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RESUMO

PEGORINI, Carla Samanta. Associacdo do Oleo essencial de Eugenia uniflora e
Bacillus thuringiensis sobre Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleop.: Tenebrionidae).
2016. 64f. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Programa de Po0s-Graduacdo em
Zootecnia (Area de Concentragdo: Producdo e Nutricdo Animal), Universidade
Tecnologica Federal do Parana - UTFPR. Dois Vizinhos-PR, 2016.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de 6leo essencial de Eugenia uniflora e
Bacillus thuringiensis e a associacdo destes sobre larvas e adultos de Alphitobius
diaperinus, em condi¢des de laboratério. Para tal, foram avaliadas diferentes
concentracdes do 6leo essencial de E. uniflora (0%, 0,25%; 0,50%; 0,75%; 1,0%;
1,25% e 1,5%) sobre larvas e adultos de A. diaperinus, visando selecionar a
concentracdo que causasse cerca de 50% de mortalidade nos insetos, para utilizagdo no
experimento de associacdo. Para ocorrer emulsificagdo do dleo foi misturado 10 pL do
tenso ativo Tween® 80 (0,01%) em agua. Também foi realizada a avaliacdo do efeito
inseticida de diferentes linhagens (BR 137, BR 140 e BR 146) de B. thuringiensis, na
concentragdo 3 x 108 UFC/mL, sobre larvas e adultos de A. diaperinus para selecionar a
linhagem que causasse maior percentual de mortalidade para ser utilizada no
experimento de associacdo. Em ambos os experimentos, 10 mL de cada concentracdo
(6leo ou bactéria) foi adicionada e misturada a 38 g de racdo comercial para frangos,
previamente esterilizada, para adultos e em 20 g de racdo, para larvas. Apols a
preparacdo da mistura, esta foi dividida em oito partes iguais e distribuida em placas de
Petri (150 mm x 20 mm), para adultos e em placas de acrilico, com 12 poc¢os
individualizados, para larvas. Cada placa foi considerada uma repeticdo e recebeu 12
larvas ou 12 adultos, totalizando 96 insetos por tratamento. Como testemunha foi
misturada a racdo agua destilada esterilizada. As placas foram acondicionadas em
camara climatizada a temperatura de 27 + 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 14 horas.
A avaliacdo foi realizada diariamente, durante nove dias, quantificando-se o nimero de
individuos mortos. Para o experimento de associacdo foram utilizadas as trés linhagens
de B. thuringiensis (BR 137, BR 140 e BR 146), na concentragdo 3 x 10° UFC/ml e o
Oleo essencial de E. uniflora na concentracdo de 1% por ter causado 50% de
mortalidade sobre as larvas. O delineamento experimental e os procedimentos para
montagem, armazenamento e avaliagdo foram o0s mesmos descritos para 0s
experimentos anteriores. O 0leo essencial de E. uniflora, na concentracdo de 0,75%
causou maior mortalidade em larvas de A. diaperinus (70,83%), porém, ndo diferiu da
concentragdo de 1% (50%). Para adultos, o 6leo essencial ndo causou efeito inseticida
nas concentragdes avaliadas. As linhagens de B. thuringiensis, BR 137, BR 140 e BR
146 apresentaram efeito inseticida com mortalidades de 38,54%, 48,95% e 51,04%
respectivamente, para larvas de A. diaperinus. Para adultos, as linhagens ndao
apresentaram efeito inseticida. Na associac¢do das linhagens BR 137, BR 140 e BR 146
com o Oleo essencial de E. uniflora a 1%, as mortalidades foram de 80,55%, 62,50% e
81,94%, respectivamente. O 0leo essencial de E. uniflora causou efeito inseticida
somente sobre larvas de A. diaperinus. As trés linhagens de B. thuringiensis foram
patogénicas somente para larvas de A. diaperinus. Na associacdo das linhagens de B.
thuringiensis e o Oleo essencial de E. uniflora, os agentes ndo interferiram
negativamente um sobre o outro, evidenciando a possibilidade de utilizacdo de tal
associacdo. Os resultados aqui obtidos foram observados de forma significativa na fase
larval, o que faz com que mais estudos sejam desenvolvidos a fim de selecionar



linhagens mais virulentas e concentracbes com maior efeito inseticida para insetos
adultos.

Palavras Chave: Avicultura, Controle Alternativo, Pitanga, Controle Biologico,
Bactéria Entomopatogénica, Cascudinho de aviéario.



ABSTRACT

PEGORINI, Carla Samanta. Essential Oil Association of Eugenia uniflora and Bacillus
thuringiensis  to  control  Alphitobius  diaperinus  (PANZER) (Coleop.:
TENEBRIONIDAE). 2016. 64 leaf. Dissertation (Master's in Animal Science) — Post
Graduate Program in Animal Science. (Concentration Area: Production and Animal
Nutrition), Federal Technological University of Parand - UTFPR. Dois Vizinhos-PR,
2016.

The objective of this study was to evaluate the effect of essential oil of Eugenia uniflora
and Bacillus thuringiensis alone and the association these on larvae and adult
Alphitobius diaperinus in laboratory conditions. To this, they were evaluated essential
oil different concentrations of E. uniflora (0%, 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,0%, 1,25% and
1,5%) on larvae and adult A. diaperinus, in order to select the concentration that caused
around 50% mortality in insects, for use in association experiment. To occur
emulsification of oil was mixed 10 uL of tense active Tween® 80 (0,01%) in water. It
was performed to evaluate the effect of insecticide different strains (BR 137, BR 140
and BR 146) of B. thuringiensis, concentration 3x10® CFU/mL, on larvae and adults of
A. diaperinus to select the strain that causes most mortality percentage to be used in
association experiment. In both experiments, 10 mL of each concentration (oil or
bacteria) was added and mixed to 38 g of commercial feed for broilers, previously
sterilized, for adults and 20 g of feed, for larvae. After preparation of the mixture, this
was divided into eight equal parts and distributed in Petri dishes (150 mm x 20 mm) for
adults and acrylic plates with 12 individual wells to larvae. Each plate was considered a
repetition and received 12 larvae and 12 adults, totaling 96 insects per treatment. As
control was mixed with feed sterilized distilled water. The plates were placed in a
climatic chamber at 27 + 2 ° C, RH 70 + 10% and photoperiod of 14 hours. The
evaluation was conducted every day for nine days by quantifying the number of dead
individuals. For the association experiment were used the three strains of B.
thuringiensis (BR 137, BR 140 and BR 146), at the concentration 3x10® CFU/mL and
the essential oil of E. uniflora at a concentration of 1% for causing 50 % mortality of
the larvae. Experimental design and procedures for assembly, storage and evaluation
were the same as described for the previous experiments. The essential oil of E. uniflora
at a concentration of 0,75% caused higher mortality in larvae of A. diaperinus (70,83%),
however, did not differ from concentration of 1% (50%). For adults, the essential oil
showed no insecticidal effect on measured concentrations. The strains of B.
thuringiensis, BR 137, BR 140 and BR 146 presented insecticidal effect with mortalities
of 38,54%, 48,95% and 51,04% respectively for larvae of A. diaperinus. For adults, the
strains showed no insecticidal effect. The association of lines BR 137, BR 140 and BR
146 with the essential oil of E. uniflora 1% mortalities were 80,55%, 62,50% and
81,94%, respectively. The essential oil of E. uniflora caused only insecticidal effect on
larvae of A. diaperinus. The three strains of B. thuringiensis were pathogenic only for
larvae of A. diaperinus. The association of strains of B. thuringiensis and E. uniflora
essential oil, agents do not interfere negatively on one another, suggesting the possible
use of such an association. The results obtained were observed significantly in the larval
stage, which means that more studies are developed in order to select more virulent
strains and concentrations higher insecticidal effect to adult insects.



