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RESUMO 

DAMASCENA, Alixelhe Pacheco, D. Sc. Universidade Federal do Espírito Santo. 

Fevereiro de 2023. Uso de agentes bilógicos e fitoquímicos visando ao 

manejo de Spodoptera eridania (Lepidoptera: Noctuidae). Orientador: Prof. Dr. 

Dirceu Pratissoli.  

 

A olericultura é uma excelente opção para agricultura familiar. No entanto, o 

cultivo de olerícolas tem passado por dificuldades como déficit hídrico, escassez 

de mão-de-obra e alta incidência de pragas, destacando-se Spodoptera eridania. 

Diferentes métodos de manejo dessa praga são estudados para ampliar as 

opções existentes. Grande parte do manejo é realizado por inseticidas sintéticos, 

porém existem poucos produtos registrados para as culturas, além de 

apresentarem baixa eficiência. Sendo assim, é de grande importância o estudo 

de alternativas que reduzam o uso de agrotóxicos no manejo de pragas. O 

objetivo dessa pesquisa foi avaliar a eficiência e seletividade dos óleos de 

eucalipto (Eucalyptus citriodora) alecrim (Rosmarinus officinalis), sálvia (Salvia 

sclarea), manjericão doce (Ocimum basilicum), citronela (Cymbopogon 

winterianus), neem (Azadirachta indica), gengibre (Zingiber officinale), graviola 

(Annona muricata) e dos compostos isolados eugenol e d-limoneno, como 

estratégia alternativa de manejo de S. eridania através de estudos avaliando a 

(1) eficiência de óleos essenciais, fixos e compostos isolados no manejo de 

Spodoptera eridania; (2) compatibilidade de Hetorhabditis amazonensis e 

Steinernema rarum com óleos essenciais, fixos e compostos isolados; (3) 

seletividade de óleos essenciais, fixos e compostos isolados a Trichogramma 

pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae); (4) eficiência do novo 

isolado nucleopolyhedrovirus no manejo de Spodoptera eridania. A partir dos 

resultados obtidos, verificou-se que: (1) o uso de óleos essenciais, fixos e 

compostos isolados são eficientes no manejo de S. eridania, com ênfase nos 

compostos eugenol e d-limoneno; (2) todos os óleos testados reduzem a 

eficiência de H. amazonensis e S. rarum. Porém, na infectividade do juvenil, o 

composto majoritário d-limoneno foi considerado não tóxico para H. 

amazonensis e S. rarum, óleo de graviola como não tóxico para H. amazonensis 

e óleo de alecrim como não tóxico para S. rarum, pela classificação toxicológica 



da IOBC; (3) na ação de óleos e compostos isolados sobre o parasitismo de T. 

pretiosum, todos os óleos e compostos testados reduzem a longevidade de 

fêmeas, sendo que ovos de Anagasta kuehniella tratados com o composto 

isolado eugenol e os óleos de O. basilicum, E. citriodora, Z. officinale, S. sclarea, 

R. officinalis e C. winterianus não foram parasitados por fêmeas de T. pretiosum 

e consequentemente não houve emergência de indivíduos nesses tratamentos; 

e, (4) um novo isolado de baculovírus de S. eridania foi identificado (Spodoptera 

eridania nucleopolyhedrovirus Se04), apresentando-se como letal para larvas 

de S. eridania.  

 

Palavras-chave: Manejo Integrado de Pragas. Seletividade. Inseticidas 

Botânicos. Controle Biológico. Parasitoide. Entomopatógenos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

DAMASCENA, Alixelhe Pacheco, D. Sc. Universidade Federal do Espírito Santo. 

February de 2023. Use of biological and phytochemical agents aimed at the 

management of Spodoptera eridania (Lepidoptera: Noctuidae). Advisor: Prof. 

Dr. Dirceu Pratissoli.  

 

Olericulture is an excellent option for family farming. However, the cultivation of 

vegetables has gone through difficulties such as water deficit, shortage of labor 

and high incidence of pests, especially Spodoptera eridania. Different 

management methods for this pest are studied to expand the existing options. 

Much of the management is carried out by synthetic insecticides, but there are 

few products registered for crops, in addition to having low efficiency. Therefore, 

it is of great importance to study alternatives that reduce the use of pesticides in 

pest management. The objective of this research was to evaluate the efficiency 

and selectivity of eucalyptus (Eucalyptus citriodora) oils, rosemary (Rosmarinus 

officinalis), sage (Salvia sclarea), sweet basil (Ocimum basilicum), citronella 

(Cymbopogon winterianus), neem (Azadirachta indica), ginger (Zingiber 

officinale), soursop (Annona muricata) and the isolated compounds eugenol and 

d-limonene, as an alternative management strategy for S. eridania through 

studies evaluating the (1) efficiency of essential oils, fixed oils and isolated 

compounds in the management of Spodoptera eridania; (2) compatibility of 

Hetorhabditis amazonensis and Steinernema rarum with essential oils, fixed and 

isolated compounds; (3) selectivity of essential oils, fixed and isolated 

compounds to Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: 

Trichogrammatidae); (4) efficiency of the new nucleopolyhedrovirus isolate in the 

management of Spodoptera eridania. From the results obtained, it was verified 

that: (1) the use of essential oils, fixed and isolated compounds are promising in 

the management of S. eridania, with emphasis on eugenol and d-limonene 

compounds; (2) all tested oils reduce the efficiency of H. amazonensis and S. 

rarum. However, in the infectivity of the juvenile, the major compound d-limonene 

was considered non-toxic to H. amazonensis and S. rarum, soursop oil as non-

toxic to H. amazonensis and rosemary oil as non-toxic to S. rarum, according to 



the classification IOBC toxicology; (3) in the action of isolated oils and compounds 

on the parasitism of T. pretiosum, all oils and compounds tested reduced the 

longevity of females, and Anagasta kuehniella eggs treated with the isolated 

compound eugenol and the oils of O. basilicum, E. citriodora, Z. officinale, S. 

sclarea, R. officinalis and C. winterianus were not parasitized by females of T. 

pretiosum and consequently there was no emergence of individuals in these 

treatments; and, (4) a new isolate of S. eridania baculovirus was identified 

(Spodoptera eridania nucleopolyhedrovirus Se04), presenting itself as lethal for 

S. eridania larvae. 

 

Keywords: Integrated Pest Management. Selectivity. Botanical Insecticides. 

Biological control. Parasitoid. Entomopathogens 
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1 CAPÍTULO I 

1.1 INTRODUÇÃO 

Spodoptera eridania (Lepidoptera: Noctuidae) é um inseto praga 

conhecido popularmente como lagarta das folhas ou lagarta-da-vagem (EFROM 

et al., 2013). Considerada como praga de importantes culturas como 

algodão (Gossypium hirsutum L.), soja (Glycine max L.) (FAVETTI et al., 2015; 

SANTOS et al., 2010) e tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) (MIRANDA et 

al., 2005), essa espécie tem disso relatada ocasionando perdas significativas na 

produção de tais culturas (PRATISSOLI, 2015).   

Métodos de manejo para S. eridania devem ser estudados, visando 

ampliar as opções já existentes. Os óleos essenciais e/ou fixos se apresentam 

como alternativa no manejo, afetando o desenvolvimento e a sobrevivência de 

insetos praga de diferentes ordens (MIRESMAILLI; ISMAN, 2014; GHABBARI et 

al., 2018; SOUZA; VIEIRA; NEVES, 2019). Os inseticidas botânicos têm a 

vantagem de reduzir o risco de resistência cruzada pela complexa estrutura 

química dos constituintes, diminuindo a pressão de seleção de insetos 

resistentes. Além disso, degradam-se rapidamente, reduzindo os danos à saúde 

humana e ao meio ambiente (ZACHARIA, 2011).  

Entretanto, devido à baixa solubilidade dos óleos em água e sua elevada 

volatilidade, os emulsificantes, os quais são aditivos de grande importância nas 

indústrias alimentícias e farmacêuticas, têm se destacado nas técnicas de 

encapsulamento, tornando a solução homogênea (SOUZA; VIEIRA; NEVES, 

2019; CORREA et al., 2019). O encapsulamento tem o propósito de aumentar a 

viabilidade dos óleos por meio da estabilização da solução, protegendo as 

moléculas das intempéries ambientais, o que pode prolongar o seu efeito em 

condições de campo e/ou casa de vegetação (AGUIAR, 2017; AZEVEDO et al., 

2018). Portanto estudos que avaliam a eficiência de emulsificantes e de agentes 

encapsulantes como estabilizadores de bioinseticidas, constituem um vasto 

campo a ser explorado (NEVES, 2008; AROUCHE, 2020). 

Diante do potencial de óleos e compostos isolados já evidenciado no 

manejo de pragas, essa ferramenta deve ser integrada com outras táticas, 

visando a implementação do manejo integrado de pragas (MIP) e 
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consequentemente, gerando maior eficiência (PEREIRA et al., 2016). Dentre as 

opções do MIP encontra-se o controle biológico, que consiste no uso de 

predadores, parasitoides ou entomopatógenos, visando reduzir as populações 

de pragas. Para a utilização de óleos e do controle biológico em uma mesma 

área, faz-se necessário que os bioinseticidas sejam seletivos aos inimigos 

naturais (CAMPOS et al., 2016; ZANUNCIO et al., 2016). Porém, muitos estudos 

são realizados avaliando a eficiência de óleos no manejo de pragas, mas, a ação 

dos óleos e compostos isolados sobre organismos não alvo, que atuam no 

controle biológico de pragas, como por exemplo parasitoides e nematoides 

entomopatogênicos (NEPs) é pouco estudada.  

Sendo assim, avaliar a eficiência de óleos e compostos isolados, visando 

o desenvolvimento de bioinseticidas no manejo de S. eridania bem como a 

seletividade desses produtos a inimigos naturais é imprescindível.  

 

1.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

1.2.1 Importância da olericultura  

O agronegócio tem grande importância na economia brasileira, com 

atividades que geram riquezas, representando 27,4% do PIB em 2021 (CEPEA, 

2021). No Espírito Santo, possui grande destaque no desenvolvimento, com 23% 

do PIB proveniente da agricultura e representa uma atividade econômica 

relevante para muitas culturas, com destaque na cafeicultura, fruticultura, 

silvicultura e olericultura. A olericultura destaca-se pela elevada produção, com 

aproximadamente 245 mil toneladas, dos mais variados produtos. São estes: 

tomate, chuchu, inhame, repolho e outras brássicas, representando 64% da 

produção estadual de olerícolas (PEDEAG 3, 2016).  

A olericultura é uma atividade de grande importância para a agricultura 

familiar no Espírito Santo, visto que a agricultura familiar representa 75% dos 

estabelecimentos rurais e é responsável por 44% do valor bruto na produção do 

estado (QUEDEVEZ, 2019). É uma atividade de subsistência para as famílias 

produtoras ou comercializadas de acordo com o excedente agrícola (SILVA, 

2017). As hortaliças podem enriquecer e/ou complementar a renda dos 
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agricultores, possibilitando rápido retorno econômico e dando suporte a outras 

explorações com retorno de médio a longo prazo (AMARO, 2007). 

Um dos principais pontos a serem fortalecidos na olericultura é a 

competitividade desse setor de forma sustentável, através da geração de 

tecnologias inovadoras a serem empregadas, principalmente para agricultura 

familiar, a qual representa um modelo de agronegócio de pequena escala e de 

alto valor. Para esse fim, alguns itens devem integrar uma definição de 

sustentabilidade, como a conservação dos recursos naturais e da produtividade 

agrícola; o mínimo de impactos adversos ao meio ambiente; retornos adequados 

aos produtores; otimização da produção das culturas com o mínimo de inputs 

químicos; e satisfação das necessidades humanas de alimentos e renda 

(EHLERS, 1994; PEDEAG 3, 2016). 

As olerícolas são acometidas pela incidência e danos ocasionados por 

pragas, necessitando da utilização de produtos químicos no manejo, 

caracterizando-se como o método mais usual na agricultura. Alternativas para a 

redução do uso de agrotóxicos no manejo de pragas podem ser colocadas em 

prática, por meio do estudo para desenvolvimento de sistemas de manejo de 

pragas de olerícolas. Com a implantação dessas técnicas, a olericultura estará 

incorporando a inovação e a sustentabilidade, tornando o agronegócio mais 

competitivo, diversificado e sustentável (PEDEAG 3, 2016). 

 

1.2.2 Aspectos Gerais de Spodoptera eridania (Cramer, 1782) (Lepidoptera: 

Noctuidae) 

Nativa e disseminada nas regiões tropicais das Américas (POGUE, 2002), 

S. eridania é uma praga muito comum na América Central, América do Sul e no 

Caribe, conhecida popularmente como lagarta das folhas ou lagarta-da-vagem 

(EFROM et al., 2013). Foi registrada a partir de 202 espécies hospedeiras 

pertencentes a 58 famílias (MONTEZANO et al., 2014).  

Nos últimos anos, S. eridania tem sido reconhecida como praga de 

importantes culturas como algodão (G. hirsutum), soja (G. max) (FAVETTI et al., 

2015; SANTOS et al., 2010) e tomateiro (L. esculentum) (MIRANDA et al., 2005). 

A ocorrência desta espécie já foi registrada em diferentes culturas como alfalfa, 
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feijão, beterraba, repolho, mandioca, couve, algodão, cebola, amendoim, quinoa, 

soja, tabaco, tomate, batata doce, girassol, cenoura, berinjela, quiabo, pimenta, 

batata, melancia, abacate, citros, girassol, tabaco, olerícolas e várias 

ornamentais, além de explorar algumas plantas daninhas (HAAS et al., 2012; 

POGUE, 2016). Sendo assim, é considerada polífaga (BORTOLI et al., 2012).  

A polifagia de S. eridania causa perdas importantes e contribuiu para a 

rápida adaptação dessa praga a diferentes agroecossistemas (BORTOLI et al., 

2012). Além disso, possui elevada voracidade e capacidade reprodutiva e de 

dispersão, permitindo que se instalasse em quase todos os Estados agrícolas 

brasileiros (SANTOS et al., 2005). As lagartas cortam as plantas jovens na base 

do caule, causando desfolhamento, além de perfurar estruturas reprodutivas 

(JESUS et al., 2013). 

Durante muito tempo S. eridania foi considerada praga secundária em 

muitas culturas. Porém, nos últimos anos, surtos dessa espécie passaram a ser 

frequentes devido à intensificação do uso de agrotóxicos para o manejo daqueles 

insetos denominados de pragas-chaves, além do plantio de culturas hospedeiras 

em áreas adjacentes e em sistema escalonados, o que permite abrigo e alimento 

para o inseto, proporcionando surgimento de populações resistentes (SANTOS 

et al., 2010). Os fatores que contribuíram para o aparecimento desta espécie 

possivelmente foram pelo uso indiscriminado de produtos químicos. Nos últimos 

anos, foi registrada ocorrência de S. eridania em cultivos como tomateiro, 

morangueiro, pimentão, batata e beterraba (PRATISSOLI; GONÇALVES, 2015).  

Os ovos de S. eridania são de coloração verde que escurecem com o 

desenvolvimento embrionário e formato esférico, cobertos por camadas, com 

período de incubação de quatro a seis dias. As lagartas, de coloração 

acinzentada ou marrom, possuem uma listra de coloração branca em ambos os 

lados e outra alaranjada nos dois lados do dorso. Além disso, possuem triângulos 

pretos na parte dorsal e cápsula cefálica marrom (SOUZA et al., 2014). Em 

temperaturas de 25 ºC a fase larval tem duração média de 20 a 25 dias, 

dependendo do hospedeiro. As lagartas atingem até 35 mm, com seis a sete 

instares. Para encerrar o período larval, as lagartas buscam no solo um local 

para transformarem-se em pupas, com coloração marrom escuro, medindo de 

16 a 18 mm de comprimento e seis a oito mm de largura. A duração da fase de 
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pupa é de 11 a 13 dias, dependendo da dieta da lagarta (EFROM et al., 2013). 

A mariposa mede aproximadamente 30 a 40 mm de envergadura, um par de 

asas anteriores de coloração cinza a marrom, com pontuações cinza e as 

posteriores são esbranquiçadas (EFROM et al., 2013). A duração média de vida 

do adulto é de 9 dias para machos e 11 dias para fêmeas. A duração do período 

de oviposição de fêmeas é, em média, de cinco dias e uma fêmea é capaz de 

colocar entre 935 a 1.050 ovos (SOUZA et al., 2014). O ciclo de vida completo 

de S. eridania tem duração média de 30 a 40 dias. 

Estudos para S. eridania ainda são escassos e limitados a características 

em diferentes hospedeiros e alguns agentes biológicos para seu manejo (HAAS 

et al., 2012; JESUS et al., 2013; MONTEZANO et al., 2014; FAVETTI et al., 

2015). Sendo assim, existe a necessidade de estudos para identificar possíveis 

produtos e formulações eficientes no manejo dessa praga.  

 

1.2.3 Óleos como bioinseticidas para o manejo de pragas 

As plantas são capazes de produzir substâncias defensivas contra o 

ataque de pragas, que são chamados de metabólitos secundários. Dentre esses 

metabólitos, os óleos essenciais, são misturas complexas de diferentes classes 

de substâncias, principalmente terpenoides e fenilpropanoides, com 

propriedades inseticidas como repelência, inibidor de crescimento e toxicidade 

(ELUMALAI et al., 2010; JIANG et al., 2012; KUMAR et al., 2011; OOTANI et al., 

2013).  

A utilização de óleos como bioinseticidas tem conquistado o mercado e 

os produtores (ISMAN; MIRESMAILLI, 2011). O uso de inseticidas botânicos é 

considerado como uma prática de menor impacto ambiental, garantindo maior 

segurança a saúde do homem (AKHTAR et al., 2012; AMRI et al., 2014). Os 

óleos se apresentam como alternativa no manejo de pragas, afetando o 

desenvolvimento e a sobrevivência de insetos (MIRESMAILLI; ISMAN, 2014).   

Um dos grandes problemas dos inseticidas químicos é a resistência das 

pragas a esses produtos, pelo uso indiscriminado. Portanto, os múltiplos sítios 

de ação de inseticidas botânicos, reduzem os riscos de resistência cruzada, além 

de apresentarem baixa persistência no ambiente, reduzindo a toxicidade a 
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organismos não alvo (ISMAN; MIRESMAILL, 2011; MIRESMAILL; ISMAN, 

2014). 

Os óleos essenciais podem ser compostos voláteis e odoríferos, além de 

serem sensíveis à luz, calor e oxigênio (SOUZA et al., 2016). Os óleos fixos, não 

evaporam ou volatilizam completamente, porém se mantidos em contato com o 

ar podem permanecer fluidos (COSTA et al., 2015). Estudos que avaliem a 

persistência dos óleos extraídos de plantas em campo são escassos e 

necessários. Porém, sabe-se que tais óleos são degradados rapidamente em 

função do tipo de óleo utilizado (essencial ou fixo), a volatilidade e toxidade dos 

mesmos (ISMAN, 2006; COITINHO et al., 2010). Estudo relata baixa 

permanência dos óleos em campo e um período residual de 24 horas 

(COITINHO et al., 2010).  

Sendo assim, estudos que avaliem a persistência dos óleos e alternativas 

para prolongar a eficiência dos mesmos em campo são necessários, a fim de 

melhorar as formulações compostas por óleos. Emulsões e encapsulamento são 

alternativas para aumentarem a eficiência e o efeito residual dos óleos em 

campo. Portanto, métodos de preparo de emulsões e encapsulamento, devem 

ser estudados.  

 

1.2.4 Emulsões   

Emulsões são consideradas dispersões, constituídas por um líquido 

disperso (pequenas gotículas) em outro líquido, sendo ambos imiscíveis. 

Geralmente, as emulsões são compostas por água e um óleo. O líquido 

dispersante é chamado de fase externa ou contínua, e o disperso, chamado de 

fase interna ou descontínua (ANSEL et al., 2007). As fases são misturadas pelos 

tensoativos, também chamados de surfactantes ou emulsificantes, cuja função 

é colaborar na formação e na estabilização de sistemas polifásicos nos quais 

uma fase dispersa encontra-se dentro de uma outra fase, permitindo a mistura 

(FERREIRA et al., 2023).  

O preparo de emulsões tem como objetivo promover encapsulamento de 

sólidos ou líquidos proporcionando liberação do conteúdo de forma contínua e 

prolongada, aumentando o tempo de atividade dos fitoquímicos e reduzindo a 
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volatilidade (CUNHA-FILHO; SÁ-BARRETO, 2007; ISMAN et al., 2013; 

MARTINS et al., 2014). As emulsões também possuem finalidade promover a 

melhoria da aparência e propriedade de uma formulação, melhorar a 

especificidade, potencializar a ação dos fitoquímicos e minimizar os impactos 

residuais (SANTOS et al., 2003). Aplicando uma emulsão, tem-se um maior 

espalhamento, maior penetração e maior molhabilidade, justificando sua 

utilização na formulação de um inseticida biológico (WANG et al., 2007). 

