOQUI, 2013; TOLEDO et al., 2013; SANTOS et al., 2018).

Bioinseticidas de diversas origens vém sendo intensivamente estudados (DE
OLIVEIRA et al., 2017; MELO et al.,, 2018) como uma alternativa mais sustentavel ao
controle convencional com o uso de inseticidas organossintéticos. Compostos de origem
microbiologica, como, por exemplo, as espinosinas - produzidas a partir de compostos
quimicos presentes na fermentacdo do actinomiceto Saccharopolyspora spinosa -, tém
apresentado amplo uso comercial (KIRST 2010) e eficiente toxicidade sobre artropodes
(KIRST, 2010; SANTOS; PEREIRA, 2019). No entanto, ainda ndo ha registro da sua agao
sobre a mosca-negra-dos-citros (MAPA, 2020).

Produtos provenientes do metabolismo secundario das plantas (ex. 6leos essenciais -
OEs) também tém mostrado amplo potencial para controle de pragas, seja pela acéo repelente,
deterrente ou toxica (KNAAK; FIUZA, 2010; SANTOS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018).
Os OEs de plantas possuem uma infinidade de componentes com acdo inseticida, além de
apresentarem caracteristicas como baixa toxicidade a organismos nao alvo, incluindo abelhas
polinizadoras, insetos predadores e seres humanos (SMITH et al., 2005; REGNAULT-
ROGER et al., 2012; SANTOS et al., 2018). Dentre a ampla variedade de OEs estudados, o
OE de Lippia sidoides (Verbenaceae) (arbusto nativo do semiarido brasileiro) e seu composto
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timol possuem bioatividade comprovada para diversas pragas (SANTOS et al., 2017,
OLIVEIRA et al., 2018).

O uso de OEs em condicbes de campo poderia ser dificultado devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, como, por exemplo: alta volatilidade, insolubilidade em agua,
instabilidade quimica e baixa atividade residual (BAKKALI et al., 2008; KNAAK; FIUZA,
2010). Tais problemas podem ser eliminados através do desenvolvimento de nanoformulacdes
(OLIVEIRA et al., 2017; ROCHA et al., 2018) que permitem inclusive o aumento da
bioatividade dos OEs por expandir sua area superficial (particulas entre 10 a 100 nm),
induzindo assim uma acdo sistémica com liberacdo controlada, além de permitir sua
solubilidade em &gua e uma maior estabilidade a luz e a temperatura (DIAS et al., 2014;
WERDIN GONZALEZ et al., 2014).

No presente estudo, avaliamos os efeitos de bioinseticidas de origem microbioldgica
(espinetoram) e botanica (6leo essencial de Lippia sidoides, monoterpeno timol e suas
nanoformulagbes) sobre o inseto sugador A. woglumi. Analisamos se tais compostos
apresentam mais eficientes acGes toxicas por contato e fumigacdo, bem como maior efeito
repelente/deterrente, ovicida e antioviposicdo sobre A. woglumi, comparado ao inseticida
organossintético imidacloprido.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Local de estudo e manutenc¢ao dos insetos

Os experimentos foram realizados em laboratérios na Universidade Federal de Sergipe
(UFS), Séo Cristovao, Sergipe, Brasil (11°00°54°’S, 37°12°21°°0; 47 m de altitude).

Adultos de A. woglumi foram coletados em pomares de laranja Citrus sinensis sem
aplicacdo de pesticidas, no municipio de Itaporanga d’Ajuda, Sergipe, Brasil (10°59°52°’S,
37°18°39°’0; 9 m de altitude). Os insetos foram mantidos em gaiolas teladas (50 x 50 x 70
cm) contendo mudas de C. sinensis em casa de vegetacdo da UFS.

4.2.2. Obtenc¢ao dos compostos e das nanoformulagdes

Os inseticidas comerciais utilizados foram o organossintético imidacloprido (controle
positivo) 700 g i.a./Kg (Evidence® 700 WG; Bayer CropScience, S&do Paulo-SP, Brasil) e o
microbiologico espinetoram 250 g i.a./kg (Delegate® 250 WG; Dow AgroSciences Industrial
Ltda, Sdo Paulo-SP, Brasil). Os inseticidas botanicos foram o 6leo essencial das folhas de L.
sidoides (OE L. sidoides) e seu constituinte majoritario timol, os quais foram adquiridos das
empresas PRONAT (Ceard, Brasil) e Sigma-Aldrich® (Steinheim, Germany),
respectivamente. A analise quimica do OE L. sidoides foi realizada conforme Oliveira et al.
(2017).

Os inseticidas botanicos foram utilizados para o desenvolvimento de nanoformulagdes
a 18% no laboratorio de Desenvolvimento Farmacotécnico UFS. Para isso, 7,2 ml de
Procetyl® AWS (tensoativo) e 1,8 ml de OE L. sidoides (NF OE L. sidoides) ou timol (NF
timol) foram colocados em um recipiente e agitados por 30 min. em agitador magnético.
Posteriormente, foi adicionado 1 ml de agua destilada (gota a gota), e a solucdo foi agitada
por mais 30 min.