Keywords:  Poultry, Alternative  Control, Pitanga, Biological  Control,
Entomopathogenic Bacteria, Poultry Mealworm.
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1. INTRODUCAO

Entre as atividades da agropecuaria brasileira, a avicultura de corte representa
significativa importancia para as financas comerciais, no que diz respeito a producéao e
exportacdo da carne, levando o Brasil a ter umas das producdes avicolas mais
desenvolvidas do mundo. Contudo, ha fatores limitantes dessa atividade que precisam
ser superados por comprometerem a produgéo, como 0s insetos-praga.

Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae), conhecido como
cascudinho de aviario é considerado a principal praga da avicultura (SALLET, 2013).
Tanto as larvas como os adultos possuem hébito gregério, sendo encontrados 0s maiores
focos na cama, sob os bebedouros, comedouros e proximo aos pés direitos do galpéo.
Instalacbes com alta incidéncia dessa praga (ALVES, et al, 2005) acabam interferindo
na conversdo alimentar, ganho de peso, causam ferimentos no sistema digestorio das
aves (ALVES et al, 2011), além de liberarem substancias toxicas, como as quinonas,
que causam lesdes no figado, condenando esses 6rgdos no abatedouro. Além disso, A.
diaperinus atua como vetor de fungos, bactérias e protozoarios (ALVES et al, 2011).

Para o controle desse inseto, os avicultores utilizam convencionalmente produtos
quimicos sintéticos na cama durante o periodo de fermentacgdo, que se da entre os lotes,
apos a retirada das aves. Assim, ha grande risco das préximas aves que serdo alojadas se
alimentarem dos restos de insetos mortos pelos produtos, causando contaminacdo das
mesmas. Soma-se a isso o fato dos inseticidas serem toxicos para 0 homem e 0 meio
ambiente, além de selecionar populacdes de insetos resistentes (HASSEMER et al.,
2014)

Nesse sentido, é de fundamental importancia o desenvolvimento de alternativas
de controle que sejam eficientes e de baixo impacto para a satde do homem e das aves.
Entre as alternativas para o controle do inseto-praga, tem-se o controle bioldgico, por
meio de entomopatogenos (fungos e bactérias) e oOleos essenciais de plantas, como
controle alternativo.

A bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) (Bacillales: Bacillaceae) é o
agente biolégico mais comercializado na forma de bioinseticidas e vem sendo utilizado
separadamente ou associado a outras formas de controle no Manejo Integrado de

Pragas. Trata-se de uma bactéria Gram-positiva, esporulante e cristalifera, apresentando
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especificidade aos insetos e baixa toxidez para os organismos nao alvos, como as aves
(LUCHO et al, 2010) e os mamiferos (LIMA, 2010), sendo segura para a utilizagdo no
controle de pragas (SALLET, 2013).

A espécie B. thuringiensis apresenta linhagens que sdo patogénicas para varias
ordens de insetos, principalmente para Lepidoptera, Coleoptera e Diptera
(BALBINOTTE, 2012). Os esporos dessa espécie podem suportar temperaturas de 75°C
durante 10 minutos, apresentando resisténcia ao calor, 0 que permite sua resisténcia no
solo por longos periodos (RABINOVITCH et al., 2000).

Quanto aos Oleos essenciais, geralmente sdo biodegradaveis, com baixa
toxicidade a mamiferos e possuem substancias de natureza terpénica, conhecidas como
aromaticas, resultantes do metabolismo secundario das plantas, podendo apresentar
efeito repelente ou atraente (KNAAK; FIUZA, 2010; COSME; CARVALHO;
MOURA, 2007).

Os 0leos essenciais apresentam efeitos colaterais para varias ordens de insetos-
praga, tais como: inibicdo da oviposicdo, alteracbes hormonais, inibicdo do
acasalamento e fertilidade, motilidade intestinal, inibicdo da biossintese de quitina,
mortalidade nas diferentes fases (ROEL, 2001; COSME; CARVALHO; MOURA,
2007) e a deterréncia nos insetos, provocando assim uma deficiéncia nutricional, com e
consequente atraso no seu desenvolvimento e até mesmo deformacdes (COSTA et al,
2004; COSME; CARVALHO; MOURA, 2007). Segundo Isman (2000), as plantas
pertencentes a familia Myrtaceae apresentam a melhor acdo inseticida, tornando a
pitangueira (Eugenia uniflora L.) uma planta potencial no controle alternativo de
insetos-praga.

Os métodos alternativos de controle aplicados em um sistema de producdo
podem ser potencializados quando associados a um ou mais métodos de controle. Dessa
forma, a associacdo dos métodos alternativos pode abrir o leque de abrangéncia sobre
organismos-alvo, como por exemplo, atingindo diferentes espécies e até mesmo
diferentes fases de desenvolvimento de uma mesma espécie. Segundo Saito & Luchini
(1998), se um agente de controle causar estresse a uma praga, essa estara sujeita a
doencas, fazendo com que esteja mais suscetivel as toxinas de Bt, por exemplo,
permitindo acdo mais rapida do agente, e consequentemente, aumentando os indices de
mortalidade.

Vilani (2013), analisou extratos vegetais aquosos de Eugenia uniflora, Capsicum
baccatum var. pendulum Wild. (Solanaceae), Brugmansia suaveolens Willd.
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(Solanaceae) e Hovenia dulcis Thunb. (Rhamnaceae) na concentracdo 5% associados a
a B. thuringiensis subesp. kurstaki (Btk) Berliner sobre lagartas de segundo instar de A.
gemmatalis. Observou-se que nenhum dos extratos causou mortalidade ou afetou
negativamente no ciclo do inseto. Porém, na associacdo de Btk com o extrato de
pitanga, reduziu a mortalidade de A. gemmatalis, ao passo que para o extrato de pimenta
observou-se o efeito contrario, aceleracdo da mortalidade.

Sob esse ponto de vista, estudos sobre a associagdo de bactérias
entomopatogénicas e 6leos essenciais de plantas sdo importantes, pois, segundo Pessoa
et al. (2014), mesmo ambos sendo mais seguros que 0s produtos quimicos sintéticos,
deve haver compatibilidade entre os mesmos, para que ndo haja interferéncia no modo
de acdo de um sobre o outro.