Grande parte dos óleos extraídos de partes de plantas são insolúveis em 

água ou pouco solúveis. Portanto, o preparo de emulsões inseticidas é uma 

alternativa viável diante dos benefícios proporcionados (LIM et al., 2013). Sendo 

assim, o desenvolvimento de inseticidas a base de óleos utilizando emulsões, 

pode ser uma excelente alternativa no manejo de pragas agrícolas, melhorando 

a eficiência do produto em campo e reduzindo os impactos ambientais e 

impactos a saúde humana. Além dos emulsificantes, a utilização de agentes 

encapsulantes, podem melhorar a persistência e proteção dos óleos (LIM et al., 

2013). 

 

1.2.5 Encapsulamento   

Uma das tecnologias promissoras na utilização de óleos é a 

microencapsulação de agentes ativos. Essa tecnologia consiste em envolver o 

núcleo ou agente ativo por uma membrana, geralmente polimérica, isolando o 

material encapsulado e protegendo-o do meio. O material encapsulado é 

chamado de núcleo e o encapsulante denominado material de revestimento 

(GONÇALVES et al., 2016). Microencapsulamento é definido como sistemas 

esféricos e poliméricos com tamanhos variados (1 a 5.000 μm), que podem 

apresentar estruturas e morfologias distintas (KURIOKASE et al., 2015). 

O encapsulamento tem diversos objetivos e finalidades, desde a proteção 

da molécula a ser encapsulada até a liberação gradativa de um agente ativo, por 

um período de tempo determinado.  Essa tecnologia tem se mostrado promissora 

nas indústrias alimentícias, cosméticas e farmacêuticas (YANG et al., 2015). 

Existem diversas técnicas a serem utilizadas na produção de microcápsulas. A 

seleção deve ser tomada com base na forma de aplicação, tamanho das 
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cápsulas, propriedades das matérias (revestimento e núcleo) e o mecanismo de 

liberação (MADENE et al., 2006; KURIOKASE et al., 2015).  

A principal técnica utilizada é a coacervarão (separação de fases), que 

consiste na separação do material de revestimento, recobrindo o núcleo disperso 

no meio (DONG et al., 2011). Diversos materiais podem ser utilizados para 

formação de microcápsula, como proteínas e polissacarídeos. Goma arábica, 

goma de xantana, goma guar e gelatina se destacam, devido sua capacidade de 

formação de película e pela elevada solubilidade em água (MADENE et al., 

2006).  

Materiais a serem encapsulados podem ser os mais diversos, como 

corantes, fármacos, fragrâncias, pesticidas e óleos essenciais (SILVA et al., 

2003). O encasulamento de óleos essenciais vem ganhando destaque nos 

últimos anos, devido as muitas propriedades, como antioxidantes, hidratantes, 

anti-inflamatórias, além do potencial de utilização na área agrícola (WANG, 

2015; GHÉDIRA; GOETZ, 2016).  

O núcleo encapsulado possui melhorias no processo de liberação em 

comparação aos tradicionais utilizados. A substância utilizada como núcleo, 

pode ser liberada de forma gradual ao longo dos dias (ZANETTI; TOME, 2005). 

Entretanto, mecanismos como variação do pH, temperatura, pressão, difusão do 

núcleo através da parede polimérica, biodegradação, ruptura mecânica, 

gradiente de concentração presente e permeabilidade seletiva, influenciam na 

liberação (MADENE et al., 2006; KURIOKASE et al., 2015).  

Além da liberação gradual do núcleo, o encapsulamento possui outras 

vantagens, pois permite a formação de barreiras, diminuindo o contato do núcleo 

com o meio externo, protegendo-o da luz e umidade, além de aumentar a 

estabilidade do agente ativo (JYOTHI et al., 2010). 

Materiais de revestimento devem ser escolhidos com base nas 

características físicas e químicas do material de núcleo, o método que será 

empregado e a aplicação das microcápsulas (KURIOKASE et al., 2015). É 

imprescindível que o material de revestimento não tenha reação com o material 

de núcleo. O encapsulante deverá manter o núcleo no interior da microcápsula 

e fornecer proteção, além de ser viável economicamente. Os materiais que 
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podem ser usados como revestimento de microcápsulas são muitos. Dentro de 

polissacarídeos, destacam-se: goma arábica, alginatos, carragenina, quitosana 

e pectinas; como proteína, destacam-se: glúten, gelatina, caseína e albumina, e 

dentro de polímeros sintéticos destaca-se o poli (álcool vinílico) (SILVA et al., 

2014). 

 

1.2.5.1 Métodos de obtenção de microcápsulas  

Existem diversas técnicas para a formação de microcápsulas. A escolha 

do método depende de três fatores. Dentre estas: as propriedades químicas e 

físicas dos materiais utilizados, tamanho e morfologia desejado de 

microcápsulas e a aplicação na qual será submetida (KURIOKASE et al., 2015; 

AZEREDO, 2005; MADENE et al., 2006).  

Em geral, dentre os métodos físicos para encapsulação destacam-se 

Spray-Drying, extrusão e liofilização, e dentre os químicos a coacervação 

simples, coacervação complexa e polimerização in situ. Um método muito 

utilizado é o Spray-Drying que foi desenvolvido na década de 1930. Baseia-se 

na pulverização de uma dispersão que contém o núcleo a ser encapsulado, 

dissolvido em um material para ser o agente encapsulante. Por meio de uma 

corrente de ar quente, ocorre a evaporação do solvente, formando as 

microcápsulas. Essa metodologia é muito utilizada na produção industrial, por 

ser de baixo custo (KURIOKASE et al., 2015).  

 

1.2.5.3 Mecanismos de liberação em microcápsulas  

O material utilizado para formação das microcápsulas é de grande 

importância no processo de microencapsulação, pois é responsável por liberar o 

material encapsulado no lugar desejado, aumentar sua vida útil, reduzir sua 

toxidade e proteger o núcleo do meio externo (GONÇALVES et al., 2016). Os 

principais estímulos para a liberação do material de núcleo são apresentados na 

Figura 1.  
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Figura 1. Estímulos para a liberação do material de núcleo. Fonte: BADKE, 2017.  

Segundo Dubey et al. (2009), a liberação por ruptura mecânica ocorre por 

meio da pressão externa. Na liberação por difusão, a parede da cápsula atua 

como membrana semipermeável e a taxa de liberação está relacionada com as 

propriedades do núcleo e da parede. Na liberação por variação do pH a 

porosidade e solubilidade da parede é modificada de acordo com alteração do 

pH do meio. Por fim, na liberação por variação da temperatura, o núcleo é 

liberado a partir da variação da temperatura, a qual resulta em mudanças no 

estado físico da cápsula, liberando-a. 

A aplicação de encapsulamento no manejo de pragas agrícolas é recente, 

constituindo-se em um vasto campo a ser estudado. De acordo com Goertz 

(2000), a encapsulação de produtos a serem utilizados como defensivos 

apresentam vantagens em relação aos demais produtos, por serem mais 

seguros para o ambiente, pois libera o ingrediente ativo gradativamente. Além 

disso, é mais seguro ao aplicador e trabalhador, visto que sua exposição ao 

produto é minimizada. Portanto, estudos que avaliem a eficiência do 

encapsulamento de óleos devem ser realizados, visando aumentar a eficiência 

do produto em campo, reduzindo os impactos ambientais.  

 

1.2.6 Seletividade de óleos e compostos isolados a organismos benéficos  

No Manejo Integrado de Pragas (MIP) considera-se a utilização em 

conjunto de várias táticas de manejo, visando aumentar a eficiência e 
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consequentemente reduzir os danos ocasionados pelos insetos praga. O 

controle biológico destaca-se no manejo integrado e este, se utilizado de forma 

correta, pode ser aliado a outras táticas de manejo existentes (OMKAR, 2016). 

No controle biológico de pragas, as vespas parasitoides do gênero 

Trichogramma, são as mais utilizadas em todo mundo (JALALI et al., 2016). No 

Brasil, Trichogramma pretiosum (Riley) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é 

considerada como a mais abundante espécie, com destaque no parasitismo de 

ovos de pragas que acometem as culturas de milho, soja, pêssego, brássicas e 

tomate (PARRA; ZUCCHI, 2004; JALALI et al., 2016). Além desses, os 

nematoides entomopatogênicos (NEPs) dos gêneros Steinernema e 

Heterorhabditis tem ganhado destaque como potencial método no manejo de 

insetos que passam pelo menos uma fase de vida no solo (GAUGLER et al., 

2000). Neste caso, o juvenil infectante de terceiro estádio (JI) é de vida livre e 

penetra no inseto por aberturas naturais, cavidade bucal, ânus e espiráculos e, 

após a infecção, libera na homocele do hospedeiro as bactérias simbiontes 

(Xenorhabdus spp. para Steinernema e Photorhabdus spp. para 

Heterorhabditis). Essas bactérias se multiplicam rapidamente, fornecendo 

alimento e condições ideais para o desenvolvimento dos NEPs. Toxinas são 

liberadas pelas bactérias e matam o hospedeiro dentro de 48 a 72h após a 

infecção (BURMAN, 1982; AKHURST; BOEMARE, 1990).  

Mesmo diante do potencial desses organismos benéficos, os produtos 

químicos podem afetá-los, caso estes não sejam seletivos aos inimigos naturais 

(ALCÁNTARA-DE LA CRUZ et al., 2017). Assim, esses produtos podem afetar 

o ciclo biológico dos inimigos naturais, e até mesmo leva-los à morte (KHAN et 

al., 2015; ZANUNCIO et al., 2016). Portanto, a utilização de produtos que sejam 

seletivos aos organismos benéficos é imprescindível.  

Os inseticidas botânicos, à base de óleos essenciais (OEs), óleos fixos e 

compostos isolados, possuem substâncias bioativas que podem matar e repelir 

insetos pragas (ALMEIDA et al., 2010). Como essas substâncias são 

degradadas de forma relativamente rápida na natureza, em muitos casos, são 

considerados seguros para o meio ambiente e para a saúde humana (ISMAN, 

2006; PAVELA, 2018). Entretanto, tais óleos podem ou não ser compatíveis com 

outras estratégias de manejo, a exemplo o controle biológico (CAMPOS et al., 



28 
 

2016), pois podem não apresentar seletividade aos organismos benéficos 

(NDAKIDEMI et al., 2016; RAMPELOTTI-FERREIRA et al., 2017), causando 

malformações, mudanças nas características biológicas e até morte (ZANUNCIO 

et al., 2016; PARREIRA et al., 2018). Portanto, faz-se necessário avaliar os 

efeitos colaterais de óleos e compostos isolados que são promissores no manejo 

de pragas agrícolas, na biologia, comportamento e mortalidade de inimigos 

naturais, como Trichogramma e NEPs.  
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2 CAPITULO II 

Eficiência de óleos essenciais, fixos e compostos isolados no manejo de 

Spodoptera eridania  

 

RESUMO 

O uso de óleos essenciais e compostos isolados tem apresentado eficiência no 

manejo de pragas de olerícolas. O objetivo do trabalho foi avaliar a eficiência dos 

óleos essenciais de eucalipto (Eucalyptus citriodora), alecrim (Rosmarinus 

officinalis), sálvia (Salvia sclarea), manjericão doce (Ocimum basilicum), 

citronela (Cymbopogon winterianus), gengibre (Zingiber officinale), dos óleos 

fixos de neem (Azadirachta indica) e graviola (Annona muricata) e dos 

compostos isolados eugenol e d-limoneno no manejo de Spodoptera eridania. 

Os óleos e compostos puros foram aplicados em lagartas de 2º e 4º instar das 

pragas, por exposição direta e via alimentação. Cada tratamento foi composto 

por seis repetições e a mortalidade avaliada após 72h. O delineamento utilizado 

foi o inteiramente casualizado em fatorial duplo (produtos x vias de exposição). 

A eficiência do composto d-limoneno encapsulado foi testada em casa de 

vegetação sobre lagartas de 2º instar de S. eridania. Os resultados revelaram 

que o composto puro eugenol se destacou, apresentando efeito na exposição 

direta em lagartas; na exposição via alimentar, por sua vez, o composto d-

limoneno se destacou, apresentando mortalidade para o 2º instar de S. eridana. 

No  4º instar de S. eridania nenhum óleo e composto testado foi tóxico as 

lagartas. O composto d-limoneno encapsulado com goma guar ou maltodextrina 

resultou em mortalidade de lagartas de 2º instar de S. eridania. Assim, os óleos 

essenciais e compostos isolados testados representam ferramentas valiosas 

com potencial para integração no manejo de S. eridania.  

 

Palavras chave: Inseticidas botânicos. Produção integrada. Olericultura. Manejo 

de pragas. 
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Efficiency of essential oils and pure compounds in the management of 

Spodoptera eridania  

 

ABSTRACT 

The use of essential oils and isolated compounds has shown efficiency in the 

management of vegetable pests. The objective of this work was to evaluate the 

efficiency of the essential oils of eucalyptus (Eucalyptus citriodora), rosemary 

(Rosmarinus officinalis), sage (Salvia sclarea), sweet basil (Ocimum basilicum), 

citronella (Cymbopogon winterianus), ginger (Zingiber officinale), fixed oils of 

neem (Azadirachta indica) and soursop (Annona muricata) and isolated 

compounds eugenol and d-limonene in the management of Spodoptera eridania. 

Pure oils and compounds were applied to 2nd and 4th instar caterpillars of the 

pests, by direct exposure and via feeding. Each treatment consisted of six 

replicates and mortality was evaluated after 72h. The design used was 

completely randomized in double factorial (products x routes of exposure). The 

efficiency of the encapsulated d-limonene compound was tested in a greenhouse 

on 2nd instar caterpillars of S. eridania. The results revealed that the pure 

eugenol compound stood out, showing an effect on direct exposure to 

caterpillars; in exposure via food, in turn, the pure compound d-limonene stood 

out, showing mortality for the 2nd instar of S. eridania. In the 4th instar of S. 

eridania, none of the oils and compounds tested were toxic to the caterpillars. 

The d-limonene compound encapsulated with guar gum or maltodextrin resulted 

in mortality of 2nd instar caterpillars of S. eridania. Thus, the essential oils and 

isolated compounds tested represent valuable tools with potential for integration 

in the management of S. eridania. 

 

Keywords: Botanical insecticides. Integrated production. Olericulture. Pest 

management. 
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2.1 INTRODUÇÃO 

A aplicabilidade de óleos essenciais tem se destacado no manejo de 

insetos-praga, devido suas propriedades toxicológicas contra diferentes 

artrópodes da ordem Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Díptera e Orthoptera, 

pois apresentam múltiplos modos de ação (GHABBARI et al., 2018; SOUZA; 

VIEIRA; NEVES, 2019). Derivados de plantas são considerados fontes 

potenciais para composição de novos inseticidas (FERNÁNDEZ-GRANDON et 

al., 2020).  

Os óleos derivados de plantas apresentam uma ampla gama de 

compostos, com uma diversidade que inclui desde moléculas simples a 

moléculas complexas (STANIEK et al., 2014). Os compostos que se destacam 

são os produzidos pelo metabolismo secundário das plantas, como terpenos, 

compostos fenólicos e nitrogenados, apresentando-se como fonte potencial para 

composição de novos inseticidas (RAGHUVEER et al., 2015). 

Os inseticidas botânicos têm a vantagem de reduzir o risco de resistência 

cruzada pela complexa estrutura química dos constituintes, diminuindo assim a 

pressão de seleção de insetos resistentes aos agrotóxicos. Além disso, 

degradam-se rapidamente, causando menos danos à saúde humana e ao meio 

ambiente, quando comparados com moléculas sintéticas (KRINSKI; 

MASSAROLI; MACHADO, 2014; FOGEL et al., 2016; AZEREDO et al., 2018; 

AZEVEDO et al., 2018; PAVELA, 2018). Em geral os óleos apresentam menor 

toxicidade a organismos não-alvo e ao meio ambiente (MAHDI; BEHNAM, 2018).  

O inseto Spodoptera eridania (Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae), têm 

recebido atenção especial, devido aos danos ocasionados em diversas culturas. 

Foi registrada em 202 espécies de plantas hospedeiras, pertencentes a 58 

famílias (MONTEZANO et al., 2014; FAVETTI et al., 2015). Portanto, faz-se 

necessário o estudo de métodos alternativos no manejo deste inseto-praga, 

visando ampliar as opções de manejo, e devido a carência de produtos químicos 

registrados e eficientes.  

Entretanto, devido à baixa solubilidade dos óleos em água e sua elevada 

volatilidade, os emulsificantes, os quais são aditivos de grande importância nas 

indústrias alimentícias e farmacêuticas, têm se destacado nas técnicas de 
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encapsulamento, tornando a solução homogênea. O encapsulamento tem o 

propósito de aumentar a viabilidade dos óleos por meio da estabilização da 

solução, protegendo as moléculas das intempéries ambientais, o que pode 

prolongar o seu efeito em condições de campo e/ou casa de vegetação 

(AZEVEDO et al., 2018; SOUZA; VIEIRA; NEVES, 2019; CORREA et al., 2019). 

Todavia, são poucos os estudos que avaliam a eficiência de emulsificantes e de 

agentes encapsulantes como estabilizadores de bioinseticidas, uma vez que a 

aplicação de encapsulantes no manejo de pragas agrícolas é muito incipiente, 

constituindo-se em um vasto campo a ser explorado. 

Sendo assim, estudar a eficiência de óleos, visando o manejo de pragas 

é imprescindível. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos letais 

de óleos essenciais, fixos e compostos isolados sobre lagartas de 2º e 4º instar 

de S. eridania e avaliar a eficiência do encapsulamento do composto isolado d-

limoneno em casa de vegetação.  

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no Núcleo de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico em Manejo Fitossanitário de Pragas e Doenças 

(NUDEMAFI), localizado no Centro de Ciências Agrárias e Engenharias da 

Universidade Federal do Espírito Santo (CCAE-UFES). A extração e 

caracterização dos óleos foram realizadas no Laboratório de Fitoquímica e 

Catálise do Instituto Federal do Espírito Santo (IFES) - Campus de Alegre. 

 

2.2.1 Criação e manutenção de Spodoptera eridania  

As lagartas recém-emergidas de S. eridania foram acondicionadas em 

potes plásticos (20 cm x 40 cm x 12 cm altura) com tampa possuindo uma 

abertura, fechada com tecido microtuler. Com o crescimento das lagartas e a 

perda de hábito gregário que acaba no segundo instar, estas lagartas foram 

repicadas em novos potes até atingir um stand final de 100 lagartas por pote. As 

lagartas foram alimentadas com dieta artificial adaptada (GREENE; LEPPLA; 

DICKERSON, 1976), constituída por 125 g de feijão, 62,4 g de levedo de cerveja, 
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100 g de gérmen de trigo, 100 g de proteína de soja, 50 g de caseína, 35 g de 

ágar, 5 g de nipagin, 6 g de ácido ascórbico, 3 g de ácido sórbico, 6 mL de formol 

em 40% e 10 g de solução vitamínica (niacinamida, pantotenato de cálcio, 

tiamina, riboflavina, piridoxina, ácido fólico, biotina e vitamina B12), suficiente 

para a alimentação de 24 horas. Quando as lagartas atingiam a fase de pre-

pupa, foram individualizadas em potes (10 cm de diâmetro x 7 cm de altura) com 

tampas perfuradas e tampadas com tecido microtuler, forradas com ¼ de folha 

de papel formato A4. Estes potes receberam 1 cm³ de dieta descrita acima e 7 

lagartas, que permaneceram no recipiente até a fase de pupa. Estas foram 

coletadas e acondicionadas em placas de plástico tipo Gerbox® (6 cm de 

diâmetro x 1,5 cm de altura) até a emergência dos adultos, que foram destinados 

a uma gaiola de acrílico (80 cm x 80 cm x 70 cm), permanecendo nesta condição 

por 48 horas, e posteriormente transferidos para gaiolas de PVC (20 cm de 

diâmetro x 25 cm de altura) revestidos internamente com folha de papel branco. 

A extremidade superior fechada com tecido do tipo “voil” e a inferior fechada com 

uma placa quadrada de isopor (25 cm de lado x 3 cm de espessura), contendo 

solução de mel em 10% (m/v) como substrato alimentar, por meio de algodão 

embebido de solução em frasco de vidro (5 mL). As folhas de papel, contendo 

as posturas foram recortadas e as massas de ovos acondicionadas em placas 

de plástico tipo Gerbox® (6 cm de diâmetro x 1,5 cm de altura), mantidas em 

condições controladas (25 ± 1 ºC, UR de 70 ± 10% e fotofase de 12h), até a 

emergência das lagartas. 