4.2.3. Caracterizacao fisico-quimica das nanoformulac6es

A caracterizacdo fisica das nanoformulagdes foi realizada para determinar os tamanhos
das microparticulas e os indices de polidispersividade (IPD). Esse indice indica quanto o
tamanho das particulas se desviou em relagdio a média. O tamanho e o IPD foram
determinados por espectrometria de correlacdo de fétons, apos a diluicdo da amostra em agua
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ultrapurificada na relacdo de 1:500 (v:v), em Zetasizer Nanoseries Nono-Zs (Malvern
Instruments, Worcestershire, RU). A condutividade elétrica dos sistemas isotropicos
(IONLAB CON-500) foi mensurada em escala até 2000 u€2/cm com solu¢do padrdo de KCl
de 1412 uQ/cm a temperatura ambiente. Apds cinco dias da obtengdo das nanoformulagdes, a
identificacdo de isotropia nos sistemas obtidos foi realizada por microscopia de luz
polarizada, em que uma gota de cada amostra foi transferida para uma lamina de vidro,
coberta por uma laminula. As anélises foram realizadas com microscopio Olympus BX-51
equipado com camera digital LC Color Evolution (PLA662) e software analisador de imagem
PixelLINK.

Na caracterizagdo quimica, foram determinados o potencial zeta e o pH das
nanoformulag6es. O potencial zeta esta relacionado com as forgas de repulsdo existentes entre
as microparticulas num sistema emulsionado, no qual o aumento dessas forcas confere maior
estabilidade a nanoformulacdo, evitando assim a aglomeracdo dela. O pH foi mensurado
através de pHmetro microprocessado de bancada, com sensor Pt100 em eletrodo em inox.
Todas as caracteriza¢Ges foram realizadas a 25 °C e em triplicata.

4.2.4. Bioensaios

Foram realizados bioensaios de toxicidade e tempo letal com adultos de A. woglumi,
por duas vias de exposi¢do, contato e fumigacéo. Posteriormente, foram realizados bioensaios
de fitotoxicidade dos compostos as folhas de C. sinensis e avaliado o efeito ovicida. A nado-
preferéncia foi avaliada com bioensaios de repeléncia/deterréncia de adultos e efeitos de
antioviposicao.

Os tratamentos consistiram nos inseticidas: i) comerciais: imidacloprido e
espinetoram, ii) botanicos: OE L. sidoides e timol, e iii) nanoformula¢des: NF OE L. sidoides
e NF timol. Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, sob
condigOes controladas em sala climatizada (27 £ 2 °C, umidade relativa de 70 £ 10%) no
Laboratorio de Entomologia Agricola da UFS.

Em todos os bioensaios, foi utilizado o solvente acetona (Panreac, UV-IR-HPLC-GPC
PAI-ACS, 99,9%), exceto nos bioensaios de repeléncia/deterréncia de adultos e efeitos de
antioviposicdo, nos quais os compostos foram diluidos em agua destilada e dimetilsulfoxido
(DMSO a 2%) (Neon, Suzano, SP, Brasil). Testes preliminares demonstraram que a acetona,
0 Procetyl e 0 DMSO ndo afetam a fisiologia das folhas de C. sinensis e a sobrevivéncia e o
comportamento de A. woglumi. Nos controles, foram utilizados apenas esses solventes.

4.2.4.1. Toxicidade por contato

Para obtencdo das curvas de concentracdo-mortalidade de adultos de A. woglumi por
contato, foram utilizadas quatro repetigdes por tratamento. Inicialmente, foram utilizadas trés
concentragbes (1, 5 e 10 mg do composto por ml de solucdo) de cada tratamento.
Posteriormente, concentragcdes intermediarias (de quatro a sete) foram utilizadas para tragar as
curvas de concentracdo-mortalidade.

Cada unidade experimental consistiu em uma placa de Petri (6 x 1,5 cm) forrada no
fundo por papel filtro (substrato para o contato) em que foi aplicado, com auxilio de uma
pipeta, 200 pL de cada combinagéo tratamento x concentracdo. As placas foram mantidas por
5 min. em camara de exaustdao para permitir a evaporacdo do solvente. Posteriormente, foram
colocados dez adultos de A. woglumi, e as placas foram cobertas com tecido tipo organza. A
mortalidade dos individuos foi observada 12 h ap6s a montagem do experimento, sendo
considerados mortos 0s insetos que ndo apresentaram nenhuma movimentagéo.
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4.2.4.2. Toxicidade por fumigacéo

Para obtencdo das curvas de concentracdo-mortalidade de adultos de A. woglumi por
fumigacéo, foram utilizadas quatro repeti¢des por tratamento. Inicialmente, foram utilizadas
trés concentracbes (1, 5 e 10 ul do composto por litro de ar) de cada tratamento.
Posteriormente, concentragcdes intermediarias (de quatro a oito) foram utilizadas para tragar as
curvas de concentracdo-mortalidade.