Tendo em vista que A. diaperinus é considerado um inseto de dificil controle,
devido a seus habitos, de estar entre frestas e sob a cama na fase larval, torna as medidas
de controle prejudicadas, uma vez que geralmente as aplicacGes de inseticidas quimicos
sintéticos sao superficiais, ndo atingindo todas as fases do inseto. Dessa forma, visando
a associacdo de metodos de controle, os agentes podem estar sendo utilizados
simultaneamente ou em conjunto, com diferentes modos de acdo que podem apresentar
efeito sinérgico, contribuindo para o manejo da praga.

Com esse intuito, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de 6leo
essencial de Eugenia uniflora e Bacillus thuringiensis e a associacdo destes sobre larvas

e adultos de Alphitobius diaperinus, em condic¢des de laboratdrio.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Avicultura e o controle de Alphitobius diaperinus: uma barreira a ser superada

A avicultura industrial brasileira tem se destacado nacional e internacionalmente
devido aos avangos no setor, resultado de tecnologias aplicadas visando a sanidade,
sustentabilidade e consequentemente a qualidade da carne de frango (UBABEF, 2012).

O Brasil é considerado o maior exportador mundial de carne de frango desde
2004 e o terceiro maior produtor de carne de aves. Tais rankings conferem ao pais, uma
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participacdo no agronegocio de 10,2 bilhdes de ddlares, com a exportacdo de 4,76
milhdes de toneladas a 155 paises, segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal
- ABPA (2015).

Essa conquista do mercado externo se deve aos elevados indices de controle
sanitario das granjas avicolas, as quais estdo livres de problemas, como a gripe aviaria,
que atingiu a producdo mundial, e também ao aumento do consumo interno de carne de
frango (EMBRAPA, 2013). Uma vez que a carne de frango é uma excelente fonte
proteica de alto valor bioldgico e com precos mais baixos, quando comparadas a outras
carnes, faz com que seja acessivel para qualquer classe econémica (UBABEF, 2011),
resultando em consumo per capita interno de 45 kg por ano (SINDIAVIPAR, 2015).

A criacdo das aves é feita em galpdes padronizados (aviarios), em regime de
confinamento, conforme exigéncias de cada empresa, variando os lotes de criacdo de 28
a 50 dias, com intervalos entre lotes de uma a quatro semanas, 0 que torna a atividade
intensa e produtiva nos altimos anos (SALLET, 2013). A atividade intensa, tem
resultado em mudancas no manejo da criagdo, estimulando aumento do nimero de aves
por alojamento, maior nimero de lotes sobre a mesma cama e, em intervalos entre lotes
menores, possibilitando assim a maior proliferacdo de insetos-praga (REZENDE, 2009).
Tais praticas de manejo, tem resultado em acimulo das excretas das aves na cama, 0
que, junto a umidade dos bebedouros e a temperatura do galpdo ideal as aves,
favorecem o desenvolvimento da principal praga avicola, o cascudinho de aviario,
Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae) (JAPP; BICHO; SILVA,
2010).

A. diaperinus é originario do continente Africano e é conhecido também como
praga secundaria de grdos armazenados, farinhas e ra¢Ges animais (ARENDS, 1987;
ALEXANDRE et al., 2006; MARQUES et al., 2013). O cascudinho é considerado em
todo 0 mundo, a principal praga do setor avicola. Acredita-se que tenha sido introduzido
nos aviarios, por meio de races contaminadas e, sob condi¢Ges de temperatura e
umidade favoraveis, se adaptaram facilmente (AZEVEDO et al., 2010; JAPP; BICHO;
SILVA, 2010; RIBEIRO, 2011).

Este inseto € encontrado ao abrigo de luz, na cama das aves, sob os comedouros
e bebedouros e, principalmente em galpdes onde o piso ainda é de chdo batido, pois
cava galerias para depositar seus ovos, ficando esse ambiente, protegido durante o vazio
sanitario (JAPP; BICHO; SILVA, 2010).
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Nos aviarios, com as condi¢des essenciais de desenvolvimento (27°C e 80% de
UR), o ciclo médio de vida do cascudinho dura de cinco a oito semanas, com oviposi¢do
média variando de 1000 a 1800 ovos férteis. As larvas eclodem com quatro a sete dias
apos a postura, apresentando coloracdo esbranquicadas e tamanho em torno de 1,5 mm
de comprimento (JAPP; BICHO; SILVA, 2010; ESQUIVEL; CRIPPEN; WARD,
2012).

A fase larval pode apresentar de seis a 11 instares, podendo variar de 30 a 100
dias, conforme as condicGes do ambiente, e ao final podem medir até 13 mm de
comprimento e apresentar coloragdo marrom escura, momento em que irdo passar para a
fase de pupa. Essa fase dura cerca de sete a oito dias e, entdo emergem os adultos, de
coloracdo branca, ficando na cor marrom apés quatro dias (JAPP; BICHO; SILVA,
2010; ESQUIVEL,; CRIPPEN; WARD, 2012). Os adultos comecam o acasalamento
entre 10 a 20 dias apOs a emergéncia e podem viver até 400 dias dependendo das
condigdes ambientais (JAPP; BICHO; SILVA, 2010; OUROFINO, 2011; ESQUIVEL;
CRIPPEN; WARD, 2012; MELO, 2013).

Esses insetos adaptados as condicdes dos galpdes se alimentam de racéo, fezes e
animais mortos (CHERNAKI-LEFFER, 2004), representando importancia no aspecto
econdmico e sanitério, pois sdo ingeridos pelas aves, interferindo no crescimento, ganho
de peso inicial e também comprometem a salde das mesmas, transmitindo doencas e
ocasionando mortalidade (CHERNAKI-LEFFER et al., 2001; SANTOS et al., 2009;
JAPP; BICHO; SILVA, 2010; ALVES et al., 2011; GAZONI et al., 2012).

Os danos estdo relacionados ao habito alimentar das aves, as quais ingerem as
larvas e adultos dos insetos e consequentemente tem a conversdo alimentar prejudicada.
Quando os insetos adultos sdo ingeridos, os élitros podem lesionar o trato
gastrointestinal (moela e papo), deixando assim vulneravel a entrada de patdgenos
(CHERNAKI-LEFFER et al., 2001; JAPP; BICHO; SILVA, 2010; ALVES et al.,
2011). Os insetos também podem liberar substancias tdxicas como a quinona, a qual
causa lesdo no figado, condenando a carcaca e 6rgdos no abatedouro (OUROFINO
2011; WOLF, 2013) além de ser considerado como um veiculador de diversos
patdgenos, destacando-se as enterobactérias, protozoarios, fungos e viroses aviarias que
podem levar as aves a morte (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002; JAPP; BICHO;
SILVA, 2010; ALVES et al., 2011; ESQUIVEL; CRIPPEN; WARD, 2012; SALLET,
2013; GIOLO et al., 2013).
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Outros danos causados pelos insetos estdo relacionados a infraestrutura do
galpdo, sendo encontrados furos nos sistemas de isolamento térmico, perfurando painéis
evaporativos de pad cooling, utilizados para o sistema de resfriamento dos aviarios;
mutilando as cortinas, as quais protegem os ventos e mantém a temperatura ideal na fase
inicial dos pintainhos, prejudicando o desenvolvimento inicial dos mesmos e furos nas
estruturas de madeiras (TURNER, 1986; JAPP; BICHO; SILVA, 2010; OUROFINO
2011).