 

2.2.2 Extração do óleo essencial de origem natural 

2.2.2.1 Óleo de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) 

O óleo essencial de gengibre foi obtido por hidrodestilação da raiz “in 

natura” triturada em liquidificador. O material triturado foi inserido em um balão 

de fundo redondo de 2 litros e adicionado 500 mL de água destilada. Em seguida, 

o balão com o material vegetal foi acoplado a um aparelho de Clevenger e 

submetido a aquecimento por 3 horas (DOS SANTOS et al., 2021). Após esse 

período, o hidrolato (óleo essencial e água) foi coletado e separado por 

centrifugação e transferido para um frasco de vidro âmbar e guardado em freezer 
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a temperatura de 0 °C. A massa do óleo foi aferida para o cálculo do rendimento 

de extração.  

 

2.2.2.2 Óleo de graviola (Annona muricata Linn)  

Foi pesado 400 g de resíduo de graviola, separando-se as sementes e 

secando em estufa de circulação forçada de ar (MARCONI, modelo MA 035/5) a 

55 °C por 72h, para que as sementes se tornassem secas. As cascas foram 

retiradas manualmente das sementes. A massa das sementes descascadas foi 

aferida e o rendimento determinado. O conteúdo foi armazenado em freezer a – 

20 °C para análise centesimal e extração do óleo. A extração foi realizada via 

extrusão (DE LIMA SOUZA et al., 2021). Pesou-se 100 g de sementes e a 

extração do óleo realizada pelo Extrator de Óleo Gourmet (HOME UP, modelo 

MQO 001). A fração lipídica foi transferida para tubos Falcon e centrifugada a 

2500rpm por cinco minutos. O volume final do óleo foi medido e o rendimento 

calculado.  

 

2.2.3 Obtenção dos óleos comerciais e produto isolado 

Os óleos comerciais e produtos isolados foram adquiridos de fonte 

comercial e não sofreram nenhum tratamento prévio. Os óleos essenciais e 

compostos isolados utilizados foram: óleo essencial de eucalipto (Eucalyptus 

citriodora, Ferquima lote 114), óleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis 

- Destilaria Bauru lote DBKT-ALIP1218/312), óleo essencial de sálvia (Salvia 

sclarea - Ferquima  lote 227), óleo essencial de manjericão doce (Ocimum 

basilicum - Terraflor lote 20027), óleo essencial de citronela (Cymbopogon 

winterianus – Ferquima, lote 158), óleo fixo de neem (Azadirachta indica - 

Ribeirão Comercial Agricola Ltda – 0,15% de azadiractina A e 0,12% de 

azadiractina B), eugenol (composto puro - Maquira indústria de produtos 

odontológicos) e d-limoneno (composto puro - Fraction Químicos Fracionados, 

lote 190715/01). 
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2.2.4 Caracterização química dos óleos essenciais e produtos isolados 

Todos os óleos essenciais foram caracterizados por cromatografia gasosa 

para avalição da composição química e pureza.  

A identificação dos compostos químicos presentes em cada óleo 

essencial foi realizada por cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de 

massas (CG-EM), em equipamento com detector seletivo de massa, modelo QP-

PLUS-2010 (Shimadzu) utilizando uma coluna capilar de sílica fundida com fase 

estacionária Rtx-5MS, de 30 m de comprimento e 0,25 mm de diâmetro interno, 

utilizando hélio como gás de arraste. A quantificação e a determinação dos 

índices de retenção (IR) dos compostos presentes nos óleos essenciais foi 

realizada por cromatografia em fase gasosa (CG) em equipamento Shimadzu 

GC-2010 Plus, equipado com detector de ionização de chama (FID)e coluna 

capilar Rtx-5MS, 30 m de comprimento e 0,25 mm de diâmetro interno. O gás de 

arraste utilizado foi o nitrogênio. Em ambas as análises as temperaturas foram 

de 220 °C no injetor e 300 °C no detector e com a temperatura inicial da coluna 

de 60 °C, sendo programada para ter acréscimos de 3 °C a cada minuto, até 

atingir a temperatura máxima de 240 °C (DOS SANTOS et al., 2021). A 

identificação dos compostos foi obtida por comparações dos espectros de 

massas com os existentes no banco de dados do equipamento, com dados da 

literatura pelo índice de retenção (IR) (ADAMS, 2007). 

 

2.2.5 Preparo das emulsões  

Os óleos essenciais e compostos isolados foram diluídos a 2% (v/v) 

usando Tween® 80 PS a 0,05% (v/v) e água destilada sob agitação constante. 

Como testemunha (controle negativo) foi utilizado água e Tween® 80 PS a 

0,05% (v/v). 

 

2.2.6 Bioensaio de suscetibilidade das pragas as emulsões  

Os experimentos foram conduzidos em câmara climatizada (temperatura 

de 25±1 ºC, umidade relativa de 70±10% e fotofase de 14 h).  Foram utilizados 

como alimento discos de dieta artificial. As emulsões foram aplicadas de duas 
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formas: (i) diretamente sobre as lagartas de 2º e 4º instar (contato); (ii) imersão 

do alimento por 5 segundos na emulsão (ingestão/alimentação) seguindo a 

metodologia proposta por de Souza Lima et al. (2015). 

Na aplicação da emulsão sobre as lagartas (contato), cada um dos 

tratamentos foi aplicado sobre 10 indivíduos de S. eridania, separadamente, que 

foram mantidos em placas de Petri (10 x 1,2 cm) sobre discos de papel filtro. Em 

seguida, o alimento foi fornecido as lagartas. Para efetuar as aplicações foi 

utilizado aerógrafo, sendo utilizado um volume de 2 mL para cada repetição dos 

tratamentos.  

No teste de aplicação da emulsão via alimentação, o alimento foi imerso 

durante cinco segundos nos diferentes tratamentos. Posteriormente, os mesmos 

foram colocados sobre papel toalha para secar o excesso de umidade. Em 

seguida, os discos foram acondicionados nas placas de Petri, sobre o papel filtro. 

Dez indivíduos por repetição foram colocados em cada placa.  

 

2.2.7 Análise estatística  

O experimento foi conduzido para lagartas de 2º e 4º ínstares. Cada 

tratamento consistiu de 12 repetições e a mortalidade foi avaliada após 72 h. Foi 

utilizado um delineamento inteiramente casualizado em fatorial duplo (produtos 

× modos de ação). Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA), 

comparando as médias pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. As análises 

foram realizadas no software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).  F1, 

p1 e F2, p2 correspondem aos valores de experimentos 1 e 2. 

 

2.2.8 Bioensaios em casa de vegetação 

2.2.8.1 Cultivo de tomateiro  

Mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum variedade Santa Clara I-

5300) foram plantadas em vasos plásticos com substrato e cultivadas de forma 

orgânica para bioensaios com S. eridania.   

 



46 
 

2.2.8.2 Eficiência de formulações a base de d-limoneno no manejo de 

Spodoptera eridania  

Foram preparadas formulações contendo d-limoneno (2,0%), Tween 80 

(0,05%) e água, combinados com diferentes agentes encapsulantes (Tabela 1). 

As formulações foram pulverizadas em plantas com auxílio de um pulverizador 

(Figura 1-A) e imediatamente distribuídas cinco lagartas de segundo instar em 

cada planta (Figura 1-B), os vasos de planta foram encapados com sacos de 

TNT branco para evitar a fuga das lagartas e permitir que as trocas gasosas 

continuassem ocorrendo (Figura 1-C). Cada tratamento foi composto por seis 

repetições. A mortalidade de lagartas foi avaliada 72 h após a aplicação dos 

formulados, sendo consideradas mortas as lagartas que ao serem tocadas com 

um pincel, não apresentaram movimento. Os dados foram submetidos à análise 

de variância e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

 

Tabela 1. Formulações aplicadas em mudas de tomateiro (Solanum 

lycopersicum variedade Santa Clara I-5300) para manejo de Spodoptera 

eridania. 

Controle 1 (C1) Controle 2 (C2) Controle 3 (C3) Controle 4 (C4) 

Água destilada Água destilada Água destilada Água destilada 

Tween (0,05) Tween (0,05) Tween (0,05) Tween (0,05) 

 
Goma de  
xantana (0,1%) 

Goma de  
guar (0,1%) Maltodextrina (0,1%) 

Formulado 1  
(F1) 

Formulado 2  
(F2) 

Formulado 3  
 (F3) 

Formulado 4 
 (F4) 

D-limoneno (2%) D-limoneno (2%) D-limoneno (2%) D-limoneno (2%) 

Tween (0,05) Tween (0,05) Tween (0,05) Tween (0,05) 

 
Goma de  
xantana (0,1%) 

Goma de  
guar (0,1%) Maltodextrina (0,1%) 
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Figura 1. Pulverização dos formulados a base de d-limoneno para manejo de 

Spodoptera eridania. A) Pulverizador manual utilizado para aplicação das 

formulações. B) Distribuição das lagartas em plantas. C) Vasos encapados com 

sacos de TNT branco para evitar a fuga das lagartas e permitir que as trocas 

gasosas. 

 

2.2.8.3 Efeito residual das formulações em plantas.  

Quando constatado a mortalidade de lagartas após 72h da aplicação das 

formulações, foram liberadas novamente lagartas nas plantas para avaliar o 

efeito residual das formulações.  

 

2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Caracterização química dos óleos essenciais  

 Analisando o perfil cromatográfico dos óleos essenciais testados, 

observou-se a presença do citronellal (78,32%) como composto majoritário de 

eucalipto; α- zingiberene (16,34%) e geranial (12,23%) para gengibre 1,8-cineole 

// eucalyptol (32,00%), canfora (20,48%) e α- pinene (18,73%) para alecrim; 

citronellal (42,52%), geraniol (21,64%) e citronellol (15,72%) para citronela; 

acetato de linalol (65,59%) e linalol (24,00%) para sálvia e linalol (86,24%) para 

manjericão doce (tabela 2).  

 



48 
 

Tabela 2. Perfil cromatográfico dos óleos essenciais testados.  

a NI= Não identificado.  

Óleos essenciais 

Compostos identificados 

Nome comum Nome científico 

Eucalipto Eucalyptus citriodora  Citronellal (78.32), citronellol (9,90), 

isopulegol (7,28), citronellol acetate 

(1,23), Ecaryophyllene (1,21), NIa (0,81) 

Gengibre Zingiber officinale  2-heptanol (0,79), α-pinene (1,64), 

camphene (5,88), myrcene (1,47), β-

phellandrene (5,04), 1,8-

cineole(=eucalyptol) (5,53), minalol 

(0,91), borneol (1,35), α-terpineol (1,06), 

citronellol (1,57), neral (9,06), geraniol 

(1,17), geranial (12.23), NI (10,44), α-

amorfeno (1,00), α-curcumeno (5,02), α-

zingiberene (16.34), α-farnesene (8,97), 

β-sesquiphellandrene (7,22), 

germacrene B (7,22), (E)trans-nerolidol 

(0,64), NI (2,03) 

Alecrim Rosmarinus officinalis α-pinene (18.73), NI (0,88), tricyclene 

(1,06), α-pinene (19,73%), myrcene 

(1,79), camphene (7,00), β-pinene 

(3,37), p-cymene (2,53), 1,8- 

cineole(=eucalyptol) (32,00%), γ-

terpinene (0,52), camphor (20.48%), 

linalool (2,10), isoborneol (2,36), 

terpinen-4-ol (0,76), α-terpineol (2,74), 

geraniol (1,16), isobornyl acetate (1,93), 

NI (0,59%) 

Citronela Cymbopogon winterianus  Limonene (1,03), linalool (0,66), 

isopulegol (0,72), citronellal (42,52), 

citronellol (15,72), geraniol (21,64), 

citronellyl acetate (3,10), geraniol 

acetate (3,33), β-elemene (1,35), NI 

(0,88), Germacrene D (2,09), α-

Muurolene (0,95), γ-cadinene (0,64), δ-

cadinene (2,10), elemol (2,26), NI (1,01) 

Sálvia Salvia sclarea Linalool (24,00), α-Terpineol (3,31), 

Linalool acetate (65,59), Neryl acetate 

(1,43), Geranyl (2,66), (E)-

Caryophyllene (1,72), germacrene D 

(1,30) 

Manjericão doce Ocimum brasilicum Linalool (86.24), α-Pinene (1,05), 

limonene (2,70), (E)-Caryophyllene 

(4,75), α-Humulene (1,80), NI (3,46) 
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2.3.2 Bioensaio de suscetibilidade das pragas as emulsões  

No teste de mortalidade sobre S. eridania na via de exposição por contato, 

apenas o composto isolado eugenol diferiu estatisticamente dos demais 

tratamentos, apresentando mortalidade de 100% no 2º instar da praga (F=63,64; 

p<0,01). Na exposição por ingestão, os compostos isolados eugenol e d-

limoneno, e os óleos essenciais de eucalipto e manjericão doce diferiram-se da 

testemunha (F1=83,0615; p1<0,01; F2= 80,8976; p2<0,01). Entretanto, o 

composto isolado d-limoneno diferiu dos demais tratamentos apresentando 

mortalidade superior de 96,7%. O composto isolado eugenol possui maior ação 

na via de exposição por contato, enquanto os óleos essenciais de eucalipto, 

manjericão doce e o composto isolado d-limoneno possuem maior eficiência na 

via de exposição por ingestão (tabela 2). No 4º instar larval, os óleos e compostos 

isolados testados não apresentam efeito na mortalidade de S. eridania (F1=0,0; 

p1=0,0) (tabela 3).  

 

Tabela 3. Mortalidade (± erro padrão) de Spodoptera eridania sob duas vias de 

exposição (contato e ingestão) submetidos a aplicações de óleos essenciais e 

compostos majoritários no 2º instar larval. 

Tratamentos 
 Experimento 1 

 2º instar 
Nome comum Nome científico  Contato Ingestão 

Testemunha Testemunha 0,0±0,0 Ba 0,0±0,0 Ea 

Gengibre Zingiber officinale 0,0±0,0 Ba 6,6±4,2 Ea 

Eucalipto Eucalyptus citriodora 0,0±0,0 Ba 16,0±7,3 Da 

Sálvia  Salvia sclarea 0,0±0,0 Ba 0,0±0,0 Ea 

Alecrim  Rosmarinus officinalis 0,0±0,0 Ba 0,0±0,0 Ea 

Manjericão Ocimum basilicum 0,0±0,0 Bb 66,7±12,2 Ba 

Citronela  Cymbopogon winterianus 0,0±0,0 Ba 0,0±0,0 Ea 

Graviola Annona muricata 0,0±0,0 Ba 0,0±0,0 Ea 

Neem Azadirachta indica 0,0±0,0 Ba 0,0±0,0 Ea 

D-limoneno  D-limoneno 0,0±0,0 Bb 96,7±3,3 Aa 

Eugenol Eugenol 100,0±0,0 Aa 36,7±6,1 Cb 

F interação  63,64 

p-valor  <0,01 

* Médias seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não diferem entre 

si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. 
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2.3.3 Eficiência de formulações a base de d-limoneno sobre Spodoptera 

eridania  

 O formulado composto pela goma guar (F3) e maltodextrina (F4) difeririam 

estatisticamente dos demais tratamentos e do controle (p<005), apresentando 

49,0 e 46,0% de mortalidade, respectivamente (tabela 4).  

 

Tabela 4. Mortalidade (%) de Spodoptera eridania no 2° instar larval, após 

tratamento com diferentes formulações de d-limoneno. 

Formulações¹ Mortalidade (%) 

Controle 1 0,0 ± 0,0 a 

Controle 2  0,0 ± 0,0 a 

Controle 3 0,0 ± 0,0 a 

Controle 4 0,0 ± 0,0 a 

Formulado 1 0,0 ± 0,0 a 

Formulado 2 17,0% ± 5,3 a 

Formulado 3 49,0 ± 8,5 b 

Formulado 4 46,0 ± 12,6 b 

p-valor <0,05 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo 

Teste de Tukey. ¹Controle 1 = água destilada + Tween (0,05%); Controle 2 = água destilada + 

Tween (0,05%) + goma de xantana (0,1%); Controle 3 = água destilada + Tween (0,05%) + goma 

guar (0,1%); Controle 4 = água destilada + Tween (0,05%) + maltodextrina (0,1%); formulado 1= 

d-limoneno (2%) + Tween (0,05%); formulado 2 = d-limoneno (2%) + Tween (0,05%) + Goma de 

xantana (0,1%);  formulado 3= d-limoneno (2%) + Tween (0,05) + Goma guar (0,1%); e formulado 

4 = d-limoneno (2%) + Tween (0,05%) + maltodextrina (0,1%). 

 

2.3.4 Efeito residual das formulações a base de d-limoneno sobre 

Spodoptera eridania  

No tratamento composto pelo agente encapsulante goma guar (F3) e 

maltodextrina (F4), foi comprovado mortalidade das lagartas no prazo de 72h e, 

portanto, foram liberados novamente lagartas de S. eridania para avaliar o efeito 

residual do formulado. Entretanto, não foi constatado mortalidade, evidenciando 

que o formulado não possui efeito residual após 72h de aplicação.  
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2.4 DISCUSSÃO 

Os óleos e compostos isolados matam lagartas S. eridania, com destaque 

para os compostos isolados e óleo de manjericão doce (S. sclarea). Entretanto, 

é importante observar o perfil cromatográfico dos óleos essenciais, pois podem 

apresentar variabilidade no teor e na composição química, visto que os óleos 

essenciais são produzidos por organismos vivos, sujeitos a várias alterações, o 

que pode ser a razão da variação da resposta do inseto a um mesmo óleo 

essencial (SODEIFIAN; SAJADIAN; ARDESTANI, 2016).  

A variabilidade no teor e na composição química dos óleos essenciais são 

determinados por caracteres genéticos e podem ser influenciados por diferentes 

fatores, como tipo de solo, temperatura, estação do ano, luminosidade, idade, 

estágio de desenvolvimento da planta, disponibilidade de nutrientes, 

disponibilidade de água no solo, e técnicas de colheita (época e horário de 

coleta), alterando significativamente a produção dos metabólitos secundários 

(MORAIS, 2009; MORAIS; CASTANHA, 2012; SODEIFIAN; SAJADIAN; 

ARDESTANI, 2016; KNUDSEN et al., 2006; ZITO; DÖTTERL; SAJEVA, 2015). 

Todas as modificações metabólicas ocasionadas refletem no teor, na 

composição química e no rendimento dos óleos, podendo influenciar diretamente 

nos resultados de testes sobre o organismo alvo (KOUL et al., 2013; OLIVEIRA 

et al., 2018). Portanto, pode-se observar divergência entre resultados 

provenientes de ensaios realizados com as mesmas espécies vegetais e 

patógenos. Sendo assim, é importante realizar a análise química dos óleos 

essenciais avaliados, para obter a sua caracterização fitoquímica, favorecendo 

o conhecimento de qual o composto majoritário do óleo essencial, bem como a 

composição química como um todo, responsável por conferir a sua ação sobre 

determinada praga.  

A elevada mortalidade na via de exposição por contato pelo composto 

puro eugenol, que se destaca como o maior componente (70–90 %) do óleo 

essencial extraído do cravo-da-índia (Eugenia caryophyllata), pode ser atribuída 

ao efeito inseticida de contato de ação rápida que esse composto produz, com 

efeito conhecido em uma ampla variedade de artrópodes pragas (ISMAN, 2006; 

DAYAN et al., 2009; MEDEIROS et al., 2013; QUEIROZ et al., 2015; SHARMA 

et al., 2017; BAKER; GRANT, 2017; GONZÁLEZ ARMIJOS et al., 2019). Estudos 
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indicam que este fenol penetra na cutícula e tem como alvo funções vitais da 

fisiologia do inseto (por exemplo, funções de receptores de octopamina e canais 

de potencial receptor transiente- TRP), o que pode levar à interrupção da 

sinalização do sistema nervoso (PRICE; BERRY, 2006; BAKER; GRANT, 2017). 

Dentre os óleos e compostos isolados testados na via de exposição por 

alimentação, o destaque foi obtido pelo composto puro d-limoneno. Esse 

composto é um monoterpeno e apresenta-se como composto majoritário em óleo 

essencial de citrus (MARTINS et al., 2017; PALMA et al., 2019). Possui 

propriedades fungicidas e inseticidas, apresentando-se como potencial no 

desenvolvimento de pesticidas naturais (UMAGILIYAGE et al., 2017). O d-

limoneno é relatado como inibidor da enzima acetilcolinesterase, promovendo a 

morte do inseto (SOUZA et al., 2012). Mesmo diante da efetividade do d-

limoneno no presente estudo, existem estudos que indicam maior efetividade do 

óleo essencial de citrus na mortalidade de insetos quando comparado ao 

composto puro d-limoneno puro. A maior efetividade ocorre porque as interações 

entre os compostos majoritários e os compostos em menores concentrações de 

um óleo essencial são complexas e podem afetar as características e a 

toxicidade de um óleo essencial de acordo com a praga em questão (RATTAN, 

2010; MARTINS et al., 2017).  