Cada unidade experimental consistiu em um pote de acrilico (22,08 cm3) contendo um
pedaco de papel filtro (2 cm?) como dispersor. Os dispersores foram previamente tratados
com 1 ul de cada combinacdo tratamento x concentragdo utilizando uma microseringa
(Hamilton, Reno, NV, USA). Posteriormente, foram postos para secar por 5 min. em camara
de exaustdo para permitir a evaporacdo do solvente. Apds secos, os papéis foram afixados nas
tampas dos potes e recobertos com organza para evitar o contato direto dos insetos. Foram
liberados dez adultos de A. woglumi por repeticdo. A mortalidade dos individuos foi
contabilizada ap6s 12 h do inicio do experimento, sendo considerados mortos 0s insetos que
ndo apresentaram nenhum movimento.

4.2.4.3. Sobrevivéncia e tempo letal

Bioensaios para determinacdo das curvas de sobrevivéncia e tempo letal para matar
50% da populagéo (TLso) foram realizados utilizando-se as concentragdes letais (CLSos)
obtidas dos experimentos de contato e fumigagdo. Os procedimentos utilizados foram o0s
mesmos descritos nos bioensaios anteriores (contato e fumigacdo). Entretanto, foram
utilizadas 10 repeticdes por tratamento em cada via de exposicdo. As avaliacbes da
mortalidade foram feitas ao longo do tempo, a cada 10 min., 30 min. e 1 h até completar 1, 2 e
4 h desde a aplicacdo dos tratamentos, respectivamente. Posteriormente, as observacdes foram
feitas a cada 2 h até completar 12h.

4.2.4.4. Fitotoxicidade e efeito ovicida

Para avaliar a fitotoxicidade e o efeito ovicida, folhas de C. sinensis com ovos de A.
woglumi foram imersas em solugdes contendo os tratamentos. Foram utilizadas quatro
repeticbes por tratamento. Inicialmente, 100 adultos de A. woglumi foram colocados em
gaiolas (30 x 30 x 30 cm) contendo folhas de C. sinensis para oviposi¢do. Os peciolos das
folhas foram colocados em frascos de vidro contendo dgua para manter a turgescéncia. Apds
24 h, as folhas com os ovos foram retiradas das gaiolas e foram mantidos 25 ovos
intactos/folha. Estas foram imersas por 10s em solucdo contendo a CLgs dos tratamentos
(obtidas do bioensaio de contato). Testes preliminares demonstraram que a acetona nao afeta
a fisiologia das folhas de C. sinensis nesse tempo de exposic¢do. As folhas foram mantidas por
5 min. em camara de exaustdo para permitir a evaporacdo do solvente. Apos secas, as folhas
tratadas foram acondicionadas em incubadora B.O.D. (27 £ 2 °C; UR 70 £ 5%).

A fitotoxicidade foi avaliada 24, 48 e 72 h apds a montagem do experimento. O
tratamento foi considerado fitotoxico quando alterou visualmente a fisiologia das folhas de C.
sinensis. O efeito ovicida foi avaliado apds 72 h da montagem do experimento. A mortalidade
dos ovos foi considerada quando estes estavam deformados e/ou com coloracéo diferente dos
ovos do controle. As folhas e os ovos foram observados em microscépio estereoscopico
(Nikon, SMZ1270, 1x) e fotografados com camera digital acoplada (Nikon DSLR 3000). Para
validar essa metodologia, testes preliminares foram feitos com a imersdo de folhas de mudas
de C. sinensis contendo ovos. As mudas tratadas foram mantidas em gaiolas, e a deformagéo
dos ovos e a mudanca na coloracdo foram correlacionadas com a eclosdo dos ovos apés 15
dias. Todos os ovos deformados e/ou com coloragéo diferente do controle ndo eclodiram.
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4.2.4.5. Repeléncia/deterréncia e antioviposicao

Para avaliacdo da repeléncia/deterréncia de adultos de A. woglumi e efeitos de
antioviposicdo dos tratamentos, foi dada aos insetos a chance de escolha entre folhas tratadas
com 0s compostos e ndo-tratadas (controle). Folhas de C. sinenses foram limpas e imersas nas
solugdes de cada tratamento em duas concentragfes (0,01 mg/ml e 0,05 mg/ml) por 10s.
Posteriormente, foram postas para secar por 5 min. em camara de exaustdo e acondicionadas
em potes de vidro contendo 4gua para manter a turgescéncia.

No interior de gaiolas (30 x 30 x 30 cm) teladas com organza, foram inseridas uma
folha tratada e uma folha ndo-tratada (controle), com distancia entre elas de 20 cm. No centro
de cada gaiola, foram inseridos 50 adultos de A. woglumi (25 machos e 25 fémeas). Foram
utilizadas oito repeticdes, totalizando 400 insetos para cada tratamento e concentrag&o.

O namero de insetos adultos em cada folha foi contabilizado 24 h apds a montagem do
experimento. Apds 48 h, as folhas foram retiradas das gaiolas, e 0 nimero de ovos em cada
folha foi anotado.

4.2.5. Andlises estatisticas

Os dados obtidos dos bioensaios de contato e fumigacao foram corrigidos em relacéo a
mortalidade do controle através da férmula de Abbott (ABBOTT, 1925). Posteriormente, 0s
dados foram submetidos a andlise de Probit (FINEY, 1971) usando o procedimento PROC
PROBIT do SAS (SAS Institute, 2008). Foram aceitas as curvas com probabilidade maior que
0,05 pelo teste 2. Essas curvas de concentracdo-mortalidade permitiram obter as CLso € CLgs
com seus respectivos intervalos de confianca a 95% de probabilidade (ICgs). As CLs foram
comparadas pelo critério de ndo sobreposi¢do do 1Cgs com a origem do intervalo.