Além dos problemas relatados acima, quando a cama do aviario estd muito seca
e ha infestacdo de cascudinho, os insetos se alojam nas penas das aves, ocasionando
estresse, bem como lesbes na pele ao morderem ao redor do foliculo, resultando
também na condenacéo das carcacas no abate (OUROFINO 2011).

Dada a importancia econémica e o comportamento ecoldgico e biolégico do
inseto, 0 mesmo requer uma série de estratégias de controle, tais como manejo sanitario
correto da cama, métodos fisicos, cultural, utilizacdo de produtos quimicos sintéticos,
produtos bioldgicos e produtos alternativos, & base de plantas inseticidas. E importante
ressaltar a necessidade de que as estratégias de controle sejam eficientes ao controle dos
insetos, mas que a0 mesmo tempo sejam seguros as aves, bem como ao homem e o
meio ambiente.

Os métodos de controle apresentam algumas restricdes devido ao
comportamento dos insetos. Por exemplo, quando aplicado produtos quimicos, além de
deixar residuos na carcaca das aves e consequentemente criar barreiras comerciais, pode
ser um método ineficiente, ndo atingindo todas as fases de desenvolvimento do mesmo,
devido ao seu habitat, em galerias no piso e frestas do aviario. Nesse contexto, a
realizacdo de pesquisas que buscam associar estratégias de controle menos impactantes
as aves, a0 homem e ao ambiente, sdo necessarias para melhoria do manejo desse

inseto-praga.

2.1.1 Manejo integrado de Alphitobius diaperinus em aviarios de corte

As estratégias utilizadas no Manejo Integrado de Pragas (MIP) séo associadas a
técnicas econbmicas e ambientalmente sustentaveis. Tais estratégias podem ser usadas

visando maior efetividade de controle, através do uso integrado de todas as técnicas de
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controle possiveis, buscando manter a densidade populacional de um organismo abaixo
do nivel de dano econébmico (COSTA, 2009; BARBOSA; QUEIROZ, REIS FILHO,
2012).

Para o efetivo controle do cascudinho, 0 ambiente deve estar improprio para a
infestacdo e proliferacdo dos insetos, 0 que requer a utilizacdo de diversas estratégias ou
métodos de controle.

Um dos métodos é o fisico, que consiste no controle da temperatura, uma vez
que a faixa ideal para o desenvolvimento de A. diaperinus, varia de 20°C a 38°C
(GAZONI et al., 2012). De acordo com o autor, a mortalidade de larvas e adultos
submetidos a uma temperatura inferior a -10°C, no periodo de uma hora, foi de 100%
em ambientes sem maravalha e de 65% a 75% em ambientes com maravalha. Quando
superior a 45°C, em ambiente com maravalha, a mortalidade foi de 100% para larvas e
adultos, concordando com o método de fermentacdo da cama, onde a temperatura €
superior a 55°C.

Nos periodos entre lotes, a cama pode ser amontoada e umedecida com &gua,
sendo em seguida recoberta com lonas plasticas para que as temperaturas possam ser
elevadas a 50°C e 60°C, ocorrendo a fermentacdo e consequentemente, o controle dos
insetos (GAZONI et al., 2012).

Outro método para o controle fisico de A. diaperinus é a utilizacdo associada de
condicionadores quimicos como a cal hidratada, cal virgem, sulfato de aluminio e gesso
agricola, os quais provocam mudancas na umidade da cama e produzem gases dentro
dos aviarios. Essas condicdes, de temperatura e umidade alteradas, tornam o ambiente
improprio para o desenvolvimento dos insetos (WOLF et al., 2014).

Wolf et al. (2014), associando a cal hidratada e temperatura, na dosagem de
400g/m2 de cal hidratada em condi¢fes de laboratorio, constatou mortalidade para
adultos e larvas de 35,62% e 45,62%, respectivamente, e em temperatura controlada de
45°C, houve mortalidade total de larvas e adultos do inseto.

O controle cultural por sua vez é realizado, principalmente nos periodos entre
lotes, na intengdo de interferir no ciclo bioldgico do cascudinho. A remogéo de restos de
racOes dos comedouros, realizar manejo da cama e manter o galpdo organizado sdo
medidas que evitam a proliferacdo dos insetos (AVILA et al., 2007). De acordo com
autores, recomenda-se 0 amontoamento da cama em leiras de 1,5 m de altura, cobertas
com lona, até 0 momento préximo ao alojamento dos pintainhos, por aproximadamente

14 dias para a compostagem da cama.
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O periodo de vazio sanitario, no decorrer dos anos, foi diminuindo para no
maximo 3 a 5 dias de intervalo entre os lotes de aves. Dessa forma, o controle do
cascudinho ndo tem sido eficiente, devido ao pouco tempo para a realizagcdo das
medidas de controle e desinfeccdo e 0 manejo adequado da cama no galpéo.

As medidas de controle necessarias que sdo aplicadas sofrem interferéncia dos
habitos dos insetos e da presenga constante das aves, o que dificulta essas préticas,
principalmente quando o controle quimico é utilizado, pois mesmo sendo eficiente,
pode causar intoxicacdo nas aves (ALVES et al., 2005), pois como ja mencionado
acima, o periodo entre lotes é cada vez mais reduzido.

Os produtos quimicos sintéticos, que geralmente sdo a base de piretroides e
organofosforados (CHERNAKI-LEFFER; SOSA-GOMEZ; ALMEIDA, 2006) devem
ser aplicados somente ao final do lote de producédo, o que também limita o processo de
controle de A. diaperinus (ALEXANDRE et al., 2006; SANTOS et al., 2009). Além
disso, quando utilizados inadequadamente, favorecem a selecdo populagdes de insetos
resistentes aos compostos (GAZONI et al., 2012; HASSEMER et al., 2014), a qual pode
ser verificada através da sequéncia de DNA dos mesmos (SALLET, 2013).

Assim, os produtos quimicos sintéticos podem apresentar desvantagens, como a
deposicdo de seus residuos nos tecidos das aves, comprometendo a seguranca dos
alimentos, € no meio ambiente, além de apresentar um custo elevado dos produtos
(RODRIGUEIRO et al., 2008; JAPP; BICHO; SILVA, 2010; HASSEMER et al., 2014).

Outro problema da utilizacdo dos produtos quimicos sintéticos na avicultura é
encontrado quando se refere a exportacdo. A Unido Europeia, por exemplo, ndo importa
a carne procedente de criagdes que recebem esse tipo de controle, devido aos residuos
que podem ficar na carcaca dos frangos (JAPP; BICHO; SILVA, 2010; SALLET,
2013), o que faz com que novas praticas de controle sejam adotadas nos sistemas
convencionais (SANTORO et al., 2010; WOLF et al., 2014; SILVA et al., 2015), na
intencdo de substituir os inseticidas quimicos sintéticos.