A eficiência das formulações a base de d-limoneno compostas pelos 

agentes encapsulantes em comparação a formulação com a ausência desses 

compostos, se deve ao fato de que o encapsulamento de inseticidas se baseia 

na adição de agentes ativos dentro de um glóbulo, podendo aumentar a 

mortalidade da praga em comparação com pesticidas convencionais, devido à 

capacidade de evitar a degradação precoce dos ingredientes ativos submetidos 

a condições adversas (KAH et al., 2018). Esses agentes reduzem à deriva no 

momento da aplicação das formulações e perdas por volatilização 

(ATHANASSIOU et al., 2018).  

A Goma guar é um polímero natural hidrossolúvel utilizado na preparação 

de comprimidos matriciais de liberação controlada, que atua na formação de uma 

barreira difusional e apresenta baixo custo. Sua combinação criteriosa de 

polímeros pode constituir a matriz de um sistema de liberação de fármacos muito 

promissor, que fornece um efeito prolongado e uma biodisponibilidade mais 
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equilibrada (SRIVASTAVA et al., 2010), essas propriedades do polímero são 

uma boa alternativa para serem utilizadas, como agente encapsulador na 

agricultura. Já a maltodextrina é um amido hidrolisado com aroma e sabor 

neutro, com capacidade de formar película ao redor de gotículas de emulsões 

(UEKANE et al., 2016). Um estudo realizado por de Araujo et al. (2020) indicou 

que microesferas de óleo de laranja (Citrus sinensis) formuladas apenas com 

maltodextrina apresentaram superfícies mais regulares, boa estabilidade térmica 

e propriedade antioxidante, prolongando a estabilidade da formulação, atuando 

proteção do óleo contra fatores ambientais e tempo de armazenamento 

prolongado.   

 

2.5 CONCLUSÃO 

O uso de óleos essenciais e compostos isolados são potenciais para 

serem utilizados no manejo de S. eridania, com ênfase nos compostos eugenol 

e d-limoneno e formulação a base do composto d-limoneno em associação com 

agentes encapsulantes (goma guar e maltodextrina) melhoram a eficiência do 

composto resultando em maior efetividade no manejo de S. eridania.  
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3 CAPÍTULO III 

Compatibilidade de Hetorhabditis amazonensis e Steinernema rarum com 

óleos essenciais, fixos e compostos isolados 

 

RESUMO 

A utilização de óleos essenciais, fixos e compostos isolados tem sido relatada 

no manejo de pragas, porém, a ação desses óleos em organismos considerados 

não alvo é pouco conhecida. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos 

óleos essenciais de eucalipto (Eucalyptus citriodora), alecrim (Rosmarinus 

officinalis), sálvia (Salvia sclarea), manjericão doce (Ocimum basilicum), 

citronela (Cymbopogon winterianus), gengibre (Zingiber officinale Roscoe), dos 

óleos fixos de neem (Azadirachta indica) e graviola (Annona muricata) e dos 

compostos isolados eugenol e d-limoneno, na toxicidade, mobilidade e 

infectividade de nematoides entomopatogênicos (NEPs). Os óleos foram diluídos 

a 1% (v/v) em água e Tween® 80 PS a 0,05% (v/v) e utilizado água+ Tween® 

no tratamento controle. No teste de mortalidade, 2 mL de solução, contendo 50 

µL (15 Jis) da suspensão de nematoides, 20 µL de solução de óleo/compostos 

isolados com Tween 80 e 1930 µL de água, foram colocados em recipientes 

plásticos. Após quatro dias, foi contabilizado o número de juvenis mortos. No 

bioensaio de comportamento dos NEPs, foi analisado a frequência de batidas 

laterais do corpo dos juvenis infectantes em meio líquido, após contato com os 

tratamentos. No teste de infectividade os juvenis foram lavados após contato 

com os tratamentos e aplicados em larvas de 2º instar de Spodoptera eridania. 

Todos os óleos e compostos isolados resultaram em mortalidade de 

Hetorhabditis amazonensis e Steinernema rarum, destacando o óleo de 

manjericão doce (O. basilicum) e o composto isolado eugenol para H. 

amazonensis e manjericão (O. basilicum), eucalipto (E. citriodora), gengibre (Z. 

officinale), salvia (S. sclarea) e o composto isolado eugenol para S. rarum. Houve 

redução do número de batidas laterais de H. amazonensis e S. rarum para todos 

os tratamentos, com exceção do óleo de citronela para H. amazonensis e de 

graviola (A. muricata) para S. rarum. A infectividade de H. amazonenis e S. rarum 

sobre S. eridania foi reduzida quando expostos aos óleos e compostos 

majoritários testados, com exceção do composto isolado d-limoneno para ambas 
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as espécies, graviola para H. amazonenis e alecrim para S. rarum, sendo estes 

classificados como não tóxicos para as espécies testadas.  

 

Palavras chave: Controle biológico. Nematoides Entomopatogênicos. 

Bioinseticidas. Mortalidade. Comportamento. Infecção.  
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Compatibility of Hetorhabditis amazonensis and Steinernema rarum with 

essential oils, fixed and isolated compounds 

 

ABSTRACT 

The use of essential oils, fixed and isolated compounds has been reported in pest 

management, however, the action of these oils on non-target organisms is little 

known. The objective of this work was to evaluate the effect of essential oils of 

eucalyptus (Eucalyptus citriodora), rosemary (Rosmarinus officinalis), sage 

(Salvia sclarea), sweet basil (Ocimum basilicum), citronella (Cymbopogon 

winterianus), ginger (Zingiber officinale), of fixed oils of neem (Azadirachta indica) 

and graviola (Annona muricata) and isolated compounds eugenol and d-

limonene, on the toxicity, mobility and infectivity of entomopathogenic nematodes 

(EPNs). The oils were diluted at 1% (v/v) in water and Tween® 80 PS at 0.05% 

(v/v) and water + Tween® was used in the control treatment. In the mortality test, 

2 mL of solution, containing 50 µL (15 µL) of the nematode suspension, 20 µL of 

oil solution/compounds isolated with Tween 80 and 1930 µL of water, were placed 

in plastic containers. After four days, the number of dead juveniles was counted. 

In the behavior bioassay of EPNs, the frequency of lateral body blows of infective 

juveniles in liquid medium, after contact with the treatments, was analyzed. In the 

infectivity test, the juveniles were washed after contact with the treatments and 

applied to 2nd instar larvae of Spodoptera eridania. All oils and isolated 

compounds resulted in mortality of Hetorhabditis amazonensis and Steinernema 

rarum, highlighting sweet basil oil (O. basilicum) and the isolated compound 

eugenol for H. amazonensis and basil (O. basilicum), eucalyptus (E. citriodora) , 

ginger (Z. officinale), sage (S. sclarea) and the isolated compound eugenol for S. 

rarum. There was a reduction in the number of side hits for H. amazonensis and 

S. rarum for all treatments, with the exception of citronella oil for H. amazonensis 

and soursop oil (A. muricata) for S. rarum. The infectivity of H. amazonenis and 

S. rarum on S. eridania was reduced when exposed to the oils and major 

compounds tested, with the exception of the isolated compound d-limonene for 

both species, soursop for H. amazonenis and rosemary for S. rarum, being these 

classified as non-toxic for the tested species. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

O emprego de bioinseticidas a base de óleos e extrato de plantas tem-se 

destacado, devido a suas características, como as propriedades toxicológicas 

contra diversas espécies de insetos, e a redução do risco de resistência cruzada 

graças a complexa estrutura química dos constituintes dos óleos e a rápida 

degradação comparado aos inseticidas sintéticos, causando menos danos à 

saúde humana e ao meio ambiente (PAVELA, 2018; GHABBARI et al., 2018; 

SOUZA; VIEIRA; NEVES, 2019).  

Estudo relatando a eficiência dos óleos e compostos isolados no manejo 

de organismos nocivos, como por exemplo nematoides fitoparasitas, pragas 

agrícolas e florestais são frequentes. No entanto, a ação dos óleos e compostos 

isolados sobre organismos não alvos, como por exemplo parasitoides, 

predadores e nematoides entomopatogênicos (NEPs) deve ser estudada. Os 

NEPs são nematoides benéficos que atuam no controle biológico de diversas 

pragas (RAE et al., 2007; DAMASCENA et al., 2019; HORTA et al., 2021). Esses 

organismos possuem alguns atributos como curto ciclo de vida e ampla gama de 

hospedeiros; ambientalmente seguro e persistência no ambiente, que os 

colocam como potenciais agentes no controle biológico de pragas 

(DAMASCENA et al., 2020). São parasitas obrigatórios e possuem relação 

simbiótica com bactérias do gênero Xenorhabdus para Steinernema e 

Photorhabdus para Heterorhabditis, capazes de infectar e matar o hospedeiro 

(BATALLA-CARRERA; MORTON; GARCIA-DEL-PINO, 2016). 

Considerando a existência de estudos avaliando a eficiência de óleos e 

compostos isolados no manejo de pragas, e a falta de informações sobre a ação 

dos óleos em organismos não alvo, o objetivo deste trabalho é avaliar a 

mortalidade, infectividade e comportamento de nematoides entomopatogênicos 

das espécies Hetorhabditis amazonensis (Rhabditida: Heterorhabditidae) e 

Steinernema rarum (Rhabdita: Steinernematidae) sob exposição de óleos 

essenciais, fixos e compostos majoritários.  

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no Núcleo de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico em Manejo Fitossanitário de Pragas e Doenças 
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(NUDEMAFI), localizado no Centro de Ciências Agrárias e Engenharias da 

Universidade Federal do Espírito Santo (CCAE-UFES). A extração e 

caracterização dos óleos foram realizadas no Laboratório de Fitoquímica e 

Catálise do Instituto Federal do Espírito Santo (IFES) - Campus de Alegre. 

 

3.2.1 Obtenção e multiplicação dos nematoides entomopatogênicos 

As populações de NEPs foram obtidas da Coleção de Nematoides 

Entomopatogênicos do Banco do Instituto Biológico de Campinas, São Paulo, 

Brasil e multiplicadas no laboratório de Entomologia do CCAE-UFES. Os juvenis 

infectantes (JIs) de H. amazonensis isolado IBCB 10 e S. rarum isolado PAM 25 

foram multiplicados em larvas de Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: 

Tenebrionidae). Foram utilizadas 10 larvas de T. molitor por placa de Petri (9 cm 

de diâmetro) revestidas com papel de filtro umedecido com uma suspensão de 

1 mL contendo JIs de nematoides à concentração de 500 JIs/cm². As larvas 

mortas foram transferidas para armadilhas de White (WHITE, 1927) (Figura 1) e 

armazenadas em câmara incubadora (B.O.D.) a 25 °C. Após 11 dias, os JIs 

foram coletados e acondicionados em recipientes plásticos contendo água 

destilada, e armazenados em câmaras climatizadas a temperatura de 18 °C, 

70% de HR. Os JIs foram usados até 48h após a coleta. 

 

 

Figura 1. Armadilha do tipo White para coleta de juvenis infectantes (JI) dos 

nematoides entomopatogênicos (NEPs).  
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3.2.1 Manutenção e multiplicação dos insetos  

3.2.1.1 Criação de Tenebrio molitor  

Larvas de T. molitor foram obtidas da criação estoque mantida no 

laboratório de Entomologia do NUDEMAFI (CCAE-UFES), mantidas em 

bandejas plásticas de 39,3 x 59,5 x 7,0cm  e alimentadas com farelo de trigo 

(ZAMPERLINI et al., 1992). 

 

3.2.1.2 Criação de Spodoptera eridania 

As lagartas recém-emergidas de S. eridania foram acondicionadas em 

potes plásticos (20 cm x 40 cm x 12 cm altura) com tampa possuindo uma 

abertura, fechada com tecido microtuler. Com o crescimento das lagartas e a 

perda de hábito gregário que acaba no segundo instar, estas lagartas foram 

repicadas em novos potes até atingir um stand final de 100 lagartas por pote. As 

lagartas foram alimentadas com dieta artificial adaptada (GREENE; LEPPLA; 

DICKERSON, 1976), constituída por 125 g de feijão, 62,4 g de levedo de cerveja, 

100 g de gérmen de trigo, 100 g de proteína de soja, 50 g de caseína, 35 g de 

ágar, 5 g de nipagin, 6 g de ácido ascórbico, 3 g de ácido sórbico, 6 mL de formol 

em 40% e 10 g de solução vitamínica (niacinamida, pantotenato de cálcio, 

tiamina, riboflavina, piridoxina, ácido fólico, biotina e vitamina B12), suficiente 

para a alimentação de 24 horas. Quando as lagartas atingiam a fase de pre-

pupa, foram individualizadas em potes (10 cm de diâmetro x 7 cm de altura) com 

tampas perfuradas e tampadas com tecido microtuler, forradas com ¼ de folha 

de papel formato A4. Estes potes receberam 1 cm³ de dieta descrita acima e 7 

lagartas, que permaneceram no recipiente até a fase de pupa. Estas foram 

coletadas e acondicionadas em placas de plástico tipo Gerbox® (6 cm de 

diâmetro x 1,5 cm de altura) até a emergência dos adultos, que foram destinados 

a uma gaiola de acrílico (80 cm x 80 cm x 70 cm), permanecendo nesta condição 

por 48 horas, e posteriormente transferidos para gaiolas de PVC (20 cm de 

diâmetro x 25 cm de altura) revestidos internamente com folha de papel branco. 

A extremidade superior fechada com tecido do tipo “voil” e a inferior fechada com 

uma placa quadrada de isopor (25 cm de lado x 3 cm de espessura), contendo 

solução de mel em 10% (m/v) como substrato alimentar, por meio de algodão 
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embebido de solução em frasco de vidro (5 mL). As folhas de papel, contendo 

as posturas foram recortadas e as massas de ovos acondicionadas em placas 

de plástico tipo Gerbox® (6 cm de diâmetro x 1,5 cm de altura), mantidas em 

condições controladas (25 ± 1 ºC, UR de 70 ± 10% e fotofase de 12h), até a 

emergência das lagartas.  

 

3.2.2 Obtenção e produção dos óleos e compostos isolados  

Foram utilizados os óleos essenciais de eucalipto (Eucalyptus citriodora, 

Ferquima lote 114), alecrim (Rosmarinus officinalis - Destilaria Bauru lote DBKT-

ALIP1218/312), sálvia (Salvia sclarea - Ferquima  lote 227), manjericão doce 

(Ocimum basilicum - Terraflor lote 20027), citronela (Cymbopogon winterianus – 

Ferquima, lote 158), óleo fixo de neem (Azadirachta indica - Ribeirão Comercial 

Agricola Ltda – 0,15% de azadiractina A e 0,12% de azadiractina B), e os 

compostos isolados eugenol (composto isolado - Maquira indústria de produtos 

odontológicos) e d-limoneno (composto isolado - Fraction Químicos 

Fracionados, lote 190715/01), obtidos no comércio por compras e não sofreram 

nenhum tratamento. 

O óleo de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) foi obtido por 

hidrodestilação da raiz “in natura”. O gengibre foi cortado em pequenas porções 

de ± 300 g, e submetidos a hidrodestilação em triplicata. Cada material foi 

colocado em um balão de dois litros e adicionado 500 mL de água destilada, que 

foi acoplado ao Clevenger e submetido a aquecimento. Dessa forma, a 

hidrodestilação da atmosfera foi realizada, por três horas consecutivas (DOS 

SANTOS et al., 2021). Após três horas, o hidrolato (óleo essencial e água) foi 

coletado e separado por centrifugação e transferido para um eppendorf e 

guardado em um freezer a temperatura de 0 °C.  

Para obtenção do óleo de graviola (Annona muricata Linn), foi pesado 400 

g de resíduo de graviola, separando-se as sementes e secando em estufa de 

circulação forçada de ar (MARCONI, modelo MA 035/5) a 55 °C por 72h. As 

cascas foram retiradas manualmente das sementes. O conteúdo foi armazenado 

em freezer a – 20 °C para análise centesimal e extração do óleo. A extração foi 

realizada via extrusão (DE LIMA SOUZA et al., 2021). Pesou-se 100 g de 

sementes e a extração do óleo realizada pelo Extrator de Óleo Gourmet (HOME 
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UP, modelo MQO 001). A fração lipídica foi transferida para tubos Falcon e 

centrifugada a 2500rpm por cinco minutos. O volume final do óleo foi medido e 

o rendimento calculado.  

 

3.2.3 Toxicidade de óleos e compostos isolados a nematoides 

entomopatogênicos  

Para a avaliação do efeito tóxico dos óleos/compostos majoritários sobre 

os nematoides entomopatogênicos, os óleos essenciais, fixos e compostos 

isolados foram diluídos a 1% (v/v) seguindo a metodologia de Barua et al. (2020). 

Como testemunha foi utilizado água e Tween® 80 PS a 0,05% (v/v).  

As suspensões contendo nematoides foram preparadas através da 

contagem em triplicata do número de juvenis presentes em uma alíquota, 

estimando para que 15 juvenis infectantes estivesse em 50µL. Portanto, dois mL 

de solução, contendo 50 µL da suspensão de nematoides, 20 µL de solução de 

óleo/compostos isolados com Tween® 80 e 1930 µL de água, foram colocados 

em recipientes plásticos (3,5cm Ø). Os recipientes foram colocados em câmaras 

climatizadas em temperatura de 20 ± 1 °C e UR de 70 ± 10%.  

A avaliação da toxidade foi realizada após quatro dias, por meio de 

contagem e observação, o número de juvenis mortos. Foi considerado morto, o 

indivíduo com o corpo estendido/reto após o estímulo com estilete, e vivo o 

indivíduo que movimentava após o estímulo com estilete de acordo com a 

metodologia de Barua et al. (2020).  

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial (10 x 2) com dez óleos e testemunha e duas espécies de nematoides 

entomopatogênicos (H. amazonensis e S. rarum) com 10 repetições. Os dados 

foram submetidos à análise de variância, as médias comparadas pelo teste de 

Scott Knott a 5% de probabilidade no software estatístico R (pacote ExDes.pt) 

(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019). 
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3.2.4 Mobilidade de nematoides entomopatogênicos submetidos à 

aplicação de óleos e compostos isolados  

Para avaliar o efeito dos óleos na mobilidade de H. amazonenis e R. 

rarum, foi seguido a metodologia proposta por Sleigh (2010), analisando-se a 

frequência de batidas laterais do corpo dos juvenis infectantes em meio líquido.  

Soluções contendo os juvenis infectantes e os óleos/compostos isolados 

foram preparadas semelhantemente ao teste de mortalidade. As soluções foram 

colocadas em recipientes plásticos e, no mesmo instante, sob microscópio 

estereoscópio, foi contabilizado o número de batidas laterais para três 

nematoides selecionados aleatoriamente durante um minuto nos três respectivos 

tempos: 0, 30 e 60 minutos.  

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial (11 x 3), com dez óleos e testemunha e três tempos, com 3 repetições 

para cada tempo. Os dados foram submetidos à análise de variância, as médias 

comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade no software 

estatístico R (pacote ExDes.pt) (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019). 

 

3.2.5 Infectividade de nematoides entomopatogênicos em larvas de 

Spodoptera eridania submetidos à aplicação de óleos essenciais, fixos e 

compostos isolados  

Para verificar o número de juvenis infectantes de cada espécie de 

nematoide entomopatogênico a ser utilizado no manejo de Spodoptera eridania 

(Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae), foram adicionados 2mL da suspensão 

contendo JIs de 48h sobre 1 lagarta de S. eridania, variando conforme as 

concentrações de 0, 25, 50, 100, 150, 200, 300, 400 JI/inseto e para a 

testemunha foi adicionado 2mL de água destilada. As lagartas foram mantidas 

em câmara incubadora (B.O.D.) a temperatura de 25 ºC e 70% UR. As 

avaliações de mortalidade foram realizadas oito dias após a inoculação do 

nematoide. Constatada a mortalidade, os cadáveres foram transferidos 

individualmente para a armadilha de White (White, 1927), para verificar a 

emergência dos nematoides. O experimento foi conduzido em delineamento 

inteiramente casualizado, com 8 tratamentos e 10 repetições. Os dados obtidos 



69 
 

foram avaliados através do software estatístico SISVAR 5.6 e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância (FERREIRA, 2015).  

Para verificar a infetividade de H. amazonensis e S. rarum após o contato 

com óleos e compostos isolados, utilizou-se lagartas de 2º instar de S. eridania. 

10 mL de suspensão contendo os juvenis infectantes (concentração previamente 

determinada) e dois mL de solução de óleos/compostos isolados e Tween 80, 

foram colocados em tubos de vidro (2,5x 8,5cm), e mantidos à temperatura de 

16 °C±1 °C e UR de 60 ± 10% por 30 minutos. Após esse tempo, o sobrenadante 

(3mL) foi retirado e adicionado 3mL de água destilada com o intuito de remover 

o resíduo de óleo e/ou composto isolado, de acordo com a metodologia de 

Özdemir et al. (2020). Foi realizado três vezes o mesmo procedimento, para 

garantia da eliminação do resíduo do óleo e/ou composto isolado. 