Analises de sobrevivéncia foram realizadas atraves de estimadores de Kaplan-Meier
pelo teste de Log-Rank (Sigmaplot, versdo 12.5). Por meio dessas analises, foi possivel obter
as curvas de sobrevivéncia e o tempo letal para causar mortalidade de 50% da populacao
(TLso) com seus respectivos intervalos de confianga a 95% de probabilidade (ICgs). As curvas
foram comparadas pelo metodo de comparacdo multipla de Holm-Sidak ao nivel de
significancia de 0,05 (Sigmaplot, versdo 12.5).

Os dados do percentual de ovos mortos (efeito ovicida) em cada tratamento foram
submetidos a analise de variancia seguida pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando-se o
procedimento PROC GLM, com Tukey (SAS Institute, 2008).

Os dados de repeléncia/deterréncia foram submetidos & andlise de variancia para
verificar os efeitos dos tratamentos, das doses e das interacdes tratamentos x doses,
utilizando-se o procedimento PROC GLM (SAS Institute, 2008). As porcentagens de adultos
nas folhas tratadas foram em seguida submetidas ao teste de Tukey (P < 0,05) para verificar
as diferengas entre os tratamentos, utilizando-se o procedimento PROC GLM, com Tukey
(SAS Institute, 2008). Para verificar diferencas entre o nimero de adultos na folha tratada e na
ndo-tratada, dentro dos tratamentos, os dados foram submetidos ao teste de t pareado (P <
0,05), utilizando-se o procedimento PROC GLM, com t test (SAS Institute, 2008).

Os dados de antioviposicdo foram submetidos a analise de variancia para verificar os
efeitos dos tratamentos, das doses e das interacBes tratamentos x doses, utilizando-se o
procedimento PROC GLM (SAS Institute, 2008). Foi calculado o indice de oviposicao (10)
dos insetos entre as folhas tratadas e as ndo-tratadas, usando a equacdo: IO =[(T -C) / (T +
C)] * 100, onde: T = nimero de ovos na folha tratada e C = nimero de ovos na folha nao
tratada (controle). Quando o IO tem valor negativo, indica efeito de antioviposicdo do
tratamento, uma vez que os insetos preferem ovipositar na folha ndo-tratada. Quando o 10
tem valor positivo, indica que o tratamento teve um efeito de estimulacdo da oviposi¢do, uma
vez que os insetos preferem ovipositar na folha tratada (BALDIN et al., 2015; PONNUSAMY
et al., 2017). Foi utilizado o teste de qui-quadrado para verificar se os valores de 10 para cada
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tratamento sdo diferentes de zero, utilizando-se o procedimento PROC FREQ, com Chisq
(SAS Institute, 2008). Para verificar diferencas entre 0 nimero de ovos na folha tratada e na
ndo-tratada, dentro dos tratamentos, os dados foram submetidos ao teste de t pareado (P <
0,05), utilizando-se o procedimento PROC GLM, com t test (SAS Institute, 2008).

4.3. Resultados
4.3.1. Caracterizacao quimica do 6leo essencial

Um total de nove compostos foram identificados e quantificados no OE L. sidoides. O
timol foi 0 composto em maior concentragdo, representando 73,23% da composicdo total do
6leo, seguido por p-cimeno (10,90%) e E-cariofileno (8,62%). A concentragdo dos demais
compostos presentes no 6leo foi inferior a 2% (Fig. 1).

4.3.2 Caracterizacdo das nanoformulacgdes

As imagens de microscopia de luz polarizada revelaram que as nanoformulaces do
OE L. sidoides e do timol apresentaram particulas esféricas, uniformes (IPD de 0,28 a 0,37) e
com diametros médios de 58 e 78 nm. O potencial zeta e o pH foram -27 e -31 mV e 6,97 e
8,85 para NF OE L. sidoides e NF timol, respectivamente (Fig. 2).

4.3.3. Toxicidade por contato e fumigacéao

As concentracdes letais dos compostos necessarias para matar 50% da populagdo
(CLso) de adultos de A. woglumi por contato variaram de 0,892 a 55,1 mg ml* (Tabela 1). O
composto majoritario timol foi 0 mais tdxico, seguido pelo OE L. sidoides. Esses compostos
isolados foram 44,5 e 13,8 vezes mais toxicos que suas respectivas nanoformulacdes (Tabela
1). Os inseticidas botanicos (OE L. sidoides e timol) foram mais toxicos que os inseticidas
comerciais imidacloprido (11,37 mg ml™) e espinetoram (5,381 mg ml?). O timol foi 12,7 e
6,0 vezes mais toxico que esses compostos, respectivamente (Tabela 1).