Diante do exposto, novas estratégias sao necessarias para melhorar o controle de
A. diaperinus, reduzindo ou eliminando a utilizagdo dos produtos quimicos sintéticos.
Entre essas estratégias tem-se o controle bioldgico, com a utilizacdo de
entomopatogenos (ALVES et al., 2005), e o controle com a utilizacdo de produtos

naturais a base de plantas com potencial inseticida (MARCOMINI et al., 2009).
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Esses métodos de controle podem ser menos impactantes e mais seguros as aves
sem deixar residuo na carne do frango, ndo comprometendo a saude humana e o
ambiente.

O interesse por desenvolver estratégias de controle, associando-se plantas
inseticidas e entomopatégenos, que podem ter acdo conjunta e gque minimizem a
utilizacdo dos produtos quimicos, visa priorizar um sistema sustentavel e com eficiéncia

de controle de A. diaperinus.

2.2 Plantas inseticidas e o controle biolégico como possiveis alternativas de controle
para A. diaperinus

A ideia de alternativo empregada aqui refere-se a uma alternativa a utilizacéo de
produtos quimicos sintéeticos. Nesse sentido, os métodos alternativos de controle estéo
relacionados a métodos que utilizam substancias ndo toxicas ao homem e ao meio
ambiente.

Entre essas alternativas, destaca-se a utilizacdo de plantas com atividade
inseticida. As plantas possuem substancias conhecidas como metabdlitos secundérios,
responsaveis pela protecdo destas contra patdgenos e herbivoros, sendo promissoras
para o controle de insetos-praga. O emprego dessas substancias apresenta vantagens
quando comparadas com a utilizacdo de produtos quimicos sintéticos: inseticidas
naturais sd@o degradados rapidamente, ndo persistindo no ambiente; a resisténcia dos
insetos as substancias apresenta processo lento; sdo de facil acesso e ndo deixam
residuos em alimentos e apresentam baixo custo de producdo, tornando-se uma
estratégia acessivel a pequenos produtores (ROEL, 2001; SANTOS et al., 2012;
SANTOS et al., 2013; VILANI, 2013).

Estudos com relacdo & utilizacdo de plantas com potencial inseticida sdo
realizados, apresentando-se uma opgdo para 0 manejo integrado de pragas. No entanto,
estudos sobre a utilizagcdo de plantas inseticidas para o controle de A. diaperinus séo
€sCassos.

Quando se fala em agricultura sustentavel, busca-se encontrar os métodos para
que isso seja possivel. Uma das ferramentas utilizadas no Manejo Integrado de Pragas
(MIP), e que cada vez mais assume papel importante, € o controle biolégico. O controle
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bioldgico, de acordo com Parra et al. (2002), é considerado um fenémeno natural, onde
ocorre uma regulacdo do nimero de plantas e animais pelos proprios inimigos naturais,
sendo o0s agentes bidticos de mortalidade.

O controle biologico pode ser interpretado de trés formas: como um campo de
estudo onde se entende a ecologia comportamento e fisiologia de popula¢des; fenébmeno
natural onde quase todas as espécies possuem inimigos naturais que regulam suas
populacbes e por ultimo, uma estratégia de controle de pragas através da utilizacdo de
parasitdides, predadores e agentes microbianos (GONCALVES, 1996), sendo estes
ultimos comercializados como bioinseticidas.

No Brasil, os produtos microbianos séo na sua maioria formulados em empresas
de pequeno porte de capital nacional. A comercializacdo de bioinseticidas corresponde a
2% do mercado brasileiro e 0 nimero de produtos registrados e comercializados de
origem microbiana chega a 60 tipos diferentes, onde os principais sdo o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin e a bactéria Bacillus
thuringiensis, Berliner (Bacillales: Bacillaceae) (JUNIOR; PAULI; SOSA-GOMEZ,
2013; ZORZETTI, 2015).

Para que um produto bioldgico seja registrado, é necessario um grande tempo de
pesquisa e conhecimento do organismo a ser utilizado para o controle de pragas
especificas (MAPA, 2014). No entanto, dentro dos produtos bioldgicos registrados no
Brasil para diferentes pragas, principalmente as pragas do setor agricola, ndo ha
registros de produtos bioldgicos para o controle de A. diaperinus. Dentre os agentes que
poderiam apresentar resultados satisfatorios para o controle do cascudinho, seria B.
thuringiensis. Uma vez sendo eficiente para o controle dessa praga, o agente poderia ser
aplicado na cama ou na racgdo, apresentando maiores chances de entrar em contato com
0 inseto, atingindo as diferentes fases de desenvolvimento do mesmo, além de
permanecer mais tempo no ambiente. Dessa forma, com a utilizagdo de B. thuringiensis
nos aviarios para o controle de A. diaperinus, tornaria a producgéo avicola mais eficiente,
uma vez que as perdas causadas pelo cascudinho estariam diminuindo, e

consequentemente, melhorando o desempenho de producédo de cada lote de frangos.
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2.2.1 Utilizacdo de plantas inseticidas como estratégia de controle de insetos-praga

A utilizacdo de produtos alternativos provenientes de plantas vem sendo um
forte aliado para o controle de diferentes insetos, atuando no equilibrio ambiental, sem
deixar residuos quimicos e retardando a resisténcia sobre popula¢des dos mesmos.

Em meados do século 20, o Brasil produzia e exportava inseticidas botanicos em
grande escala, tais como o piretro, retenona e nicotina, 0s quais apresentavam seguranca
no seu uso agricola e menor impacto sobre o meio ambiente. Esses inseticidas foram
importantes nas décadas de 1930 e 1940 para o controle de praga. Porém, nas décadas
de 1950 e 1960, com a Revolucdo Verde, os inseticidas botanicos foram substituidos
pelos inseticidas quimicos sintéticos produzidos pelos paises industrializados
(MENEZES, 2005).

Atualmente, o interesse e a necessidade de buscar os métodos alternativos de
menor impacto, tanto humano como ambiental, estdo retomando as forgas pela busca de
produtos eficientes a base de plantas, que possam ser utilizados com eficiéncia nas
producdes para o controle de pragas.

As plantas possuem compostos que sdo utilizados para seu desenvolvimento e
também para sua defesa, denominados, respectivamente de metabdlitos primarios e
secundarios. Os metabolitos primarios sdo encontrados em todas as células vegetais, 0s
quais possuem acucares, aminoacidos, proteinas e acidos nucleicos, que sdo
fundamentais para a vida da planta (BIERMANN, 2009). J& os metabdlitos secundarios
sdo encontrados em pequenas proporcdes nos tecidos das plantas e estdo relacionados
com a defesa contra o ataque de micro-organismos e insetos, podendo acarretar na
morte dos mesmos, ou até mesmo repeléncia, no caso dos insetos, garantindo assim a
sobrevivéncia e a propagacdo da planta no habitat (MENEZES, 2005; BIERMANN,
2009; SANTOS et al., 2012).