Posteriormente, foi retirado dessa suspensão uma alíquota contendo 400 JI 

infectantes dos respectivos nematoides. Foi realizado a contagem tripla de 

amostras de 20µL, e colocado em recipientes plásticos (3,5cm Ø) contendo 

papel filtro, dieta artificial e uma larva de 2º instar de S. eridania.  

As avaliações foram realizadas após oito dias, através da observação das 

larvas mortas e posteriormente as larvas foram transferidas individualmente para 

a armadilha de White (WHITE, 1927), para confirmação da mortalidade por 

NEPs.  

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 10 

repetições. A mortalidade foi corrigida através da fórmula de Abbott (1925) e os 

dados foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e as médias 

comparadas pelo teste de Dunn a 5% de probabilidade no software estatístico R 

(pacote ExDes.pt) (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019). Foi calculado a 

redução de infectividade com base na fórmula: Red (%) = (1 – It/Ic) x 100, em 

que It correspondeu à mortalidade nos tratamentos e Ic a mortalidade na 

testemunha (PETERS; POULLOT, 2004) e os produtos classificados quanto a 

seletividade baseada no guia IOBC, recebendo as classificações: (1) não tóxicos 

(< 30%), (2) pouco tóxicos (30-79%), (3) moderadamente tóxicos (80-99%) e (4) 

tóxicos (>99%).  

 

A C 
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Toxicidade de óleos e compostos isolados a nematoides 

entomopatogênicos  

Todos os óleos e compostos isolados resultaram em mortalidade de H. 

amazonensis e S. rarum. Para H. amazonensis, manjericão doce (O. basilicum) 

e o composto isolado eugenol apresentaram as maiores mortalidades, com 

92,41 ± 9,88% e 100 ± 0,00% respectivamente, diferindo dos demais 

tratamentos. As maiores mortalidades de S. rarum, foram pelos óleos de 

manjericão (O. basilicum), eucalipto (E. citriodora), gengibre (Z. officinale), salvia 

(S. sclarea) e para o composto isolado eugenol, diferindo estaticamente dos 

demais óleos e compostos isolados. Para a maioria dos produtos não houve 

diferença na mortalidade entre as espécies, com exceção do óleo de eucalipto 

(E. citriodora) que a mortalidade foi superior para a espécie S. rarum (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Mortalidade corrigida (%) (± erro padrão) de Heterorhabditis 

amazonensis e Steinernema rarum submetidos à aplicação de óleos essenciais, 

fixos e compostos isolados em laboratório (25±2°C, umidade relativa de 

60±10%). 

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre 

si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância.  

 

Tratamentos 
Heterorhabditis amazonensis Steinernema rarum 

Nome científico Nome comum 

D-limoneno D-limoneno 62,50±5,00 Ac 63,89±3,5 Ab 

Eugenol Eugenol 100,00±0,00 Aa 100,00±0,00 Aa 

Ocimum basilicum Manjericão doce   92,41±3,12 Aa 87,22±4,06 Aa 

Eucalyptus citriodora Eucalipto 67,86±3,24 Bc 86,11±3,44 Aa 

Zingiber officinale Gengibre 82,59±3,67 Ab 84,44±3,30 Aa 

Salvia sclarea Sávia 80,36±3,27 Ab 74,44±4,55 Aa 

Rosmarinus officinalis Alecrim 57,59±5,59 Ac 53,89±5,73 Ab 

Cymbopogon winterianus Citronela 69,65±4,03 Ac 57,78±6,37 Ab 

Azadirachta indica Neem 58,48±6,92 Ac 66,67±9,11 Ab 

Annona muricata Graviola 76,79±4,69 Ab 63,33±4,98 Ab 

F interação  23,54 

p-valor  <0,001 
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3.3.2 Mobilidade de nematoides entomopatogênicos submetidos à 

aplicação de óleos e compostos isolados  

A interação entre os fatores (tratamentos x tempo) foi significativa para a 

espécie H. amazonensis (F = 5,69; p < 0,001). No tempo 0, o menor número de 

batidas laterais corporais de H. amazonensis foi na presença do óleo de 

eucalipto, diferindo dos demais óleos e compostos isolados. No tempo 30 (30 

minutos após), os menores valores de batidas do corpo foram observados para 

o composto isolado eugenol e para os óleos de manjericão (O. basilicum), 

eucalipto (E. citriodora) e alecrim (R. officinalis), diferindo dos demais 

tratamentos. Após 60 minutos, os menores valores de batidas laterais foram 

promovidos pelos mesmos óleos citados anteriormente para o tempo de 30 

minutos (Tabela 2).  

Analisando no decorrer do tempo, houve redução do número de batidas 

laterais de H. amazonensis para todos os óleos, compostos isolados e 

testemunha, com exceção do óleo de citronela (C. winterianus), que manteve o 

número de batidas, não apresentando diferença entre o tempo 0, 30 e 60 minutos 

(Tabela 2).  
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Tabela 2. Número médio de batidas corporais de Heterorhabditis amazonensis 

(± erro padrão) submetidos à aplicação de óleos essenciais, fixos e compostos 

isolados em três intervalos de tempo (0, 30 e 60 minutos), em laboratório (25 ± 

2 °C, umidade relativa de 60 ± 10%). 

Tratamentos Tempo (minutos) 

Nome científico Nome comum 0 30 60 

Testemunha Testemunha 138,44±9,14 Aa 108,00±7,12 Ba 79,67±4,74 Ca 

D-limoneno D-limoneno 99,44±12,62 Ab 52,78±11,12 Bb 28,78±7,41 Cc 

Eugenol Eugenol 73,22±7,76 Ac 1,00±0,60 Bd 0,00±0,00 Bd 

Ocimum basilicum Manjericão  77,22±10,76 Ac 16,22±3,19 Bd 4,00±1,40 Bd 

Eucalyptus citriodora Eucalipto 45,11±7,63 Ad 5,22±1,94 Bd 0,56±0,10 Bd 

Zingiber officinale Gengibre 67,78±9,84 Ac 58,22±3,33 Ab 31,44±8,41 Bc 

Salvia sclarea Sávia 84,33±7,85 Ac 41,00±5,86 Bb 31,67±4,29 Bc 

Rosmarinus officinalis Alecrim 79,78±7,47 Ac 3,11±2,10 Bd 0,00±0,00 Bd 

Cymbopogon winterianus       Citronela 77,11±9,62 Ac 65,22±9,07 Ab 77,67±5,61 Aa 

Azadirachta indica Neem 66,56±7,74 Ac 33,22±5,63 Bc 25,11±3,97 Bc 

Annona muricata Graviola 80,11±7,68 Ab 60,11±4,36 Bb 40,78±2,75 Cb 

F interação  5,69 

p-valor  <0,001 

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre 

si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância.  

 

Para S. rarum, a interação entre os fatores (tratamentos x tempo) foi 

significativa (F = 10,12; p < 0,001). No tempo 0, o menor número de batidas 

corporais foi observado na presença do óleo de eucalipto (E. citriodora) e salvia 

(S. sclarea). Semelhantemente ao observado para H. amazonensis, no tempo 

30 e no tempo 60, o composto isolado eugenol e os óleos de manjericão (O. 

basilicum), eucalipto (E. citriodora) e alecrim (R. officinalis) resultaram em 

menores valores de batidas laterais de corpo de S. rarum. No tempo 60, o 

número de batidas laterais de S. rarum foi de 0,00 para eugenol, 1,44 para 

manjericão (O. basilicum), 5,78 para eucalipto (E. citriodora), e 0,00 para o óleo 

de alecrim (R. officinalis).  

Analisando ao longo do tempo, observou-se redução no número de 

batidas laterais para todos os óleos, compostos isolados e para a testemunha, 
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com exceção do óleo de graviola (A. muricata) que não apresentou diferença 

estatística no decorrer do tempo (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Número médio de batidas corporais de Steinernema rarum (± erro 

padrão) submetidos à aplicação de óleos essenciais, fixos e compostos isolados 

em três intervalos de tempo (0, 30 e 60 minutos), em laboratório (25 ± 2 °C, 

umidade relativa de 60 ± 10%). 

Tratamentos Tempo (minutos) 

Nome científico Nome comum 0 30 60 

Testemunha Testemunha 127,78±10,16 Aa 108,44±7,34 Aa 79,67±4,74 Bb 

D-limoneno D-limoneno 127,00±16,67 Aa 59,11±11,69 Bb 40,44±6,00 Bc 

Eugenol Eugenol 119,22±11,52 Aa 0,56±0.44 Bd 0,00±0,00 Bd 

Ocimum basilicum Manjericão  101,44±10,57 Ab 9,22±4,01 Bd 1,44±0,34 Bd 

Eucalyptus citriodora Eucalipto 43,44±11,33 Ad 7,11±1,47 Bd 5,78±5,65 Bd 

Zingiber officinale Gengibre 98,33±10,85 Ab 90,33±8,31 Aa 26,67±7,82 Bc 

Salvia sclarea Sávia 53,67±10,10 Ad 69,33±6,93 Ab 26,00±4,48 Bc 

Rosmarinus officinalis Alecrim 73,33±5,51 Ac 1,89±7,78 Bd 0,00±0,00 Bd 

Cymbopogon winterianus       Citronela 76,78±5,51 Ac 27,00±5,52 Bc 42,11±6,01 Bc 

Azadirachta indica Neem 95,33±3,09 Ab 27,67±3,09 Bc 20,33±4,37 Bc 

Annona muricata Graviola 124,33±8,53 Aa 112,33±9,43 Aa 120,00±6,43 Aa 

F interação  10,12 

p-valor  <0,001 

*Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre 

si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância.  

 

3.3.3 Infectividade de nematoides entomopatogênicos em larvas de 

Spodoptera eridania submetidos à aplicação de óleos essenciais, fixos e 

compostos isolados  

O número de juvenis infectantes necessários para matar 80% das lagartas 

de 4º instar de S. eridania foi de 400JI/inseto para de H. amazonenses e de 100 

JI/inseto para S. rarum. 
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Tabela 4. Mortalidade de Spodoptera eridania pelos nematoides 

entomopatogênicos Hetorhabditis amazonensis e Steinernema rarum em 

diferentes concentrações.  

Concentração 
Mortalidade (%) 

Heterorhabditis amazonensis Steinernema rarum 

0 0,0±0,0    a 0,0±0,0    a 

25 0,0±0,0    a 60,0±4,5  ab 

50 20,0±4,5    a 60,0±4,5  ab 

100 20,0±4,5    a 80,0±14,1    b 

150 20,0±4,5    a 80,0±14,1    b 

200 20,0±4,5    a 80,0±14,1    b 

300    60,0±10,1 ab 80,0±14,1    b 

400 80,0±17,2    b 100,0±0,0    b 

p-valor <0,001 <0,001 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo 

teste de Tukey (p<0,05).  

 

A infectividade de H. amazonenis reduziu quando exposto aos óleos e 

compostos majoritários testados, com exceção do composto isolado d-limoneno 

e o óleo de graviola (A. muricata) que não diferiram estatisticamente da 

testemunha. Não houve infectividade de H. amazonensis quando exposto ao 

composto majoritário eugenol (0,0%) (Tabela 5).  

Para S. rarum, o composto majoritário d-limoneno e o óleo de alecrim (R. 

officinalis) não diferiram da testemunha, indicando que a infectividade de S. 

rarum não foi reduzida. S. rarum não infectou S. eridania quando exposto ao 

composto majoritário eugenol e o óleo de citronela (C. winterianus) (Tabela 6).  
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Tabela 5. Infectividade de Hetorhabditis amazonensis em Spodoptera eridania submetidos à aplicação de óleos essenciais, fixos e 1 

compostos majoritários em laboratório sob temperatura de 25 ± 2 °C e umidade de 60 ± 10%. 2 

3 

Óleos 1% Testemunha D-limoneno Eugenol Manjericão Eucalipto Gengibre Salvia Alecrim Citronela Nim Graviola 

D-limoneno 0.5000 - - - - - - - - - - 

Eugenol 0.0000* 0.0000* - - - - - - - - - 

Manjericão 0.0026* 0.0006* 0.0001* - - - - - - - - 

Eucalipto 0.0026* 0.0026* 0.0006* 0.3209 - - - - - - - 

Gengibre 0.0026* 0.0026* 0.0314 0.0314 0.0814 - - - - - - 

Sálvia 0.0026* 0.0006* 0.0006* 0.3209 0.5000 0.0814 - - - - - 

Alecrim 0.0026* 0.0006* 0.0006* 0.3209 0.5000 0.0814 0.5000 - - - - 

Citronela 0.0026* 0.0026* 0.0314 0.0314 0.0814 0.5000 0.0814 0.0814 - - - 

Nim 0.0026* 0.0026* 0.0314 0.0314 0.0814 0.5000 0.0814 0.0814 0.5000 - - 

Graviola 0.5000 0.5000 0.0000* 0.0006* 0.0006* 0.0026* 0.0026* 0.0026* 0.0026* 0.0026* - 

Mortalidade (%) 100,0 100,0 0,0 40,0 70,0 40,0 70,0 70,0 

 

40,0 

 

40,0 

 

 

100,0 

Kruskal-Wallis Qui-quadrado           43,61    

Graus de liberdade                            10    

p-valor                          > 0,01    

*alpha = 0.05. Rejeita Ho if p <= alpha/2 de acordo com o teste de Dunn 
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Tabela 6. Infectividade de Steinernema rarum em Spodoptera eridania submetidos à aplicação de óleos essenciais, fixos e 1 

compostos majoritários em laboratório sob temperatura de 25 ± 2 °C e umidade de 60 ± 10%. 2 

3 

Óleos 1% Testemunha D-limoneno Eugenol Manjericão Eucalipto Gengibre Salvia Alecrim Citronela Nim Graviola 

D-limoneno 0.5000 - - - - - - - - - - 

Eugenol 0.0000* 0.0000* - - - - - - - - - 

Manjericão 0.0037*      0.0037*      0.0373 - - - - - - - - 

Eucalipto 0.0037*      0.0037*      0.0373 0.5000 - - - - - - - 

Gengibre 0.0002* 0.0002* 0.1863 0.1863 0.1863 - - - - - - 

Sálvia 0.0002* 0.0002* 0.0037* 0.1863 0.1863 0.0373 - - - - - 

Alecrim 0.0373 0.0373 0.0002* 0.0373 0.0373 0.0037* 0.1863 - - - - 

Citronela 0.0000* 0.0000* 0.5000 0.0373 0.0373 0.1863 0.0037* 0.0002* - - - 

Nim 0.0037* 0.0037* 0.0373 0.5000 0.5000 0.1863 0.1863 0.0373 0.0373 - - 

Graviola 0.0037* 0.0037* 0.0373 0.5000 0.5000 0.1863 0.1863 0.0373 0.0373 0.5000 - 

Mortalidade (%) 100,0 100,0 0,0 40,0 40,0 20,0 60,0 80,0 

 

20,0 

 

40,0 

 

 

60,0 

Kruskal-Wallis Qui-quadrado              48,57    

Graus de liberdade                          10    

p-valor                         m> 0,01    

*alpha = 0.05. Rejeita Ho if p <= alpha/2 de acordo com o teste de Dunn 
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Na classificação da toxicidade em larvas de S. eridania, o composto majoritário 

d-limoneno foi considerado não tóxico para H. amazonensis e S. rarum. O óleo de 

graviola foi classificado como não tóxico para H. amazonensis e o óleo de alecrim 

como não tóxico para S. rarum. O composto isolado eugenol foi considerado tóxico 

par ambas as espécies de NEPs testadas (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Redução da infectividade (Red) de Steinernema rarum e Heterorhabditis 

amazonensis em larvas de Spodoptera eridania após o com óleos essenciais, fixos e 

compostos majoritários e classificação de toxicidade (CT), sob temperatura de 25 ± 2 

°C e umidade de 60 ± 10%. 

1Redução da infectividade: Red (%) = (1 – It/Ic) x 100. ²CT=Classificação toxicológica de acordo com 

IOBC: (1) não tóxicos (< 30%), (2) pouco tóxicos (30-79%), (3) moderadamente tóxicos (80-99%) e (4) 

tóxicos (>99%). 

 

3.4 DISCUSSÃO 

Os óleos essenciais, fixos e compostos isolados testados são tóxicos a H. 

amazonensis e S. rarum. Estudos relatam que óleos e compostos isolados matam 

nematoides parasitas de plantas (GUPTA; SHARMA; NAIK, 2011; CABONI et al., 

2013). Muitos óleos essenciais são conhecidos pela atividade nematicida (NTALLI et 

al., 2011; GUPTA; SHARMA; NAIK, 2011; ELOH et al., 2019) e utilizados no manejo 

de diversas pragas agrícolas e florestais (MC DONNELL et al., 2016; SOUSA et al., 

Tratamentos Heterorhabditis amazonensis Steinernema rarum 

Nome científico Nome comum Red (%)1 CT² Red (%)1 CT² 

Testemunha Testemunha - - - - 

D-limoneno D-limoneno 0,0 1 0,0 1 

Eugenol Eugenol 100,0 4 100,0 4 

Ocimum basilicum Manjericão  60,0 2 60,0 2 

Eucalyptus citriodora Eucalipto 30,0 2 60,0 2 

Zingiber officinale Gengibre 60,0 2 80,0 3 

Salvia sclarea Sávia 30,0 2 40,0 2 

Rosmarinus officinalis Alecrim 30,0 2 20,0 1 

Cymbopogon winterianus Citronela 60,0 2 80,0 3 

Azadirachta indica Neem 60,0 2 60,0 2 

Annona muricata Graviola 0,0 1 40,0 2 
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2017; KLEIN et al., 2020). Verifica-se que os óleos não só matam nematoides 

parasitas de plantas (NPP), como também nematoides benéficos (NEPs). Portanto, 

atenção deve ser dada ao utilizar esses óleos como ferramenta no manejo integrado 

de pragas.  

Manjericão doce (O. basilicum) e o composto isolado eugenol promoveram 

maiores mortalidades de H. amazonensis e os óleos de manjericão (O. basilicum), 

eucalipto (E. citriodora), gengibre (Z. officinale), salvia (S. sclarea) e o composto 

eugenol foram os mais tóxicos para S. rarum. O modo de ação dos óleos e compostos 

isolados em nematoides são pouco conhecidos e necessitam de mais estudos 

(BARUA et al., 2020). Mas de forma geral os óleos possuem compostos voláteis, que 

podem penetrar na cutícula dos nematoides por difusão, afetando o sistema nervoso, 

levando a morte dos nematoides. A cutícula dos nematoides é uma das principais 

estruturas que garante seu desenvolvimento e sobrevivência, sendo constituída 

principalmente por lipídios, considerados como compostos orgânicos insolúveis em 

água e solúveis em solventes como óleo (BIRD; BIRD, 1991; STADLER; BUTELER, 

2009). Além disso, a ausência da quitina em nematoides facilita a penetração dos 

óleos (NEGRISOLI JUNIOR et al., 2010). Portanto, a mortalidade de nematoides pelos 

óleos provavelmente ocorre pela propriedade lipofílica existentes nos óleos. De forma 

geral, os óleos possuem uma afinidade com a superfície corporal de ácaros e insetos. 

Quando penetram na cutícula desses organismos, dissolvem os lipídios (STADLER; 

BUTELER; 2009; TAVERNER et al., 1999), o que provavelmente ocorre com os NEPs.  

Os óleos e compostos isolados testados tem efeito no movimento lateral de 

nematoides (número de batidas), refletindo na locomoção destes. A redução do 

número de batidas laterais do corpo do nematoide pode ou não ser paralisada na 

presença dos óleos e pode variar com o passar do tempo. Na presença de condições 

adversas, os NEPs podem ainda apresentar comportamento quiescente, também 

conhecido como criptobiose, em que reduzem sua atividade metabólica (COOPER; 

VAN GUNDY, 1971). A compatibilidade de NEPs a produtos em geral, varia de acordo 

com características da espécie de NEP e da cepa, influenciada pela temperatura e 

pelo tempo de exposição (LAZNIK et al. 2012; LAZNIK; TRDAN, 2014; LAZNIK; 

TRDAN, 2017).  

Na infectividade dos NEPs em S. eridania, o composto isolado eugenol foi 

tóxico para os NEPs zerando a infectividade de S. rarum e H. amazonensis, 
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possivelmente pela mortalidade dos juvenis infectantes (JI). É considerado um 

composto fenólico volátil, relatado com propriedades inseticidas, fungicidas e 

bactericidas (OYEDEMI et al. 2009; LISKA et al. 2010; KAMATOU et al. 2012; 

CARRASCO et al. 2012; DA SILVA et al., 2018). Além disso, esse composto pode 

matar ou inibir o desenvolvimento de nematoides parasitas de plantas, reduzindo 

número de galhas e massa de ovos em raízes de plantas (MOREIRA et al., 2013; 

NASIOU; GIANNAKOU, 2020). Esse composto pode afetar a embriogênese dos 

nematoides ou matar os juvenis de segundo estádio (TSAO; YU 2000, PARK et al. 