Um padrédo semelhante foi observado para adultos de A woglumi quando foram
expostos aos compostos via fumigagdo, sendo os inseticidas botanicos mais toxicos que 0s
comerciais. As concentracdes letais dos compostos necessarias para matar 50% da populacéo
(CLso) de adultos de A. woglumi por fumigagéo variaram de 2,715 a 583,8 ul L™ (Tabela 2). O
OE de L. sidoides foi 0o mais toxico, seguido pelo timol. Esses compostos isolados foram 19,9
e 1,8 vezes mais toxicos que suas respectivas nanoformulaces (Tabela 2). O OE de L.
sidoides foi 215 e 5,9 vezes mais toxico que imidacloprido e espinetoram, respectivamente
(Tabela 2).

4.3.4. Sobrevivéncia e tempo letal

Todos os tratamentos reduziram significativamente a sobrevivéncia dos adultos de A.
woglumi por contato (Teste de Log-Rank: y? = 975,37; g.I. = 6; P<0,001) (Fig. 3A) e
fumigacéo (Teste de Log-Rank: y? = 630,95; g.l. = 6; P<0,001) (Fig. 3B) ao longo do tempo.
N&o houve diferenca entre as curvas de sobrevivéncia de adultos de A. woglumi expostos por
contato as nanoformulacdes do OE L. sidoides e do timol (Fig. 3A). O mesmo padréo foi
observado quando os insetos foram expostos as nanoformulacdes e aos inseticidas comerciais
imidacloprido e espinetoram via fumigagéo (Fig. 3B).

Adultos de A. woglumi mostraram rapida reducdo da sobrevivéncia quando expostos
aos inseticidas botanicos por contato (OE L. sidoides: TLso = 0,29 h; ICgse = 0,23-0,34 €
timol: TLso = 0,25 h; 1Ces% = 0,14-0,35) (Fig. 3A) e fumigagdo (OE L. sidoides: TLso = 0,67
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h; 1Ces% = 0,59-0,76 e timol: TLso = 1,01 h; 1Cos% = 0,86-1,17) (Fig. 3B). Nesses tratamentos,
todos os individuos morreram em menos de 3h (Fig. 1A-B).

4.3.5. Fitotoxicidade e efeito ovicida

O OE L. sidoides provocou toxicidade as folhas de C. sinensis, causando alteracdes de
coloracdo e reducdo de sua turgidez ap0s 24 h de exposicdo. Os demais tratamentos, incluindo
a NF OE de L. sidoides, ndo alteraram as caracteristicas das folhas (Fig. 4). Os inseticidas
botanicos alteraram a coloracao e causaram deformacao de ovos de A. woglumi (Fig. 4).

Foram observadas diferencas significativas na sobrevivéncia de ovos (Fs.1 = 3,71; P =
0,018) de A. woglumi expostos a CLgs (obtidas do bioensaio de contato) dos tratamentos. A
NF timol reduziu a viabilidade dos ovos (efeito ovicida) em 77%, diferindo do controle (4%),
enguanto os demais tratamentos nao diferiram do controle (Fig. 5).

4.3.6. Repeléncia/deterréncia e antioviposicao

Foram observadas diferencas significativas no nimero de adultos de A. woglumi nas
folhas de C. sinensis expostas aos diferentes tratamentos (Fs.g4 = 8,22; P < 0,001). No entanto,
ndo foram verificadas diferengas entre as doses (F1.84 = 0,13; P = 0,723) e nem na interagéo
entre tratamentos x doses (Fses = 2,33; P = 0,05). Os inseticidas boténicos e suas
nanoformulagbes causaram repeléncia/deterréncia em adultos de A. woglumi. Os insetos
preferiram mais as folhas ndo tratadas aquelas tratadas com esses compostos (Fig. 6A). Por
outro lado, o imidacloprido foi atrativo, enquanto o espinetoram ndo afetou a
repeléncia/deterréncia dos adultos de A. woglumi (Fig. 6A).

Foram observadas diferencas significativas no nimero de oviposi¢des de A. woglumi
nas folhas de C. sinensis expostas aos diferentes tratamentos (Fs:.s4 = 4,37; P = 0,001). Porém,
nao foram verificadas diferencgas entre as doses (F1g4 = 0,17; P = 0,683) e nem na interagéo
entre tratamentos x doses (Fs;g4 = 1,15; P = 0,341). A NF OE L. sidoides (10 = -43,5), o timol
(10 =-73,9) e a NF timol (10 = -53,4) reduziram a oviposi¢do de A. woglumi (antioviposi¢éo)
(Fig. 6B). As fémeas colocaram cerca de 2,7; 3,5 e 2,6 vezes mais ovos nas folhas ndo-
tratadas do que nas folhas tratadas por NF OE L. sidoides, timol e NF timol, respectivamente
(Fig. 6B).

4.4. Discussao

A mosca negra A. woglumi tem ameacado a produtividade das culturas de citros nas
regides tropicais, impulsionando assim a busca por alternativas de controle mais sustentaveis.
Por ser um inseto sugador, que de forma geral possui habito criptico e dificil manutencdo em
condigdes de laboratdrio, existe grande escassez de trabalhos sobre efeitos letais e subletais de
pesticidas sobre tais organismos. Neste estudo, mostramos que 0s inseticidas botanicos OE L.
sidoides, timol e suas nanoformulag¢des possuem efeitos letais e subletais sobre adultos e ovos
de A. woglumi. A toxicidade do OE L. sidoides e do timol foi superior as observadas para o
inseticida organossintético imidacloprido, atualmente o mais utilizado para o controle dessa
praga. Além disso, as nanoformulacdes dos inseticidas botanicos causaram repeléncia aos
adultos e reduziram a oviposicdo das fémeas, sem causar, contudo, fitotoxicidade a planta
hospedeira.