Ja sdo conhecidos pouco mais de 100 mil metabdlitos secundarios, 0s quais sdo
classificados quanto a presenca ou ndo de nitrogénio na sua composi¢do. Existem
grupos de metabdlitos secundarios importantes, que Sdo responsaveis por garantir a
sobrevivéncia das plantas, sendo eles: terpenos, compostos fenolicos, alcaloides,
flavonoides, taninos, quinonas e tambeém os 6leos essenciais (SANTOS et al., 2012;
SANTOS et al., 2013).
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As substancias das plantas podem causar diferentes efeitos quando
administrados sobre os insetos, tais como repeléncia, inibicdo da oviposicdo e
alimentacéo, alteragdo hormonal, deformag0es, infertilidade e mortalidade em diferentes
fases de vida (ROEL, 2001; MENEZES, 2005; SANTOS et al., 2012).

Muitas plantas com potencial inseticida servem de alimentos para varios insetos,
0S guais possuem mecanismos enzimaticos que inativam os principios ativos, ou evitam
0s estdgios e partes das plantas onde se encontram as maiores concentragfes das
substancias toxicas (CORREA; SALGADO, 2011).

Plantas das familias Poaceae, Myrtaceae, Lamiaceae, Piperaceae, Asteraceae,
Chenopodiaceae se destacam quanto a atividade inseticida (MEDEIROS; JUNIOR,;
TORRES, 2005; PEGORINI et al., 2009), sendo algumas ativas contra espécies
limitadas de insetos, e muitas vezes, sdo biodegradaveis, apresentando baixa ou
nenhuma atividade toxica aos mamiferos (ROEL, 2001; CORREA; SALGADO, 2011).

A familia Myrtaceae apresenta papel importante, tanto econémico, podendo ser
utilizado para a alimentacdo, como ecoldgico, servindo seus frutos de alimento para a
fauna silvestre (MORAIS; CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014). E considerada uma
das familias mais representativas do Brasil, compreendendo diversas vegetacdes, onde
sdo descritos 23 géneros e aproximadamente 1034 espécies (SOBRAL et al.; 2016). As
plantas mais conhecidas, pertencentes a essa familia sdo: Psidium guajava L. (goiaba),
Eugenia uniflora L. (pitanga), Eugenia sprengelii DC. (murta), Eucalyptus globulus L.
(eucalipto), Syzygium aromaticum L. (cravo-da-india), entre outras (MORAIS;
CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014).

As plantas inseticidas podem ser utilizadas contra os insetos-pragas, por meio de
produtos com formulagbes em pd, extratos aquosos e etanodlicos e na forma de 6leos
essenciais (ESTRELA et al., 2006; PINTO JUNIOR et al., 2010).

Os o0leos essenciais sdo compostos por substancias aromaticas e componentes de
natureza terpénica, que podem apresentar toxicidade, acdo repelente, inibir a
alimentacdo e até mesmo influenciar no desenvolvimento dos insetos (KNAAK;
FIUZA, 2010). Alguns fatores podem atuar diretamente na composicdo dos Oleos
essenciais, como o clima, estacdo do ano, condi¢Bes geogréficas, colheita e tipo de
destilacdo (MACIEL et al., 2002).

Dentro do grupo dos terpenoides, 0s principais compostos encontrados nos 6leos
essenciais sd0 0s monotorpenos e sesquiterpenos. Os monotorpenos apresentam

atividade inseticida, inibindo a enzima acetilcolinesterase, a qual é responsavel pela
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retirada da acetilcolina da fenda sinaptica, no processo de transmissdo do impulso
nervoso. Nessa situagdo, o impedimento da transmissao do impulso nervoso ocasiona a
morte do animal por paralisia (KNAAK; FIUZA, 2010).

Pinto Junior et al. (2010) avaliaram diferentes concentracbes dos 0leos
essenciais de sassafrds, Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (Lauraceae) e eucalipto,
Eucalyptus viminalis Labill. (Myrtaceae) sobre larvas e adultos de A. diaperinus. O
resultado foi de que o 6leo essencial de sassafras foi 100% eficiente com a menor
concentracdo letal, 2,5%, do que o 6leo de eucalipto, na concentracdo de 3,5%, para
produzir a mesma mortalidade de larvas e adultos.

Coitinho et al. (2011), em estudo sobre a toxicidade de 6leos essenciais sobre o
gorgulho do milho, Sitophilus zeamais Mots (Coleoptera: Curculionidae) verificaram
que o Oleo essencial de E. uniflora, aplicado por contato e ingestdo, causou baixa
toxicidade (8,5) sobre adultos. Nesse estudo, os autores observaram que o modo de agédo
do 6leo no sistema nervoso dos insetos, esta diretamente relacionado com a rapidez na
mortalidade, uma vez que, segundo Isman (2006), o Oleo essencial interfere no
neuromodulador octopamina, que € responsavel por regular os batimentos cardiacos, 0s
movimentos, 0 comportamento e o metabolismo dos insetos.

Em avaliacdo de extratos de E. uniflora, obtidos por diferentes métodos
(Decocgdo, Infusdo, Alcodlico, Maceracdo, Oleo Essencial) sobre a satva cabeca-de-
vidro, Atta laevigata Smith (Hymenoptera: Formicidae), nas concentracdes de 1,25%,
2,5% e 5%, Jung et al. (2013), verificaram que apenas o Oleo essencial causou
mortalidade significativa de 84,4%, 94,1% e 100% para as respectivas concentracoes,
evidenciando o maior potencial inseticida quando comparado aos demais métodos de
extracao.

Marques et al. (2013) avaliaram diferentes concentracgdes (0%, 1%, 3%, 5%, 7%
e 9%) dos 6leos de nim e citronela (0%, 5%, 10%, 15% e 20%) sobre adultos de A.
diaperinus e, observaram variagdo no percentual de mortalidade dos insetos. Conforme
0 aumento da concentracdo utilizada dos 6leos, o percentual de mortalidade também
aumentou, de 17% a 59% para o 6leo de nim e de 55% a 81%, para o Gleo de citronela.

O oleo essencial de Cunila angustifolia Benth (Labiatae: Lamiaceae), em
diferentes concentracdes (0%, 1%, 5% e 10%), foi avaliado sobre larvas e adultos de A.
diaperinus, em laboratorio e a campo. Em laboratorio, as concentracdes de 5% e 10%
foram eficientes para adultos e larvas, com mortalidade de 100% dos insetos. A campo,
todas as concentragbes provocaram reducdo de insetos (adultos e larvas), quando
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comparados ao grupo controle (0%), concluindo que 5% foi a concentracdo mais
eficiente, apresentando efeito inseticida para larvas e adultos de A. diaperinus (PRADO
etal. 2013).