2007). Mesmo diante da efetividade do eugenol no manejo de pragas (COITINHO et 

al., 2010), doenças (FERREIRA et al., 2020) e nematoides (MOREIRA et al., 2013), 

verifica-se nesse trabalho a ação tóxica desse composto sobre organismos não alvo.  

Dos óleos e compostos isolados testados, apenas o composto d-limoneno foi 

classificado como não tóxico para ambas as espécies de NEPs, enquanto o óleo de 

graviola não tóxico para H. amazonensis e alecrim para S. rarum. Óleo de laranja, cujo 

composto majoritário é o d-limoneno apresentam toxicidade para nematoides 

parasitas de plantas (EI-GAYED et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2017) e para 

diversos insetos praga (EMILIA et al., 2015; CAMPOLO et al., 2016; FENG et al., 2020; 

BRITO et al., 2021).  Nos últimos anos, o limoneno vem ganhando destaque nas 

formulações de inseticidas botânicos (ISMAN, 2020), juntamente com o óleo de neem 

foram os óleos mais utilizados como bioinseticida no estado da Califórnia, EUA 

Chaaban et al., 2018). Portanto, os resultados obtidos são indicativos de que tanto o 

óleo de neem quanto o d-limoneno possuem potencial como inseticidas botânicos. Os 

óleos de graviola e alecrim são ainda pouco explorados no manejo de pragas e 

doenças. Diante da seletividade atribuída a esses óleos, destacam-se como potencial 

na composição de inseticidas botânicos.  

 

3.5 CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos nesse estudo podem ser úteis para a escolha de óleos e 

compostos isolados com potencial uso em programas de manejo integrado de pragas. 

Todos os óleos testados, matam H. amazonensis e S. rarum. Porém, na infectividade 

de JI, o composto majoritário d-limoneno foi considerado não tóxico para H. 

amazonensis e S. rarum, óleo de graviola como não tóxico para H. amazonensis e 

óleo de alecrim como não tóxico para S. rarum, pela classificação toxicológica da 
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IOBC. O composto isolado eugenol foi considerado tóxico para os NEPs, não 

adequado a ser utilizado no MIP, pois afeta negativamente a sobrevivência, 

comportamento e infecção de nematoides benéficos. Diante do potencial dos NEPs, 

e de outros organismos no controle biológico de pragas, é recomendável verificar a 

seletividade dos óleos sobre tais organismos, a fim de detectar quais óleos são 

incompatíveis com os organismos benéficos e não poderão ser recomendados no 

manejo integrado de pragas. 
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4 CAPÍTULO IV 

Seletividade de óleos essenciais, fixos e compostos isolados a Trichogramma 

pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) 

 

RESUMO 

A utilização de óleos essenciais, fixos e compostos isolados tem sido considerado 

eficiente no manejo de pragas. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos de seis 

óleos essenciais, dois fixos e dois compostos isolados sobre os parâmetros biológicos 

e reprodutivos em duas gerações de Trichogramma pretiosum. Dois bioensaios foram 

executados: (1) ação dos óleos e compostos isolados sobre o parasitismo de T. 

pretiosum e, (2) ação de óleos e compostos isolados sobre T. pretiosum em diferentes 

fases de desenvolvimento (ovo, larva e pupa). Verificou-se que todos os óleos e 

compostos isolados testados afetam algum parâmetro biológico de T. pretiosum. 

Entretanto, na ação de óleos e compostos isolados sobre o parasitismo de fêmeas de 

T. pretiosum, os ovos de Anagasta kuehniella tratados com o composto isolado 

eugenol e os óleos de Ocimum basilicum, Eucalyptus citriodora, Zingiber officinale, 

Salvia sclarea, Rosmarinus officinalis e Cymbopogon winterianus não foram 

parasitados e consequentemente não houve emergência de indivíduos do parasitoide 

nesses tratamentos. Na ação de óleos e compostos isolados em diferentes fases de 

desenvolvimento de T. pretiosum, verificou-se que todos os óleos interferem na 

emergência do parasitoide em alguma fase de desenvolvimento, com destaque para 

d-limoneno, eugenol, E. citriodora, Z. officinale, S. sclarea e C. winterianus. Portanto, 

a utilização de óleos e compostos majoritários em programas de manejo integrado de 

pragas podem afetar a eficiência e sobrevivência do parasitoide de ovos T. pretiosum. 

 

Palavras-chave: Produtos naturais. Parasitoides. Desempenho reprodutivo. 

Parâmetros biológicos.  
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Selectivity of essential oils, fixed and isolated compounds to Trichogramma 

pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) 

 

ABSTRACT 

The use of essential oils, fixed and isolated compounds, has been considered efficient 

in pest management. The objective of this work was to evaluate the effects of six 

essential oils, two fixed and two isolated compounds on biological and reproductive 

parameters in two generations of Trichogramma pretiosum. Two bioassays were 

carried out: (1) action of oils and isolated compounds on the parasitism of T. pretiosum 

females, and (2) action of oils and isolated compounds on T. pretiosum in different 

stages of development (egg, larva and pupa). It was found that all tested oils and 

isolated compounds affect some biological parameter of T. pretiosum. However, the 

action of isolated oils and compounds on the parasitism of T. pretiosum females, 

Anagasta kuehniella eggs treated with the isolated compound eugenol and oils from 

Ocimum basilicum, Eucalyptus citriodora, Zingiber officinale, Salvia sclarea, 

Rosmarinus officinalis and Cymbopogon winterianus were not parasitized and 

consequently there was no emergence of parasitoid individuals in these treatments. In 

the action of oils and isolated compounds in different stages of development of T. 

pretiosum, it was verified that all oils interfere with the emergence of the parasitoid at 

some stage of development, with emphasis on d-limonene, eugenol, E. citriodora, Z. 

officinale, S. sclarea and C. winterianus. Therefore, the use of oils and major 

compounds in integrated pest management programs may affect the efficiency and 

survival of the egg parasitoid T. pretiosum. 

 

Keywords: Natural products. Parasitoids. Reproductive performance. Biological 

parameters. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

O gênero Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é composto por 

parasitoides de ovos de pragas agrícolas e florestais, preferencialmente da ordem 

Lepidoptera, impedindo que os hospedeiros atinjam o estágio larval e danifiquem 

plantas (WANG et al., 2014).  A facilidade de multiplicação de Trichogramma e ampla 

distribuição geográfica, tornaram esses agentes como destaque em programas de 

controle biológico no mundo (KHAN et al., 2015).  

Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é 

amplamente distribuído e encontra-se disponível comercialmente para liberação em 

vários sistemas de cultivo. Porém, em função do tipo de cultura e da população da 

praga, apenas liberações do parasitoide pode não ser suficiente para o manejo das 

pragas. Portanto, a associação com outros métodos de manejo é recomendada e 

necessária, incluindo aplicações de agrotóxicos (KHAN et al., 2015). No entanto, 

deve-se levar em consideração que alguns pesticidas têm efeitos colaterais adversos 

sobre os inimigos naturais, principalmente os de amplo espectro (PREETHA et al., 

2010; PLATA-RUEDA et al., 2017).  

A incompatibilidade para a integração de agrotóxicos e inimigos naturais em 

programas de manejo integrado de pragas (MIP), torna-se um problema quando os 

produtos utilizados não são seletivos aos inimigos naturais. Para isso, torna-se 

necessário estudos para verificar quais produtos proporcionam menor impacto sobre 

os agentes de controle biológico (KHAN et al., 2015; MKENDA et al., 2015; CRUZ et 

al., 2017). Determinar os impactos dos agrotóxicos sobre os agentes de biocontrole é 

importante para a integração efetiva de ambas as estratégias (GONZÁLEZ ARMIJOS 

et al., 2013; CAMPOS et al., 2016). 

Uma das ferramentas para a associação com agentes de controle biológico é o 

uso de óleos e compostos isolados de extratos botânicos, os quais apresentam 

diferentes atividades biológicas, como inseticidas e antimicrobianos, apresentando-se 

como potencial para composição de bioinseticidas, uma vez que podem retardar o 

desenvolvimento de resistência em artrópodes pragas (GERWICK, SPARKS, 2014; 

MIRESMAILLI, ISMAN 2014; LUIZ et al., 2017). Porém, existem bioinseticidas que são 

inespecíficos e tóxicos para os inimigos naturais, tornando necessário a avaliação de 

seu uso em programas de MIP (NDAKIDEMI et al., 2016)  
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Muitos estudos avaliam o potencial de óleos e compostos isolados no manejo 

de pragas, mas poucos avaliam os efeitos colaterais sobre os inimigos naturais, O 

objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de seis óleos essenciais, dois óleos fixos e 

dois compostos isolados sobre os parâmetros biológicos e reprodutivos de T. 

pretiosum.  

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos e criação de insetos foram realizados no Núcleo de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico em Manejo Fitossanitário de Pragas e 

Doenças (NUDEMAFI), localizado no Centro de Ciências Agrárias e Engenharias da 

Universidade Federal do Espírito Santo (CCAE-UFES). 

 

4.2.1 Obtenção multiplicação de Trichogramma pretiosum 

A linhagem comercial utilizada foi T. pretiosum (Pretiobug) da empresa Koppert 

Biological Systems. Para multiplicação do parasitoide, foram utilizados ovos do 

hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae), 

inviabilizados em lâmpada germicida e fixados com goma arábica (30%) em cartolina 

azul (8,0 x 2,5 cm). Essas cartelas foram transferidas para tubos de vidro de fundo 

chato (8,5 x 2,5 cm), contendo adultos recém-emergidos do parasitoide. 

Posteriormente os tubos foram vedados com filme plástico do tipo policloreto de vinila 

(PVC) e mantidos em câmaras climatizadas (B.O.D.) por 25 ± 2 °C, umidade relativa 

de 70±10% e fotoperíodo de 12 h por 24 h (PRATISSOLI et al., 2010). 

 

4.2.2 Multiplicação do hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella 

A metodologia empregada na criação do hospedeiro alternativo A. kuehniella 

foi a desenvolvida por Parra et al. (1997), utilizando uma dieta à base de farinha de 

trigo integral (97%) e levedura de cerveja (3%) para alimentação das lagartas, 

mantidas em bandejas plásticas de 39,3 x 59,5 x 7,0cm 
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4.2.3 Obtenção dos óleos e compostos isolados  

Os óleos comerciais e produtos isolados foram adquiridos de fonte comercial e 

não sofreram nenhum tratamento prévio. Os óleos essenciais e compostos isolados 

utilizados foram: óleo essencial de eucalipto (Eucalyptus citriodora, Ferquima lote 

114), óleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis - Destilaria Bauru lote DBKT-

ALIP1218/312), óleo essencial de sálvia (Salvia sclarea - Ferquima  lote 227), óleo 

essencial de manjericão doce (Ocimum basilicum - Terraflor lote 20027), óleo 

essencial de citronela (Cymbopogon winterianus – Ferquima, lote 158), eugenol 

(composto isolado - Maquira indústria de produtos odontológicos) e d-limoneno 

(composto isolado - Fraction Químicos Fracionados, lote 190715/01). 

O óleo de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) foi obtido por hidrodestilação 

da raiz “in natura”, seguindo a metodologia proposta por dos Santos et al. (2021) e o 

óleo de graviola (Annona muricata Linn), foi obtido pela extração via extrusão (DE 

LIMA SOUZA et al., 2021).  

 

4.2.4 Toxicidade de óleos e compostos isolados sobre o parasitismo de 

Trichogramma pretiosum 

Fêmeas recém-emergidas de T. pretiosum da criação estoque do laboratório 

NUDEMAFI foram individualizadas em tubos de vidro (8 cm de altura x 2 cm de 

diâmetro) contendo uma gotícula de mel na parede interna e fechadas com filme PVC. 

Ovos de A. kuehniella com até 24 h de idade foram colados em tiras de papel cartão 

azul (0,2 cm de comprimento × 0,2 cm de largura) utilizando goma arábica diluída em 

água destilada (50:50 v/v). Essas cartelas foram imersas por cinco segundos em 

soluções de óleos e compostos isolados e colocados em papel toalha por 30 min para 

evaporação do solvente. Os óleos essenciais, fixos e compostos isolados foram 

diluídos a 1% (v/v) com Tween® 80 PS a 0,05% (v/v) e água destilada, seguindo a 

metodologia de Barua et al. (2020). Como testemunha (controle negativo) foi utilizada 

água e Tween® 80 PS a 0,05% (v/v). Os ovos tratados foram expostos a fêmeas 

individualizadas de T. pretiosum por 24 h.  

Fêmeas recém-emergidas desta geração de ovos tratados (F1), foram 

individualizadas em tubos de vidro com gotículas de mel na parede interna e expostas 

a ovos de A. kuehniella por 24 h. Após esse período, essas fêmeas foram mantidas 
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dentro dos tubos e as tiras de papel, com os ovos, transferidas para novos tubos e 

mantidos em B.O.D (25 ± 2 ° C, umidade relativa de 70 ± 10% e fotoperíodo de 12 h) 

até a geração F2. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 12 

repetições por tratamento. Foram avaliados os seguintes parâmetros: parasitismo (%) 

e longevidade (dias) para as gerações parentais, 1ª geração (F1) e 2ª gerção (F2), 

período ovo-adulto (dias), emergência (%) (ovos do hospedeiro com orifício de 

saída/ovos totais x100) e razão sexual (RS = fêmeas emergidas / total de parasitoides 

emergidos). A longevidade foi determinada verificando diariamente se as fêmeas 

estavam vivas ou mortas. 

As taxas de redução do parasitismo e emergência de cada tratamento também 

foram expressas em porcentagem em relação ao controle não tratado. A toxicidade 

dos óleos e compostos isolados foram classificadas com base nas classes tóxicas 

(CT) (I = inócuo, II = levemente prejudicial, III = moderadamente prejudicial e IV = 

prejudicial) de acordo com a redução na emergência ou parasitismo das gerações F1 

e F2 de T. pretiosum, sendo <30% (CT I), entre 31– 79% (CT II), entre 80–99% (CT 

III) e >99% (CT IV), respectivamente. Este protocolo foi proposto pela Organização 

Internacional para o Controle Biológico e Integrado-IOBC (STERK et al., 1999). As 

taxas de redução do percentual de parasitismo e emergência foram calculadas (% de 

redução de parasitismo/emergência) = 100 − [(% média do tratamento /% média do 

controle) × 100]. As médias foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade.  

 

4.2.5 Toxicidade de óleos e compostos isolados sobre Trichogramma pretiosum 

em diferentes fases de desenvolvimento  

Para verificar a toxidade dos óleos e compostos, 36 fêmeas de T. pretiosum 

por tratamento com até 24 horas de idade, foram individualizadas em tubos de vidro 

(8 cm x 2,5 cm) e alimentadas com mel por meio de uma gotícula depositada na 

parede interna dos tubos e fechados com filme de PVC. Cerca de 125 ovos de A. 

kuehniella colados em cartelas de cartolina azul (8 cm x 0,5 cm), com goma arábica 

diluída a 50:50 v/v em água destilada, inviabilizados sob lâmpada germicida, foram 

ofertados às fêmeas do parasitoide por um período de 24 horas. Decorrido esse 

período, essas fêmeas foram descartadas e as cartelas mantidas em B.O.D (25±1oC, 

UR de 70±10% e fotofase de 12 horas), até os parasitoides atingirem seus respectivos 
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estágios de desenvolvimento: ovo (0-24 horas), larva (72-96 horas) e pupa (168-192 

horas). 

Os óleos essenciais, fixos e compostos isolados foram diluídos a 1% (v/v) com 

Tween® 80 PS a 0,05% (v/v) e água destilada, seguindo a metodologia de Barua et 

al. (2020). Como testemunha (controle negativo) foi utilizado água e Tween® 80 PS a 

0,05% (v/v). Em cada tratamento, 12 cartelas, de cada fase de desenvolvimento (ovo, 

larva e pupa), foram imersas por cinco segundos em cada solução, sendo 

imediatamente dispostos em papel toalha por 30 min para evaporar o solvente. 

Posteriormente, as cartelas foram colocadas em novos tubos de vidro e mantidos em 

ambiente controlado nas mesmas condições descritas anteriormente. Cada 

tratamento foi composto por doze repetições, para cada fase de desenvolvimento. 

Os efeitos dos óleos e compostos isolados sobre os parasitoides foram 

avaliados em função do parasitismo (%), longevidade de fêmeas (dias), período ovo-

adulto (dias), emergência (%) e razão sexual. Os óleos e compostos isolados foram 

classificados em categorias toxicológicas, conforme recomendações de membros da 

“IOBC” (“International Organization for Biological and Integrated Control of Noxious 

Animals and Plants”).  

4.3 RESULTADOS 

4.3.1 Toxicidade de óleos e compostos isolados sobre o parasitismo de 

Trichogramma pretiosum 

 

4.3.1.1 Longevidade das fêmeas e razão sexual da geração parental e geração 

F1  

A longevidade das fêmeas da geração parental de T. pretiosum foi maior na 

testemunha que nos demais tratamentos. Na geração F1, a longevidade foi 

semelhante para o controle, d-limoneno, A. muricata e A. indica com 6.5, 3.6, 4.0 e 

4.0 dias, respectivamente. Não houve progênie F1 e F2 com o composto isolado 

eugenol e os óleos de O. basilicum, E. citriodora, Z. officinale, S. sclarea, R. officinalis 

e C. winterianus (Tabela 1).  

A razão sexual da geração F1 de T. pretiosum foi semelhante nos tratamentos, 

controle, d-limoneno, A. muricata e A. indica. Entretanto, na geração F2, A. muricata 
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e A. indica apresentaram menor razão sexual (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Longevidade em dias (Long.) de fêmeas de Trichogramma pretiosum Riley 

(Hymenoptera: Trichogrammatidae) na geração parental e F1 em ovos de Anagasta 

kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) tratadas com óleos e compostos isolados, e 

razão sexual (RS) nas gerações F1 e F2. 

 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não difere pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). 
± Erro padrão da média (n=12). 

 

4.3.1.2 Parasitismo de fêmeas das gerações: parental, F1 e F2 

Os ovos de A. kuehniella tratados com o composto isolado eugenol e os óleos 

de O. basilicum, E. citriodora, Z. officinale, R. officinalis e C. winterianus não foram 

parasitados por fêmeas de T. pretiosum sendo classificados como nocivos ao 

parasitoide na geração parental.  Os óleos de A. muricata e A. indica receberam a 

classificação moderadamente nocivo (CT III, redução entre 80–99%) cujo parasitismo 

diferiu estatisticamente da testemunha. O parasitismo na geração F1, não diferiu entre 

os tratamentos, porém d-limoneno e A indica foram classificados como levemente 

prejudicial (CT II). Na geração F2, d-limoneno, A. muricata e A. indica diferiram 

estatisticamente da testemunha, sendo que A. muricata foi classificada como nocivo 

a T. pretiosum (CT IV) (Tabela 2). 

 

 

 

Tratamentos 

Geração Parental    Geração F1 

Long. RS-F1  Long. RS-F2 

Controle  6,3±0,2 a 0,8±0,1 a  6,5±0,5 a 0,7±0,1 a 

D-limoneno 4,2±0,2 b 0,7±0,1 a  3,6±0,3 a 0,6±0,1 a 

Eugenol 2,2±0,1 c -  - - 

Ocimum basilicum 1,0±0,0 c -  - - 

Eucalyptus citriodora 3,6±0,2 b -  - - 

Zingiber officinale 3,7±0,2 b -  - - 

Annona muricata 2,5±0,1 c 0,5±0,1 a  4,0±0,3 a 0,0±0,0 b 

Salvia sclarea 3,7±0,3 b -  - - 

Rosmarinus officinalis 5,0±0,2 b -  - - 

Cymbopogon winterianus 3,5±0,3 b -  - - 

Azadirachta indica 3,4±0,2 b 0,7±0,1 a   4,0±0,3 a 0,1±0,0 b 
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Tabela 2. Parasitismo (OP) de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) 

tratadas com óleos e compostos isolados, por fêmeas das gerações parental, F1 e F2 

de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae), redução da 

taxa de parasitismo (P%) e classe tóxica (CT). 

Médias seguidas da mesma letra maiúscula por coluna não diferem pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). 
TC = classe tóxica (Sterk et al., 1999): I = inócuo; II=levemente prejudicial; III=moderadamente nocivo; 
IV = nocivo. ± Erro padrão (n=12). 