O perfil quimico do OE L. sidoides é representado por monoterpenos e sesquiterpenos,
sendo o timol o composto majoritario. Essa caracterizacdo quimica, que determina as
propriedades e os modos de acdo do 6leo (FALL et al., 2017), foi semelhante as obtidas em
outros estudos (PINTO et al., 2016; SANTOS et al., 2017). Porém, alguns trabalhos relataram
perfis quimicos distintos quantitativa e qualitativamente (MOTA et al., 2018). Tais variacdes
podem ser atribuidas a fatores bidticos e abioticos aos quais as plantas foram submetidas
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(ALMEIDA et al., 2018), tais como: variacdes de temperatura, luminosidade, sazonalidade,
estadio de desenvolvimento, irrigacdo, horério de coleta e nutricdo da planta (MORAIS, 2009;
CASTELO et al., 2013; ALMEIDA et al., 2018).

As nanoformulagGes obtidas a partir desses inseticidas botanicos apresentaram
caracteristicas (ex. tamanho e formatos) compativeis com o padrdo de classificacdo para
nanoparticulas (ZAKI et al., 2017). Além disso, os valores de potencial zeta obtidos indicam
que a forca de repulsdo entre as moléculas foi suficiente para determinar sua estabilidade
(HONARY; ZAHIR, 2013; BENITA; LEVY, 1993; DIAS et al., 2014; FLOYD, 1999). Nesse
caso, 0 procetyl pode ter atuado formando um potencial de superficie que produziu forcas
elétricas repulsivas entre as gotas de 6leo, impedindo sua agregacdo e dispersdo no meio
(DIAS et al., 2014). Os valores negativos de potencial zeta podem estar relacionados a
presenca de acidos ou outros componentes do 6leo (LEANDRO et al., 2012). Ja o indice de
polidispersividade indicou haver uniformidade no tamanho das particulas (CHEONG et al.,
2008; HOELLER et al., 2009; FLORES et al., 2011). Adicionalmente, os valores mais
elevados de pH obtidos nas nanoformulacdes podem ser importantes para a manutencao de
suas propriedades ao longo do tempo, evitando a dissociacdo futura das substancias na
interface 6leo-4gua (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As maiores toxicidades dos inseticidas botanicos, em relacdo aos demais tratamentos,
podem estar relacionadas ao modo de acdo do timol. Este monoterpeno inibe a atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE), como ja demonstrado por Jukic et al. (2008) e Youssefi et
al. (2019). A inibicdo da AChE faz com que o neurotransmissor acetilcolina (ACh) permaneca
ativo na membrana pos-sindptica, transmitindo continuamente a mensagem entre neurdnios,
causando assim a morte do inseto por hiperexcitacdo (ARAUJO et al., 2016). Adicionalmente,
o timol pode apresentar outro mecanismo de acdo neurotoxica, ao potencializar a acdo do
neurotransmissor GABA em um receptor GABA ionotrépico (PRIESTLEY et al., 2003). Uma
caracteristica benéfica do timol em relagdo a outros compostos com atividade inseticida é que
ele ndo possui efeitos adversos conhecidos sobre animais e humanos, sendo considerado
seguro pela Agéncia de Protecdo Ambiental (NAGOOR MEERAN et al., 2017).

Aqui observamos que o timol e o OE L. sidoides se alternaram em relacdo a maior
toxicidade por contato e fumigacao, resultado semelhante ao de Santos et al. (2017). De fato,
estudos mostram que os OEs e seus compostos majoritarios possuem diversas vias de atuacao,
e suas toxicidades podem ser variaveis a depender da forma de exposicdo (ex. contato,
ingestdo ou fumigacdo) (SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2018). A maior toxicidade por
fumigacdo observada para o OE L. sidoides em relacdo ao timol pode estar relacionada a
volatilizacdo e a interacdo entre 0s componentes em menor propor¢do, o que teria contribuido
para potencializar sua acdo (BAKKALI et al., 2008; DE OLIVEIRA et al., 2017). Essa acdo
fumigante pode ter importancia aplicada para a desinfeccdo de mudas em ambientes
controlados, permitindo assim o plantio de mudas sadias em campo e a consequente reducéo
dos danos causados por A. woglumi. Outros estudos também demonstraram atividade
fumigante dos 0Oleos essenciais sobre diversas pragas agricolas, incluindo espécies de habito
sugador (BALDIN et al., 2013, 2015). Nas duas vias de exposi¢do estudadas, os menores
tempos letais foram observados para o OE L. sidoides e o timol. A rapida acédo dos inseticidas
boténicos pode estar associada a sua afinidade com o tegumento do inseto, facilitando a
penetracdo por contato, e as suas caracteristicas quimicas de baixo peso molecular (alta
volatilidade), o que permite atingir o sitio-alvo rapidamente via fumigacdo (BAKKALI et al.,
2008; NERIO et al., 2010). Essa rapida mortalidade (~ 3 horas) reforca a suposicao de que
esses compostos possuam atividade sobre o sistema nervoso de A. woglumi.