As plantas com potencial inseticida podem atuar sobre diferentes ordens de
insetos. Pauliquevis & Favero (2015), trabalhando com diferentes métodos de aplicacéo
do oleo essencial de Pothomorphe umbellata L. Miq. (Piperaceae) sobre S. zeamais,
verificaram que o 0leo foi eficiente pelo método de fumigacéao, apresentando toxicidade
por superficie de contato e repeléncia em superficie de gréos tratados, mostrando-se
promissora para o controle dessa praga.

Com os estudos relatados sobre o efeito de dleos essenciais de plantas sobre
insetos, ha perspectivas para resultados promissores e alternativos a serem alcancados,
0s quais podem minimizar ou até mesmo substituir o uso de produtos quimicos
sintéticos. Dessa forma, a avicultura pode estar viabilizando sua producéo, tornando o
meio ambiente mais limpo e seguro, e consequentemente diminuindo os riscos de
intoxicacdo do homem e das aves, o que faz com que haja segurancga alimentar das

carnes.

2.2.2 Utilizacdo de Bacillus thuringiensis como estratégia de controle de insetos-praga

Bacillus thuringiensis é uma bactéria naturalmente encontrada no ambiente,
aerobia ou facultativamente anaerdbia e Gram-positiva, a qual requer temperatura ideal
para desenvolvimento de 30°C, podendo variar de 10°C e 45°C (HABIB; ANDRADE,
1998; BOBROWSKI et al., 2003).

A bactéria apresenta duas fases diferentes no seu ciclo de vida, onde uma é o
crescimento vegetativo, multiplicando-se por biparticéo, e a outra fase € de esporulacéo,
na qual ocorre a formacdo de esporos (SALLET, 2013). Na fase de esporulagéo, as
bactérias produzem inclusdes proteicas cristalinas parasporais, que sdo compostas por
duas proteinas diferentes, conhecidas como Cry e Cyt. As proteinas ou toxinas Cry,
também sdo conhecidas como &-endotoxinas e apresentam atividade toxica a insetos,
principalmente as ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e nematoides
(BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; CAMPANINI et al., 2012; SALLET, 2013),
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enguanto as proteinas Cyt possuem atividade hemolitica, sendo também especificas para
insetos (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

O modo de agdo de B. thuringiensis pode ser explicado por dois diferentes
modelos, onde um é dependente da formacdo de poros e outro da transducdo de sinal
(BRAVO; SOBERON, 2008).

Quando os cristais séo ingeridos pelos insetos, estes sdo solubilizados em pH
alcalino no intestino, liberando as &-endotoxinas na forma de protoxinas que s&o
ativadas por proteases intestinais. As toxinas ativadas ligam-se a receptores especificos
localizados nas microvilosidades das células epiteliais do meséntero, formando os poros
na membrana celular, causando desequilibrio ibnico entre o citoplasma e a parte externa
da célula. Tal desequilibrio resulta em destruicdo das microvilosidades, hipertrofia das
células epiteliais e lise celular, ocasionando morte por inanicdo, paralisia dos musculos
e septicemia (BOBROWSKI et al.,, 2003; PRACA et al, 2004; BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007; FIUZA, 2010).

O outro modelo supde que ap0ds a ativacdo das toxinas nas microvilosidades,
ocorre a estimulacdo de uma proteina G (transducdo de sinais celulares) e adenilato
ciclase, ativando a proteina Quinase A, resultando na morte celular programada, ou
mesmo autodestruicao celular (BRAVO; SOBERON, 2008).

A eficiéncia de B. thuringiensis depende dos tipos dos genes cry funcionais, que
codificam diferentes proteinas. Atualmente estdo descritas 779 proteinas Cry,
distribuidas em 73 grupos, os quais codificam diferentes &-endotoxinas, com poder de
toxicidade para larvas de insetos de diversas ordens (CRICKMORE et
al., 2016, http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/). O que a torna
uma estratégia de controle viavel é o fato de apresentar especificidade a insetos
susceptiveis, seguro ao ambiente e ndo apresentar atividade téxica para animais
endotérmicos, inclusive as aves (ALVES, 1998; PINTO; FIUZA, 2003; BRAVO;
GILL; SOBERON, 2007; LIMA, 2010; SALLET, 2013).

Segundo Silva (2010), a suscetibilidade dos insetos as diferentes linhagens
influencia diretamente na patogenicidade, dependendo das caracteristicas do hospedeiro
como o pH intestinal, complexo enzimatico, receptores moleculares e a linhagem. Nesse
sentido, diversos estudos referentes a selecdo de linhagens de bactérias para o controle
de insetos-praga, tém sido realizados nos ultimos anos, visando o desenvolvimento de
novos bioinseticidas e ou estratégias de controle especificos. Linhagens de B.
thuringiensis tém sido pesquisadas sobre as ordens Lepidoptera (Spodoptera frugiperda
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J.E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) e Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera:
Noctuidae)) e Coleoptera (Oryzophagus oryzae, Costa Lima (Coleoptera:
Curculionidae)) (BERLITZ et al., 2010).

Em estudo, a fim de verificar a atividade inseticida sobre O. oryzae com uma
linhagem de B. thuringiensis contendo genes cry3, especificos a coleopteros, Steffens
et al. (2000) obtiveram 53,41% de mortalidade as larvas do gorgulho aquético. Ainda
sobre larvas de O. oryzae, Pinto et al. (2003), estudando seis diferentes isolados de B.
thuringiensis, contendo genes cry3 e cry7, constataram que todos os isolados causaram
mortalidade corrigida de 50% a 100%, comprovando que 0S genes cry3 e cry7
codificam toxinas especificas a coleopteros.

Weathersbee et al. (2002), fornecendo por ingestdo B. thuringiensis subespécie
tenebrionis para larvas de bicudo-da-raiz, Diaprepes abbreviatus Linnaeus (Coleoptera:
Curculionidae), com idades de primeiro instar, e 5 a 12 semanas nas concentracdes de 0,
3,0, 30 e 300 uL/mL, verificaram que, com o passar das semanas, apesar da bactéria ter
menor toxicidade nos Gltimos instares, a mesma causa mortalidade antes mesmo das
larvas chegarem a fase adulta.

Monnerat et al. (2012), em trabalho com B. thuringiensis subespécie israelensis,
o qual é especifico para o controle de dipteros, também verificaram efeito toxico quando
utilizaram o mesmo sobre larvas do bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis
Boheman (Coleoptera: Tenebrionidae), pois a mortalidade causada com essa linhagem
Bti foi semelhante a observada com a subespécie tenebrionis que é especifica para o
controle de coledpteros.

Em estudo recente, referente a selecdo de isolados de B. thuringiensis para a
broca do café, Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae),
Zorzetti (2015) testou potencial inseticida de 34 isolados sobre larvas do inseto. Do
total, 11 isolados causaram mortalidade acima de 96%, para larvas de H. hampei ndo
diferenciando significativamente entre si quando comparadas ao isolado padrdo IPS82.
Os 23 isolados restantes (67,6%) ocasionaram mortalidade abaixo de 21,2%, ndo sendo
considerados patogénicos a H. hampei.