 

4.3.1.3 Emergência dos parasitoides nas gerações F1 e F2  

Eugenol e os óleos de O. basilicum, E. citriodora, Z. officinale, S. sclarea, R. 

officinalis, C. winterianus, não permitiram emergência de indivíduos de T. pretiosum 

na geração F1. D-limoneno foi considerado como inócuo (CT I) e A. muricata, A. indica 

receberam classificação II (moderadamente prejudicial). Dos tratamentos que 

permitiram o desenvolvimento da geração F2, apenas o óleo A. indica afetou a 

emergência de indivíduos nessa geração (CT II) (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos 

Geração Parental    Geração F1   Geração F2 

OP P% CT  OP P% CT  OP P% CT 

Controle  16,7±4,8 a - -  16,9±1,9 a - -  18,4±3,6 a - - 

D-limoneno 10,3±3,0 b 38,3 II  11,8±2,0 a 30,2 II  4,7±1,8 c 74,5 II 

Eugenol 0,0±0,0 c 100,0 IV  - - -  - - - 

Ocimum basilicum 0,0±0,0 c 100,0 IV  - - -  - - - 
Eucalyptus 
citriodora 0,0±0,0 c 100,0 IV  - - -  - - - 

Zingiber officinale 0,0±0,0 c 100,0 IV  - - -  - - - 

Annona muricata 1,3±0,4 c 82,8 III  13,0±2,4 a 23,1 I  0,0±0,0 c 100,0 IV 

Salvia sclarea 1,9±1,3 c 88,6 III  - - -  - - - 
Rosmarinus 
officinalis 0,0±0,0 c 100,0 IV  - - -  - - - 
Cymbopogon 
winterianus 0,0±0,0 c 100,0 IV  - - -  - - - 

Azadirachta indica 10,1±3,9 b 39,5 II   5,4±0,0 a 68,0 II   13,0±0,0 b 29,3 I 
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Tabela 3. Percentual de emergência de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: 

Trichogrammatidae) em ovos de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), 

tratados com óleos e compostos isolados das gerações F1 e F2, redução da taxa de 

emergência (E%) e classe tóxica (CT). 

Tratamentos 

Geração F1   Geração F2 

Emer. E(%) CT  Emer. E(%) CT 

Controle  62,7±3,7 a - -  94,1±21,7 a - - 

D-limoneno 52,7±6,8 a 15,9 I  76,7±21,4 a 18,5 I 

Eugenol - - -  - - - 

Ocimum basilicum - - -  - - - 

Eucalyptus citriodora - - -  - - - 

Zingiber officinale - - -  - - - 

Annona muricata 18,1±2,8 b 71,1 II  82,5±15,0 a 12,3 I 

Salvia sclarea - - -  - - - 

Rosmarinus officinalis - - -  - - - 

Cymbopogon winterianus - - -  - - - 

Azadirachta indica 34,0±9,8 b 45,8 II   43,1±18,4 b 54,2 II 

Médias seguidas da mesma letra maiúscula por coluna não diferem pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). 
TC = classe tóxica (Sterk et al., 1999): I = inócuo; II=levemente prejudicial; III=moderadamente nocivo; 
IV = nocivo. ± Erro padrão (n=12). 

 

4.3.2 Toxicidade de óleos e compostos isolados sobre Trichogramma pretiosum 

em diferentes fases de desenvolvimento  

4.3.2.1 Emergência das gerações F1 e F2  

O impacto na emergência de T. pretiosum diferiu entre os óleos e compostos 

isolados testados.  

Na geração F1, na fase de ovo, eugenol, E. citriodora, Z. officinale e C. 

winterianus, foram classificados como classe tóxica IV, considerados como 

prejudiciais a esse agente de controle biológico. Nessa fase, esses óleos e o composto 

isolado testados não proporcionaram a emergência de nenhum indivíduo do 

parasitoide. Por terem sido considerados prejudiciais, nenhum registro foi feito para 

as fases de larva e pupa. Por outro lado, na fase de ovo, O canum, S. sclarea e R. 

officinalis, apresentaram as maiores taxas de emergência, as quais foram 

semelhantes ao controle, sendo classificadas como CT I (inócuos). Já, d-limoneno, A. 

muricata e A. indica, diferiram estatisticamente do controle e foram classificados como 

levemente prejudiciais (CT II) (Tabela 4).  
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Dos produtos que proporcionaram desenvolvimento na fase de ovo, a 

emergência na fase de larva foi menor que no controle, sendo enquadrados nas 

classes levemente prejudicial (CT II) (O. basilicum, S. sclarea e R. officinalis) e CT III 

(A. muricata e A. indica). No entanto, d-limoneno, na fase de larva, não permitiu 

emergência do parasitoide. Na fase de pupa foram observadas emergências em R. 

officinalis, A. indica, A. muricata e O. basilicum. No primeiro foi observado uma 

emergência semelhante ao controle e classificado como inócuo (CT I); o segundo foi 

considerado levemente prejudicial (CT II); já o terceiro e quarto foi observado as 

menores taxas de emergência, classificando-os como moderadamente prejudicais 

(CT III) 
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Tabela 4.  Percentual de emergência e classe tóxica (CT) de diferentes estágios 

imaturos de F1 e F2 de Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) 

em ovos de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae). 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem pelo teste de Student–Newman–
Keuls (p < 0,05). Classe tóxica (Sterk et al. 1999): TC1 = inócuo; TC2 = levemente prejudicial; TC3 = 
moderadamente nocivo; TC4 = prejudicial. ± Erro padrão (n = 12) 

 

4.3.2.2 Longevidade das fêmeas de Trichogramma pretiosum na geração F1 e F2  

Na geração F1, fêmeas provenientes dos tratamentos da fase de ovo, 

apresentaram uma longevidade que variou de 3,3 a 6,4 dias, porém não houve 

diferença estatística. Fêmeas provenientes dos tratamentos na fase de larva, tiveram 

uma longevidade entre 3,5 e 6,7 dias, também não diferindo do controle. No entanto, 

as fêmeas provenientes dos tratamentos na fase de pupa apresentaram uma maior 

Tratamentos 

Geração F1   

Ovo CT Larva CT Pupa CT 

Controle  93,2±13,2 a - 66,3±11,7 a - 68,3±2,8 a - 

D-limoneno 22,9±9,2 b II 0,0±0,0 e IV 0,0±0,0 c IV 

Eugenol 0,0±0,0 c IV 0,0±0,0 e IV 0,0±0,0 c IV 

Ocimum basilicum 67,2±12,3 a I 16,8±7,6 c II 6,7±2,0 b III 

Eucalyptus citriodora 0,0±0,0 c IV 0,0±0,0 e IV 0,0±0,0 c IV 

Zingiber officinale 0,0±0,0 c IV 0,0±0,0 e IV 0,0±0,0 c IV 

Annona muricata 23,5±7,2 b II 8,0±4,2 d III 20,1±5,1 b III 

Salvia sclarea 68,0±8,4 a I 20,4±5,3 c II 0,0±0,0 c IV 

Rosmarinus officinalis 66,1±4,6 a I 35,7±5,3 b II 49,1±8,3 a I 

Cymbopogon winterianus 0,0±0,0 c IV 0,0±0,0 e IV 0,0±0,0 c IV 

Azadirachta indica 19,4±11,3 b II 25,0±10,3 c III 16,7±0,7 b II 

p-valor <0,05   <0,05   <0,05     0.33733   0.49651   <0,05  
 

<0,05  <0,05  <0,05  

Tratamentos 

  Geração F2 

Ovo CT Larva CT Pupa CT 

Controle  62,7±3,7 a - 94,7±9,9 a - 77,8±0,0 a - 

D-limoneno 71,8±2,8 a I - - - - 

Eugenol - - - - - - 

Ocimum basilicum 52,8±6,8 a I 67,5±15,3 a II - - 

Eucalyptus citriodora - - - - - - 

Zingiber officinale - - - - - - 

Annona muricata 82,3±6,2 a I 86,0±27,1 a I 70,0±0,0 a I 

Salvia sclarea 54,9±11,6 a I 55,2±6,1 a II - - 

Rosmarinus officinalis 69,4±2,4 a I 52,6±8,7 a II 67,7±20,6 a I 

Cymbopogon winterianus - - - - - - 

Azadirachta indica 45,8±10,5 a II 90,4±10,0 a I 76,2±0,0 a I 

p-valor 0,3373  0,4961  0,5455  
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variação na longevidade, de 1,0 a 6,5 dias, sendo que no tratamento com d-limoneno, 

O. basilicum e A. indica, a taxa de longevidade foi estatisticamente inferior ao do 

controle e dos tratamentos com A. muricata e R. officinais (Tabela 5). 

 Na geração F2, não houve diferença estatística entre os tratamentos, portanto, 

os óleos e compostos isolados testados não influenciaram na longevidade de T. 

pretiosum nessa geração.  

 

Tabela 5. Longevidade (dias) de fêmeas de Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: 

Trichogramatidae) expostas a óleos e compostos isolados em diferentes estágios 

imaturos. 

Tratamentos 

Geração F1   Geração F2 

Ovo Larva Pupa   Ovo Larva Pupa 

Controle  5,9±1,0 a 5,5±0,9 a 5,0±0,9 a  6,3±1,7 a 5,3±1,7 a 4,0±0,0 a 

D-limoneno 5,8±0,4 a - 1,0±0,0 b  2,0±0,0 a - - 

Eugenol - - -  - - - 

Ocimum basilicum 4,6±0,8 a 6,7±1,9 a 2,0±0,0 b  2,3±0,3 a 2,0±0,0 a  

Eucalyptus citriodora - - -  - - - 

Zingiber officinale - - -  - - - 

Annona muricata 3,3±0,6 a 3,5±0,5 a 6,5±1,0 a  3,5±0,2 a 5,7±1,1 a 1,0±0,0 a 

Salvia sclarea 6,4±0,6 a 4,8±0,7 a -  3,3±0.7 a 4,7±0,2 a - 

Rosmarinus officinalis 5,4±0,5 a 4,9±0,8 a 5,6±0,6 a  1,7±0,3 a 2,3±0,3 a 1,7±0,3 a 

Cymbopogon winterianus - - -  - - - 

Azadirachta indica 4,0±0,4 a 4,3±1,2 a 2,0±0,0 b  1,5±0,0 a 3,0±0,0 a 2,0±0,0 a 

p-valor 0.71445 0.77252 0.03290   0.50141 0.57082  0.51078 

Médias seguidas pela mesma letra minúscula na coluna diferem pelo teste de Student Newman–Keuls 
(p < 0,05). ± Erro padrão (n = 12). 

 

4.3.2.3 Parasitismo de fêmeas das gerações F1 e F2  

Na geração F1 as taxas de parasitismo não diferiram estatisticamente entre os 

tratamentos. Entretanto, com base na classe tóxica, na fase de ovo, os tratamentos 

com A. muricata, S. sclarea, R. officinalis e A. indica foram considerados inócuos às 

fêmeas de T. pretiosum. Já os tratamentos com d-limoneno e O. basilicum 

demonstraram pouca interferência no parasitismo, os quais foram considerados como 

levemente prejudiciais. Na fase larval, o comportamento quanto a classe tóxica foi 

semelhante ao observado na fase de ovo. Na fase de pupa, apenas o tratamento com 

A. indica foi considerado inócuo (CT I). Os tratamentos com A. muricata e R. officinalis 

enquadraram-se na classe tóxica II (levemente prejudiciais às fêmeas). D-limoneno e 
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O. basilicum apresentaram as maiores interferências no parasitismo, classificados 

como prejudiciais (CT IV) às fêmeas (Tabela 6). 

Na geração F2  não houve diferença nas fases de desenvolvimento de ovo e 

larva. Em relação as classes tóxicas, na fase de ovo, os tratamentos com O. basilicum, 

A. muricata e A. indica, foram considerados inócuos ao parasitismo das fêmeas. Na 

fase de larva os tratamentos A. muricata e S. sclarea foram classificados como CT IV 

(prejudicial ao parasitismo das fêmeas). Na última fase (pupa), o óleo A. muricata foi 

considerado prejudicial e o óleo de R. officinalis como levemente prejudicial às fêmeas 

do parasitoide (Tabela 6). 
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Tabela 6. Parasitismo de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) parasitados 

por fêmeas da F1 e F2 de Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: 

Trichogrammatidae) tratados em diferentes estádios imaturos e classe tóxica (TC). 

Médias seguidas da mesma letra maiúscula por coluna ou minúscula por linha não diferem pelo teste 
de Student–Newman–Keuls (p < 0,05). classe tóxica (Sterk et al. 1999): TC1 = inócuo; TC2 = levemente 
prejudicial; TC3 = moderadamente nocivo; TC4 = prejudicial. ± Erro padrão (n = 12) 

 

4.3.2.4 Razão sexual nas gerações F1 e F2  

A razão sexual das gerações F1 e F2, de T. pretiosum, não apresentou redução 

nos estágios de ovo, larva e pupa, quando os ovos de A. kuehniella foram imersos em 

diferentes compostos isolados e óleos (Tabela 7). 

 

 

Tratamentos 

Geração F1   

Ovo CT Larva CT Pupa CT 

Controle  18,2±4,0 a - 15,3±3,5 a - 18,0±0,0 a - 

D-limoneno 6,4±4,0 a II - - 0,0±0,0 a IV 

Eugenol - - - - - - 

Ocimum basilicum 11,29±4,1 a II 9,0±2,3 a II 0,0±0,0 a IV 

-Eucalyptus citriodora - - - - - - 

Zingiber officinale - - - - - - 

Annona muricata 19,3±4,4 a I 21,3±4,2 a I 6,5±3,7 a II 

Salvia sclarea 25,8±4,3 a I 21,3±5,0 a I - - 

Rosmarinus officinalis 14,0±5,6 a I 21,0±5,0 a I 9,4±3,5 a II 

Cymbopogon winterianus - - - - - - 

Azadirachta indica 27,5±1,4 a I 9,0±4,6 a II 21,0±0,0 a I 

p-valor 0.88885   0.58158   0.30679   

Tratamentos 

  Geração F2     

Ovo CT Larva CT Pupa CT 

Controle  17,0±3,0 a - 17,3±3,1 a - 20±2,8 a - 

D-limoneno 10,0±2,7 a II - - - - 

Eugenol - - - - - - 

Ocimum basilicum 25,0±7,0 a I 10,0±0,6 a II -  

Eucalyptus citriodora - - - - - - 

Zingiber officinale - - - - - - 

Annona muricata 14,7±2,5 a I 0,0±0,0 a IV 0,0±0,0 b IV 

Salvia sclarea 2,6±0,6 a III 0,0±0,0 a IV - - 

Rosmarinus officinalis 0,0±0,0 a IV 6,2±0,9 a II 12,8±1,0 b II 

Cymbopogon winterianus - - - - - - 

Azadirachta indica 24,0±4,9 a I 25,0±4,9 a I 18,0±4,9 a I 

p-valor 0.057913   0.20916   0.00916   
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Tabela 7. Razão sexual das gerações F1 e F2 de Trichogramma pretiosum 

(Hymenoptera: Trichogrammatidae) em diferentes estágios imaturos proveniente de 

ovos de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae). 

Tratamentos 

Geração F1   Geração F2 

Ovo Larva Pupa   Ovo Larva Pupa 

Controle  0,7±0,1 a 0,7±0,1 a 0,7±0,0 a  0,7±0,1 a 0,7±0,1 a 0,7±0,0 a 

D-limoneno 0,7±0,0 a - -  0,7±0,0 a - - 

Eugenol - - -  - - - 

Ocimum basilicum 0,6±0,1 a 0,7±0,0 a 0,6±0,1 a  0,6±0,1 a 0,6±0,0 a  

Eucalyptus citriodora - - -  - - - 

Zingiber officinale - - -  - - - 

Annona muricata 0,6±0,1 a 0,5±0,1 a 0,6±0,1 a  0,6±0,1 a 0,7±0,1 a 0,7±0,0 a 

Salvia sclarea 0,6±0,1 a 0,5±0,1 a -  0,5±0,4 a 0,6±0,1 a - 

Rosmarinus officinalis 0,7±0,0 a 0,5±0,1 a 0,6±0,1 a  0,6±0,1 a 0,6±0,1 a 0,6±0,1 a 

Cymbopogon winterianus - - -  - - - 

Azadirachta indica 0,7±0,1 a 0,8±0,1 a 0,8±0,0 a  0,5±0,0 a 0,1±0,0 a 0,6±0,0 a 

p-valor 0.48635 0.75641 0.78253   0.91321  0.72652  0.87631 

Médias seguidas da mesma letra minúscula não diferem pelo teste de Student–Newman–Keuls (p < 
0,05). ± Erro padrão (n = 12) 

 

4.4 DISCUSSÃO 

4.4.1 Toxicidade de óleos e compostos isolados sobre o parasitismo de 

Trichogramma pretiosum 

A redução na longevidade das fêmeas de T. pretiosum, na geração parental, 

provavelmente se devem aos terpenóides presentes nesses óleos e compostos 

isolados. Estas substâncias podem inibir/reduzir o nível de acetilcolinesterase, 

colinesterase, octopamina, tiramina e Ca2+ (PALACIOS et al., 2009; LÓPEZ; 

PASCUAL-VILLALOBOS, 2010), ou ter ação em outros locais, como o complexo de 

monooxigenases do citocromo P450 (CUI et al., 2016). A não interferência dos óleos 

e compostos isolados na razão sexual de T. pretiosum no tratamento controle, d-

limoneno, A. muricata e A. indica, sugere que o contato destes com os ovos de A. 

kuehniella não alterou a capacidade de busca, seleção e aceitação do hospedeiro 

pelas fêmeas de T. pretiosum. Mudanças na proporção sexual estão diretamente 

associadas a deformações, redução da qualidade dos recursos nutricionais do 

hospedeiro e morte embrionária em ovos de insetos por produtos tóxicos (CORREIA 

et al., 2013; PARREIRA et al., 2019).  

A inibição do parasitismo de T. pretiosum em ovos de A. kuehniella, na geração 
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parental, pelo composto isolado eugenol e os óleos de O. basilicum, E. citriodora, Z. 

officinale, S. sclarea, R. officinalis e C. winterianus e a redução deste parâmetro 

(classe III, 80–99%) por A. muricata e A. indica ocorreu possivelmente pelos efeitos 

repelentes que os mesmos possuem. Compostos bioativos de Z. officinale como 

gingerol, gingerona e zingibereno são voláteis com ação repelente e detectados por 

antenas ou tarsos de insetos (BALACHANDRAN et al., 2006; CAMPBELL et al., 2011). 

O efeito repelente do eugenol foi avaliado contra Anopheles braziliensis Chagas, 1907 

(Diptera: Culicidae), evidenciando o potencial desse composto na redução do número 

de picadas de A. braziliensis (PAULA et al., 2004). O óleo de E. citriodora atua como 

repelente de diversos insetos, como por exemplo Acanthoscelides obtectus (Say) e 

Zabrotes subfasciatus (Boh.) (Coleoptera: Bruchidae) (PROCÓPIO et al., 2015). 

Somente d-limoneno e A. indica permitiram parasitismo, nas gerações parental, F1 e 

F2, possivelmente porque esses compostos permitiram a busca, seleção e aceitação 

do hospedeiro.  

No que se refere ao número de parasitoides emergidos, nas gerações F1 e F2, 

nos tratamentos com eugenol e os óleos de O. basilicum, E. citriodora, Z. officinale, 

S. sclarea, R. officinalis, C. winterianus, não foi observado à emergência de nenhum 

descendente de T. pretiosum. A ação da interferência desses produtos na busca, 

aceitação e seleção do hospedeiro fica evidenciado nesse parâmetro, assim como 

nos anteriores e como já relatado em outros estudos (PAULA et al., 2004; PASCUAL-

VILLALOBOS, 2010; PROCÓPIO et al., 2015; CUI et al., 2016). Os tratamentos com 

d-limoneno, A. muricata e A. indica, permitiram à emergência de indivíduos, 

comprovando que esses possuem uma menor ação maléfica na busca, seleção e 

aceitação do hospedeiro, uma vez que foram classificados como inócuos ou 

levemente prejudiciais.   