Por outro lado, as nanoformulacdes dos inseticidas botanicos apresentaram as maiores
CL’s por contato, além de uma acdo mais lenta em relagdo aos seus respectivos compostos
isolados. Vale ressaltar que esse resultado ndo implica reducdo da eficiéncia desses
compostos, uma vez que as nanoformulacGes apresentam uma concentracdo bem mais
reduzida (apenas 18%) do OE L. sidoides ou timol. O mais lento efeito das nanoformulacgdes
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corrobora as caracteristicas observadas para sua estrutura, uma vez que a encapsulacao
aumenta o tempo necessario para liberacdo das moléculas para o meio, evitando assim perdas
excessivas por volatilizacido (DIAS et al., 2014; WERDIN GONZALEZ et al., 2014). No
entanto, mesmo se considerando as reduzidas concentracbes nas nanoformulacgdes, estas
apresentaram toxicidade por fumigacdo muito superior e tempo letal proximo aos encontrados
para o imidacloprido e o espinetoram.

A NF timol se destaca, ainda, em relacdo ao seu efeito ovicida, o qual ndo foi
observado em nenhum dos demais tratamentos. I1sso pode ter ocorrido devido a interacdo da
nanoformulacdo com o corion que reveste os ovos, o qual é formado por poros (aeropilos) que
permitem as trocas gasosas (RESH; CARDE, 2009). A nanoformulacio pode ter encapsulado
0 corion, facilitando a penetracdo do timol atraves de seus poros, causando mortalidade dos
embrides por impedimento da realizagdo das trocas gasosas ou por toxicidade direta. Embora
alguns estudos tenham relatado o efeito ovicida de OEs de plantas sobre a mosca-negra-dos-
citros (VIEIRA et al., 2013; VIEIRA LIMA et al., 2017), o presente trabalho é pioneiro ao
mostrar o efeito ovicida da NF timol.

Adicionalmente, o0s inseticidas botanicos e suas nanoformulagGes foram
repelentes/deterrentes aos adultos de A. woglumi e, de forma geral, mostraram consequente
reducdo do nimero de ovos/fémea. Esses resultados podem decorrer da repeléncia direta dos
volateis dos inseticidas botanicos sobre A. woglumi ou de um possivel efeito de
confundimento e/ou mascaramento do odor da planta hospedeira (BALDIN et al., 2013,
2015). Independentemente do mecanismo envolvido, o efeito repelente/deterrente é de grande
importancia para o controle da mosca-negra-dos-citros, uma vez que sua localizacdo/posturas
na face abaxial das folhas dificulta o alcance das pulverizagdes e o consequente contato direto
dos inseticidas sobre os individuos.

Concluindo, este estudo ressalta o potencial de utilizacdo dos inseticidas botéanicos de
L. sidoides e, sobretudo, da viabilidade de suas nanoformulac@es para um manejo mais seguro
de A. woglumi. A NF timol pode permitir o manejo desses insetos com contribui¢cbes em
diferentes aspectos, seja por evitar o contato e as posturas nas culturas de citros (efeito
repelente/deterrente) ou mesmo por causar efeito de toxicidade sobre adultos e ovos, sem
prejuizos de fitotoxicidade para a planta hospedeira.
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Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial do Lippia sidoides analisado por cromatografia
gasosa acoplada a um detector por ionizagdo de chama (CG-FID).
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Imagem Tamanho da particula Potencial zeta indice de H
(aumento 20.000 x) (nm) (mV) polidispersdo

NF OE L. sidoides

58,0 -27,0 0,37 6,97
A

NF OE timol

78,0 -31,0 0,28 8,85

~

Figura 2. Imagem obtida por microscopia de luz polarizada e propriedades fisicas e quimicas das
nanoformulag6es contendo OE de Lippia sidoides (NF OE L. sidoides) e timol (NF timol). As setas
indicam as particulas contendo os compostos.
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Tabela 1. Toxicidade por contato dos tratamentos imidacloprido, espinetoram, 6leo essencial de Lippia
sidoides (OE L. sidoides), nanoformulacéo do 6leo essencial de L. sidoides (NF OE L. sidoides), timol e
nanoformulacdo do timol (NF timol) sobre adultos de Aleurocanthus woglumi ap6s 12 horas de
exposicao.

Tratamento N2 CLso (IC 95%) CLos (IC 95%) pP a P
(mg ml) (mg ml)
i ) 11,37 48,83 2,59
Imidacloprido 275 7,77 0,08
(1,959-17,31) (28,44-1398) (£0,62)
. 5,381 45,10 1,78
Espinetoram 205 4,35 0,50
(4,053-6,686) (29,99-88,60) (£0,24)
. 3,996 5,674 10,80
OE L. sidoides 437 0,43 0,80
(3,790-4,202) (5,261-6,343) (£1,25)
. 55,11 128,9 4,45
NF OE L. sidoides 200 1,68 0,44
(47,58-61,58) (105,2-189,6) (£0,76)
) 0,8922 3,426 2,81
Timol 250 2,15 0,80
(0,6079-1,1358) (2,706-4,962) (£0,43)
. 39,68 138,7 3,02
NF timol 201 5,38 0,15
(32,85-46,37) (108,2-204,6) (£0,39)

& N(imero de insetos.