A inibição da emergência de espécimes na geração F1 de T. pretiosum pelo 

eugenol e os óleos de O. basilicum, E. citriodora, Z. officinale, S. sclarea, R. officinalis, 

C. winterianus pode ser explicada pelo efeito letal destes compostos sobre estágios 

imaturos de insetos (PARREIRA et al., 2018). Compostos presentes nesses óleos 

podem ter se difundido pelo córion do ovo e interrompido o desenvolvimento 

embrionário e estágios imaturos de T. pretiosum (PARREIRA et al., 2018), ou atuado 

como repelente a fêmeas de T. pretiosum, impedindo o parasitismo.  
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4.4.2 Toxicidade de óleos e compostos isolados sobre Trichogramma pretiosum 

em diferentes fases de desenvolvimento  

A inibição na emergência da geração F1 de T. pretiosum com eugenol, E, 

citriodora, Z. officinale e C. winterianus em todas as fases de desenvolvimento, 

acrescido de d-limoneno na fase de larva e pupa e de S. sclarea na fase de pupa, 

demonstrou os efeitos colaterais desses óleos e compostos em imaturos de T. 

pretiosum. Alguns compostos desses óleos podem penetrar no corion do hospedeiro, 

agindo sobre o sistema nervoso, inibindo a enzima acetilcolinesterase e causando 

movimentos involuntários, como convulsões, seguidas de paralisia e morte 

(AGARWAL et al. 2001; GONZÁLEZ et al. 2013). Além disso, compostos como 

citronellal de E. citriodora, citronellal, geraniol e citronellol para C. winterianus, linalol 

para S. sclarea e a mistura de desidrozingerona e zingerona para Z. officinale 

(AGARWAL et al., 2001; DAMASCENA et al., 2023) podem atuar como reguladores 

de crescimento de insetos explicando a redução da emergência na geração F1 de T. 

pretiosum (ZANUNCIO et al. 2016; FEDER et al., 2019).  Os compostos de Z. officinale 

por exemplo (dehydrozingerone, dehydroshogaol e zingerone) aumentaram a duração 

de cada estágio de larva e pupa de Ceraeochrysa claveri Navás (Neuroptera: 

Chrysopidae) (SCUDELER et al., 2016), impedindo a muda e causando anomalias 

morfológicas e mortalidade, bem como como a ninfa de Nezara viridula Linneus 

(Hemiptera: Pentatomidae), particularmente durante a muda (GONZÁLEZ et al., 

2011).  

A menor taxa de longevidade das fêmeas de T. pretiosum foi causada pelo óleo 

de A. indica, O. basilicum e d-limoneno na fase de pupa. Muitos compostos presentes 

em óleos podem alterar as características morfológicas e fisiológicas, como redução 

no tamanho de parasitoides e predadores, afetando consequentemente a 

sobrevivência desses indivíduos (AHMAD et al., 2003; CHARLESTON et al., 2005), 

além de causar deformidades ou anormalidades no intestino adulto (SINGH et al., 

2008), o que poderia ter comprometido a longevidade do T. pretiosum. Portanto, é 

importante que a aplicação de óleos não seja realizada simultaneamente a liberação 

da vespa parasitoide, pois a longevidade desta pode ser reduzida consideravelmente, 

comprometendo a eficiência no manejo.   

A menor taxa de parasitismo de fêmeas da geração F1 de T. pretiosum na fase 

de ovo e pupa por d-limoneno e O. basilicum e na fase de larva por O. basilicum e A. 
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indica e na geração F2 na fase de larva por A. muricata e S. sclarea e na fase de pupa 

por A. muricata decorreu dos efeitos subletais nos estágios imaturos deste parasitoide. 

Esses óleos já possuem relatos por apresentarem ações ovicidas e larvicidas 

(GONZÁLEZ ARMIJOS et al., 2019; UMAGILIYAGE et al., 2017). Além disso, para Z. 

officinale, a baixa taxa de parasitismo de Trichogramma galloi após o contato com o 

óleo ocorreu devido aos compostos como gingeróis, dehidroshogaol e alquenonas 

fenólicas de Z. officinale que perturbam o metabolismo da membrana epitelial 

afetando a produção dependente de ecdisona nas ações de Cyt-P450 e 

monooxigenases (CUI et al. 2016; PARREIRA et al., 2018). O óleo de A. muricata foi 

relatado afetando a sobrevivência e emergência do parasitoide de ovos Cleruchoides 

noackae Lin. e Huber (Hymenoptera: Mymaridae) (HAAS et al., 2018).  

A razão sexual nas gerações F1 e F2, dos descendentes provenientes das 

fases de ovo, larva e pupa, tratados com os diferentes compostos foram semelhantes. 

Variações na razão sexual podem ocorrer em detrimento das características físico-

químicas do hospedeiro, de fatores abióticos, ou da bactéria Wolbachia nos 

parasitoides Trichogramma (HEIMPEL; BOER, 2008). Encontrar valores de razão 

sexual acima de 0,5 nas gerações é importante para conservar o parasitoide T. 

pretiosum em programas de controle biológico (VIANNA et al., 2009; PARREIRA et 

al., 2018).  

Mesmo diante da viabilidade econômica que alguns óleos e compostos isolados 

possuem para pequenos produtores em cultivos orgânicos (ISMAN et al., 2011; 

MKENDA et al., 2015), sua utilização, mesmo que considerados como produtos 

naturais, podem não ser compatíveis com os agentes de controle biológico, por não 

apresentarem seletividade (SILVA; BUENO, 2015), assim como evidenciado neste 

trabalho para o parasitoide T. pretiosum. Além disso, muitos óleos e compostos 

isolados de acordo com a dosagem utilizada podem resultar em efeitos fitotóxicos nas 

culturas de interesse, portanto além da seletividade é importante avaliar tais efeitos 

sobre plantas (DAYAN et al. 2015). 

 

4.5 CONCLUSÃO 

Os óleos e compostos isolados testados não são seletivos a T. pretiosum. pois 

afetam algum parâmetro biológico do parasitoide. Portanto, ao serem utilizados em 
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programas de manejo integrado de pragas, não devem ser aplicados no mesmo dia 

da liberação do parasitoide para que sua ação no controle biológico de pragas não 

seja reduzida.    
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5 CAPÍTULO V 

Novo isolado nucleopolyhedrovirus no manejo de Spodoptera eridania 

 

RESUMO 

Spodoptera eridania é considerada como praga polífaga. Estudos de métodos 

alternativos de manejo desse inseto é necessário visando ampliar as opções já 

existentes e devido a carência de inseticidas registrados e eficientes. Um agente 

destaque no manejo de pragas é o emprego de vírus. Dentre os grupos de vírus, os 

baculovírus (Família Baculoviridae) são os mais estudados e empregados para o 

controle de pragas agrícolas. O objetivo desse estudo foi identificar isolado de vírus 

presente em lagartas de S. eridania sintomáticas. A amostra de vírus foi extraída e 

realizada a purificação dos corpos de oclusão (OBs). O DNA viral foi extraído 

utilizando o Kit PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit (ThermoFisher) de acordo com o 

manual do fabricante e os primers prl8-1e prl8-1B foram utilizados para amplificação 

do fragmento do gene. Amplicons de amostras positivas foram purificados e enviados 

para sequenciamento e comparadas utilizando o algoritmo Basic Local Alignment 

Search Tool (BLASTN). O isolado foi identificado apresentando alta similaridade 

genética com o isolado “Spodoptera eridania nucleopolyhedrovirus isolate CNPSo-

165”, caracterizando-se como novidade no cenário e pode apresentar-se como 

promissor, agregando as táticas disponíveis para o manejo integrado de S. eridania. 

 

Palavras-chave: Baculovírus. Manejo integrado de pragas. Identificação de vírus.  
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New nucleopolyhedrovirus isolate in the management of Spodoptera eridania 

 

ABSTRACT 

Spodoptera eridania is considered a polyphagous pest. Studies of alternative methods 

of handling this insect are necessary in order to expand the existing options and due 

to the lack of registered and efficient insecticides. A prominent agent in pest 

management is the use of viruses. Among the groups of viruses, the baculoviruses 

(Family Baculoviridae) are the most studied and used to control agricultural pests. The 

aim of this study was to identify a virus isolate present in symptomatic S. eridania 

caterpillars. The virus sample was extracted and OBs purification was performed. Viral 

DNA was extracted using the PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit (ThermoFisher) 

according to the manufacturer's manual, and prl8-1 and prl8-1B primers were used to 

amplify the gene fragment. Amplicons from positive samples were purified and sent for 

sequencing and compared using the Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN) 

algorithm. The isolate was identified showing high genetic similarity with the isolate 

“Spodoptera eridania nucleopolyhedrovirus isolate CNPSo-165”, characterizing itself 

as a novelty in the scenario and can be presented as promising, adding the tactics 

available for the integrated management of S. eridania. 

 

Keywords: Baculovirus. Integrated pest management. Virus identification. 
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5.1 INTRODUÇÃO 

Spodoptera eridania é uma praga nativa amplamente distribuída nas regiões 

tropicais das Américas (POGUE, 2002). O manejo dessa praga é realizado por meio 

de inseticidas sintéticos e na maioria das vezes são executados de forma incorreta, 

ocasionados pelo uso indiscriminado desses produtos e sua ineficiência, além dos 

impactos ambientais causados pelo seu uso (FAVETTI et al., 2015). 

Métodos que utilizam agentes de biocontrole, como vírus de insetos, são 

opções importantes para complementar ou mesmo substituir pesticidas em um 

programa de manejo integrado de pragas. A utilização de Baculovirus, considerado 

como vírus entomopatogênico, tem recebido atenção especial como um agente 

potencial de controle biológico (SOSA-GOMEZ et al., 2020).  

Dentre os grupos de vírus, os baculovírus (Família Baculoviridae) são os mais 

estudados e empregados para o manejo de pragas agrícolas. Quando utilizados no 

campo, os baculovírus podem ser introduzidos nas táticas de manejo de pragas, pois 

existem diversos tipos de vírus atacando insetos entre lepidópteros, coleópteros e 

dípteros (SOSA-GOMEZ et al., 2020). A infecção viral inicia-se quando o hospedeiro 

se alimenta de substratos contaminados com os corpos de oclusão (OBs). Dois 

fenótipos virais são produzidos durante o ciclo completo da infecção. O vírus derivado 

da oclusão (ODV), responsável pela infecção primária, é liberado no intestino médio 

do inseto após a dissolução dos OBs e infecta as células do epitélio do intestino médio. 

Em seguida, a célula infectada produz o vírus budded (BV), que é responsável pela 

infecção secundária e espalha a doença viral do intestino médio por todo o corpo do 

inseto (JEHLE et al., 2006). No final da infecção, as larvas apresentam um tegumento 

enfraquecido e melanizado e uma anatomia interna, que foi amplamente liquefeita 

(SLACK; ARIF, 2006). 

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi identificar o isolado do vírus 

presente em larvas mortas com sintomas de infecção por baculovírus e avaliar a 

eficácia do isolado no manejo de S. eridania. 
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5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

5.2.1 Obtenção, purificação dos corpos de oclusão (OBs) e caracterização do 

isolado  

Larvas mortas de S. eridania com sintomas de infecção por baculovírus 

(lagartas flácidas, penduradas nas plantas em formato de V invertido) foram coletadas 

em áreas de cultivo de tomateiro na cidade de Santa Maria de Jetibá (Estado do 

Espírito Santo, Brasil) e enviadas ao laboratório de entomologia do Núcleo de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico em Manejo Fitossanitário de Pragas e 

Doenças (NUDEMAFI) e mantidas a -20 °C até a purificação dos OBs.   

Os cadáveres foram macerados, em almofariz de porcelana, com solução 

tampão SDS a 1% (Dodecil Sulfato de Sódio). O líquido proveniente da maceração foi 

filtrado em tecido tipo voile, para remover os tecidos gordurosos e as partes mais 

grosseiras das lagartas. A suspensão viral filtrada foi centrifugada três vezes, em 

solução tampão SDS 1%, a 6.000 rpm por 20 minutos. O pellet proveniente da última 

centrifugação foi ressuspenso em água destilada esterilizada, com auxílio de agitador 

vórtex, e armazenado a -20 ºC (HASHIMOTO et al., 2000). Foi retirado 50 µl do pellet 

ressuspenso e colocado no centro da “câmara de Neubauer” e então visualizado em 

microscópio de luz a presença de cristais de baculovírus.  

O DNA total do purificado foi extraído utilizando o Kit PureLink Viral RNA/DNA 

Mini Kit (ThermoFisher) de acordo com o manual do fabricante.  

O DNA extraído foi utilizado como molde para PCR utilizando os primers prl8-1 

(CAGGAAACAGCTATGACCCAYGGHGARATGAC) e prl8-1B 

(TAATACGACTCACTATAGGGCAYGGHGARATGAC) desenhados por Langi et al. 

(2004), que amplificam um fragmento do gene late expression fator 8 (LEF-8). 

 Amplicons de amostras positivas foram purificados e enviados para 

sequenciamento e comparadas utilizando o algoritmo Basic Local Alignment Search 

Tool (BLASTN).  

 

5.2.1 Manutenção e multiplicação de Spodoptera eridania   

As lagartas recém-emergidas de S. eridania foram acondicionadas em potes 

plásticos (20 cm x 40 cm x 12 cm altura) com tampa possuindo uma abertura, fechada 
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com tecido microtuler. Com o crescimento das lagartas e a perda de hábito gregário 

que acaba no segundo instar, estas lagartas foram repicadas em novos potes até 

atingir um stand final de 100 lagartas por pote. As lagartas foram alimentadas com 

dieta artificial adaptada (GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976), constituída por 125 

g de feijão, 62,4 g de levedo de cerveja, 100 g de gérmen de trigo, 100 g de proteína 

de soja, 50 g de caseína, 35 g de ágar, 5 g de nipagin, 6 g de ácido ascórbico, 3 g de 

ácido sórbico, 6 mL de formol em 40% e 10 g de solução vitamínica (niacinamida, 

pantotenato de cálcio, tiamina, riboflavina, piridoxina, ácido fólico, biotina e vitamina 

B12), suficiente para a alimentação de 24 horas. Quando as lagartas atingiam a fase 

de pre-pupa, foram individualizadas em potes (10 cm de diâmetro x 7 cm de altura) 

com tampas perfuradas e tampadas com tecido microtuler, forradas com ¼ de folha 

de papel formato A4. Estes potes receberam 1 cm³ de dieta descrita acima e 7 

lagartas, que permaneceram no recipiente até a fase de pupa. Estas foram coletadas 

e acondicionadas em placas de plástico tipo Gerbox® (6 cm de diâmetro x 1,5 cm de 

altura) até a emergência dos adultos, que foram destinados a uma gaiola de acrílico 

(80 cm x 80 cm x 70 cm), permanecendo nesta condição por 48 horas, e 

posteriormente transferidos para gaiolas de PVC (20 cm de diâmetro x 25 cm de 

altura) revestidos internamente com folha de papel branco. A extremidade superior 

fechada com tecido do tipo “voil” e a inferior fechada com uma placa quadrada de 

isopor (25 cm de lado x 3 cm de espessura), contendo solução de mel em 10% (m/v) 

como substrato alimentar, por meio de algodão embebido de solução em frasco de 

vidro (5 mL). As folhas de papel, contendo as posturas foram recortadas e as massas 

de ovos acondicionadas em placas de plástico tipo Gerbox® (6 cm de diâmetro x 1,5 

cm de altura), mantidas em condições controladas (25 ± 1 ºC, UR de 70 ± 10% e 

fotofase de 12h), até a emergência das lagartas.  

 

5.2.3 Patogenicidade do isolado a Spodoptera eridania  

Foram individualizadas 50 lagartas de segundo instar de S. eridania e deixadas 

sem alimento por quatro horas. Posteriormente, as lagartas foram alimentadas com 

dieta artificial impregnada com 20 µl de suspensão de poliedros na concentração de 

1x108 poliedros/ml. As concentrações foram determinadas, previamente, por meio de 

contagem em câmara de Neubauer. As lagartas que consumiram completamente os 

discos de dieta artificial dentro de um período de 48 horas foram transferidas para 
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recipientes com dieta artificial isenta de patógeno. No tratamento controle os discos 

de dietas foram tratados somente com água estéril. A mortalidade foi registrada após 

8 dias.  

 

6.2.4 Especificidade do isolado   

Foram individualizadas 10 lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda, 

Diaphania hyalinata e Plutella xylostella. Lagartas de S. frugiperda foram alimentadas 

com dieta artificial impregnada com 20 µl de suspensão de poliedros na concentração 

de 1x108 poliedros/ml. D. hyalinata e P. xylostella foram alimentadas com discos de 

folhas de abóbora e couve, respectivamente. As lagartas de S. frugiperda que 

consumiram completamente os discos de dieta artificial dentro de um período de 48 

horas foram transferidas para recipientes com dieta artificial isenta de patógeno e as 

lagartas de D. hyalinata e P. xylostella foram transferidas para recipientes contendo 

discos de folhas de abóbora e couve, respectivamente. A mortalidade foi avaliada 

após 8 dias.  

 

5.3 RESULTADOS 

5.3.1 PCR e sequenciamento 

O isolado de baculovírus coletado de S. eridania apresentou 97,57% de 

similaridade com o isolado de Spodoptera eridania “nucleopolyhedrovirus isolate 

CNPSo-165” (GenBank MT040195) (RODRIGUES et al., 2020). 

 

5.3.2 Patogenicidade do isolado a Spodoptera eridania 

O isolado de S. eridania “nucleopolyhedrovirus isolate Se04”, matou 100% das 

lagartas, mostrando-se eficiente no manejo dessa praga (tabela 1).  
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Tabela 1. Mortalidade de lagartas de Spodoptera eridania alimentadas com dieta 

artificial impregnada com 20 µl de suspensão de poliedros na concentração de 1x108 

poliedros/ml  

Tratamentos Mortalidade 

Testemunha 0,0±0,0 a 

Nucleopolyhedrovirus isolate Se04 100,0±0,0 b 

p-valor <0,05 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de 

Tukey.  

 

5.3.1 Especificidade do isolado 

O isolado de S. eridania “nucleopolyhedrovirus isolate Se04”, não matou 

lagartas de S. frugiperda, D. hyalinata e P. xylostella, apresentando-se como 

específico de S. eridania (tabela 2).   

 

Tabela 2. Mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda, Diaphania hyalinata e 

Plutella xylostella alimentadas com dieta artificial impregnada com 20 µl de suspensão 

de poliedros na concentração de 1x108 poliedros/ml do isolado de S. eridania 

“nucleopolyhedrovirus isolate Se04’’  

Tratamentos Mortalidade 

Spodoptera frugiperda 0,0±0,0 a 

Diaphania hyalinata 0,0±0,0 a 

Plutella xylostella 0,0±0,0 a 

p-valor >0,05 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de 

Tukey.  

 

5.4 DISCUSSÃO 

Spodoptera eridania “nucleopolyhedrovirus isolate Se04” foi capaz de matar 

larvas de S. eridania, porém não matou larvas de S. frugiperda. O isolado SperNPV-

CNPSo-165 também não se apresentou patogênico a larvas de S. frugiperda, porém 
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foi patogênico a S. albula (RODRIGUES et al., 2020), possivelmente devido a 

similaridade genética entre essas espécies (LE RU et al., 2018).  

De forma geral, a gama de hospedeiros do baculovírus pode variar de acordo 

com a espécie viral isolada, e em alguns casos, um isolado pode ser infeccioso para 

mais de 20 hospedeiros, por exemplo, AcMNPV (SALEM; CHENG; CHENG, 2012), e 

outros são específicos e apresentam-se como infecciosos apenas em um único 

hospedeiro (WANG et al., 2008). 

Portanto, a especificidade de baculovírus varia de acordo com o isolado (CLEM 

E PASSARELLI, 2013). Entretanto, ao apresentar especificidade, como no caso do 

isolado identificado nesse estudo, torna com maior potencial de ser utilizado no 

controle biológico de insetos-praga de culturas florestais e agrícolas, por 

apresentarem maior segurança para os seres humanos e outros animais e uma 

alternativa viável aos inseticidas químicos (SUN; PENG, 2007). 

 

5.5 CONCLUSÃO 

Neste trabalho foi identificado um novo isolado de baculovírus Spodoptera 

eridania “nucleopolyhedrovirus isolate Se04”, sendo este letal para larvas de S. 

eridania e incapaz de matar S. frugiperda, D. hyalinata e P. xylostella na concentração 

de 1x108 poliedros/ml. 
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CONSIDERAÇOES FINAIS 

O uso de óleos essenciais, fixos, compostos isolados, nematoides 

entomopatogênicos (NEPs) e o novo isolado de vírus (S. eridania 

“nucleopolyhedrovirus isolate Se04”) são eficientes no manejo de S. eridania, com 

potencial uso em programas de manejo integrado dessa praga.  

O composto isolado d-limoneno em associação com agentes encapsulantes 

(goma guar e maltodextrina) é potencial para ser utilizado no manejo de S. eridania, 

visto que esses encapsulantes melhoram a eficiência do composto resultando em 

maior efetividade no manejo. 

Entretanto, atenção deve ser dada na escolha e utilização dos óleos e 

compostos isolados, uma vez que estes podem ser tóxicos aos NEPs testados (H. 

amazonensis e S. rarum) e também ao parasitoide de ovos (T. pretiosum) pela 

classificação toxicólogica proposta pela IOBC.  

Diante do potencial dos NEPs e do parasitoide T. pretiosum no controle 

biológico de pragas, é recomendável verificar a seletividade dos óleos sobre tais 

organismos, a fim de detectar quais óleos são incompatíveis com os organismos 

benéficos e não poderão ser recomendados no manejo integrado de pragas. 

 

 