® 8= inclinagio da curva + erro padrao.
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Tabela 2. Toxicidade por fumigacdo dos tratamentos imidacloprido, espinetoram, éleo essencial de
Lippia sidoides (OE L. sidoides), nanoformulacéo do 6leo essencial de L. sidoides (NF OE L. sidoides),
timol e nanoformulacéo do timol (NF timol) sobre adultos de Aleurocanthus woglumi apds 12 horas de

exposicao.

Tratamento N CLso (IC 95%) CLgs (IC 95%) SP x2 P
(ul L) (ul L)
. . 583,8 1717 3,51
Imidacloprido 247 2,23 0,70
(504,3-654,7) (1381-2471) (£ 0,49)
. 16,04 24,11 9,28
Espinetoram 193 3,66 0,10
(15,07-16,89) (22,08-27,88) (x1,30)
. 2,715 4,656 7,02
OE L. sidoides 358 4,97 0,46
(2,490-2,902) (4,252-5,325) (x0,84)
L 54,04 124,4 4,54
NF OE L. sidoides 280 4,73 0,62
(43,41-61,39) (108,8-157,2) (x0,74)
. 5,033 14,28 3,63
Timol 200 0,39 0,97
(4,295-5,771) (11,58-19,60) (x0,44)
. 9,074 94,84 1,61
NF timol 205 1,51 0,65
(3,165-15,20) (63,93-192,1) (x0,32)

& NUmero de insetos.

® 8= inclinagio da curva + erro padrio.



41

Log-rank: y2=975,37; g.1.=6; P<0,001
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia e tempo letal (TLso) (média + 1C95%) de adultos de
Aleurocanthus woglumi expostos nas CLses dos tratamentos imidacloprido, espinetoram, 6leo
essencial de Lippia sidoides (OE L. sidoides), nanoformulacdo do 6leo essencial de L.
sidoides (NF OE L. sidoides), timol e nanoformulacéo do timol (NF timol), por contato (A) e
fumigacdo (B). Curvas de sobrevivéncia seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo método de Holm-Sidak (teste de Log-rank, a = 0,05).
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Antes da exposicdo

Timol NF-OE L. sidoides OE L. sidoides Espinetoram Imidacloprido Controle

NF timol

Figura 4. Fitotoxicidade as folhas de Citrus sinensis e mortalidade de ovos de Aleurocanthus
woglumi expostos as CLses dos tratamentos imidacloprido, espinetoram, 6leo essencial de
Lippia sidoides (OE L. sidoides), nanoformulacgéo do 6leo essencial de L. sidoides (NF OE L.
sidoides), timol e nanoformulacdo do timol (NF timol), apds 24, 48 e 72 horas de exposicao. a
= fitotoxicidade nas folhas, b = ovos com coloracdo diferente do controle e, ¢ = ovos
deformados.
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Figura 5. Efeito ovicida (%) (média = EP) das CLsgs dos tratamentos imidacloprido,
espinetoram, nanoformulacdo do 6leo essencial de L. sidoides (NF OE L. sidoides), timol e
nanoformulacdo do timol (NF timol) em ovos de Aleurocanthus woglumi, apos 72 horas de
exposicao. N&o foi possivel verificar o efeito ovicida do 6leo essencial de Lippia sidoides uma
vez que este causou fitotoxicidade as folhas de Citrus sinensis. Médias seguidas pela mesma
letra n&o diferem pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 6. Repeléncia/deterréncia de adultos (A) e antioviposicdo (indice de oviposicdo - 10 e
oviposicdo) (B) de Aleurocanthus woglumi em folhas de Citrus sinensis imersas nas solu¢des dos
tratamentos imidacloprido, espinetoram, nanoformulacéo do 6leo essencial de L. sidoides (NF OE
L. sidoides), timol e nanoformulacdo do timol (NF timol). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (P <0,05) e médias seguidas por asterisco, indicam diferencas entre o
nimero de adultos (A) e ovos (B) nas folhas tratada e a ndo tratada pelo teste de t pareado
(P<0,05). n.s. = IO nao difere de zero e # 0 = IO diferente de zero, pelo teste de % Na oviposi¢io
(ovos/ folha) (B), as linhas do erro representam os percentis 10 e 90 e as extremidades da caixa 0s
percentis 25 e 75. A linha sélida dentro da caixa representa a mediana e o circulo preto a média.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho demonstram que os bioinseticidas 6leo essencial de
Lippia sidoides, timol e suas respectivas nanoformulacdes possuem efeitos letais e subletais
sobre Aleurocanthus woglumi, apresentando toxicidade superior ao principal ingrediente ativo
utilizado atualmente no controle dessa praga.

Portanto, baseados em principios sustentaveis, esses compostos séo fontes promissoras
para a sintese de novas moléculas inseticidas, as quais poderdo contribuir com o Manejo
Integrado da mosca negra em pomares citricos.