Pares et al. (2008), a fim de verificar a atividade inseticida de B. thuringiensis
sobre larvas de A. diaperinus, incorporou na dieta 44 diferentes linhagens. Os
resultados foram negativos sobre larvas, sendo que nenhuma das linhagens avaliadas

causaram mortalidades significativas.
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Com relacdo a selecdo de linhagens de B. thuringiensis para A. diaperinus, Sallet
(2013) testou 193 estirpes de B. thuringiensis, das quais duas destacaram-se para O
controle do cascudinho, sendo a estirpe nativa S1806 e a estirpe de B. thuringiensis
recombinante S2492, que causaram 60% e 80% de mortalidade, respectivamente.

Diante do exposto, a selecdo de linhagens de B. thuringiensis que apresentem
efeito inseticida para A. diaperinus pode ser um fator chave para o controle da referida
praga. A identificacdo de linhagens potenciais pode configurar-se em uma alternativa de
controle de A. diaperinus nos sistemas avicolas de producéo, pois este tipo de controle é
mais seguro as aves, a0 homem e ao meio ambiente. Além disso, B. thuringiensis pode
ser associada a outas estratégias de controle de A. diaperinus, melhorando a eficiéncia

do manejo da praga.

2.3 Associacdo de dleo essencial e Bacillus thuringiensis

O manejo integrado de pragas, como ja mencionado, prevé a utilizacdo de uma
série de estratégias de controle. Essas estratégias de controle podem ser utilizadas
simultaneamente ou de forma associada, visando melhores resultados para o controle de
insetos-praga.

Umas das possibilidades para essas estratégias e que vém sendo estudadas, ¢é a
associacao de métodos menos tdxicos, como os produtos alternativos a base de plantas
inseticidas, como por exemplo, os Oleos essenciais, associados a agentes de controle
biolégico (agentes entomopatogénicos). De acordo com Saito & Luchini (1998), o
agente a base de plantas pode ocasionar um quadro de estresse sobre a praga, levando-a
adquirir doencas infecciosas, consequentemente tornando-a mais suscetivel as toxinas
das bactérias, que irdo apresentar modo de acdo mais efetivo.

Quanto ao A. diaperinus, a associacdo dos métodos de controle pode apresentar
uma série de vantagens, tais como a otimizacdo de tempo, qualidade e seguranca
alimentar, menor poluicdo do ambiente e do homem por produtos quimicos sintéticos,
bem como atingir também, as diferentes fases de desenvolvimento desse inseto-praga.

Nesse sentido, a associacdo de agentes bioldgicos, no caso B. thuringiensis e
6leos essenciais pode ser uma alternativa viavel e inovadora, que pode configurar-se em

uma nova estratégia de controle de insetos-praga, aumentando a eficiéncia de controle
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de espécies que sejam de dificil controle, como A. diaperinus. Tal associacdo pode ser
vantajosa, sobretudo pelos diferentes modos de acdo entre os agentes envolvidos, as
quais podem ser complementares e até mesmo contribuir para 0 manejo da resisténcia
do inseto-praga alvo. No caso especifico de A. diaperinus, ainda deve-se considerar as
caracteristicas ecologicas e reprodutivas, uma vez que, quando aplicado os produtos,
nem todas as fases de desenvolvimento do mesmo seréo atingidas.

O resultado encontrado com a aplicagdo de produtos naturais de origem vegetal
e agentes entomopatogénicos sobre as pragas podem determinar uma acdo mais rapida
do entomopatdgeno ou um maior indice de mortalidade, levando a associacdo a ser
positiva ou benéfica. Esse resultado é decorrente a alguns fatores, tais como: quando o
inseto possui mecanismos de defesas contra os entomopatdgenos; quando as condi¢des
ambientais ndo sdo favoraveis e quando as quantidades do entomopatdgeno sdo
elevadas (BERLITZ; FIUZA, 2005).

No entanto, as associa¢O0es podem apresentar diferentes resultados, com efeitos
de sinergismo, antagonismo e aditivismo. O efeito sinérgico se refere quando a acdo
combinada entre os agentes (associacdo) é significativamente superior a soma dos
efeitos alcancados por cada agente individual (tratamentos). Ja o antagonismo, se refere
a acao da associacdo dos agentes sendo inferior quando os mesmos sdo avaliados
individualmente. O efeito aditivo corresponde a um efeito superior da associacao,
guando comparados aos efeitos de cada agente individualmente, porém ainda fica
abaixo de ser considerado sinergismo (OLIVEIRA, 1986; SILVA, 2010), evidenciando-
se a importancia de estudos de associacgéo e os efeitos de agente sobre o outro.

Singh, Rup e Koul (2007), trabalhando com azadiractina associado com B.
thuringiensis subespécie kurstaki sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae), do primeiro ao quarto instar, observaram que a associa¢do foi positiva,
acelerando a mortalidade. Utilizando Btk de forma isolada, a mortalidade ocorreu até o
quinto dia e quando associados, Btk + azadiractina, observaram aumento na toxicidade,
reduzindo o tempo de mortalidade (100%) para o terceiro dia.

De acordo com os autores, a associacdo pode ndo apresentar sinergismo, mas
pode ser complementar, podendo a azadiractina ter facilitado o acesso das toxinas Btk
aos receptores do intestino, consequentemente acelerando as ligacdes das toxinas aos
receptores (SINGH; RUP; KOUL, 2007).

Silva (2010) associando diferentes produtos fitossanitarios naturais, incluindo
6leo de nim, com B. thuringiensis subesp. kurstaki linhagem S1905, em ensaio in vivo
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com Anticarsia gemmatalis, verificou que os produtos Bion®, Planta Clean, Ecolife® e
6leo de nim tiveram um efeito antagdnico a acdo das toxinas dos cristais, com variacdo
da mortalidade de A. gemmatalis de 12% a 18%, comparando-se a testemunha (0,0%).
De acordo com o autor, alguns produtos (Biogermex, Calda Sulfocalcia, Ecolife®)
também afetaram negativamente os esporos, reduzindo significativamente a formacao
de UFC/mL tanto na aplicacdo conjunta quanto na separada. Em contrapartida, os
produtos Matam Plus, Supermagro, Pironin e Extrato de Crisantemo em conjunto com
Btk-S1905 ndo afetaram negativamente a formacdo de UFC/mL, apresentando efeito
aditivo a toxidade das proteinas do cristal.

Vilani (2013), trabalhou com extratos vegetais aquosos de Eugenia uniflora,
Capsicum baccatum var. pendulum Wild. (Solanaceae), Brugmansia suaveolens Willd.
(Solanaceae) e Hovenia dulcis Thunb. (Rhamnaceae) na concentracdo 5% associados a
esporos e cristais de B. thuringiensis subesp. kurstaki (Btk) Berliner sobre lagartas de
segundo instar de A. gemmatalis. Observou-se que nenhum dos extratos causou
mortalidade ou afetou negativamente o empupamento, emergéncia e periodo ovo-adulto
de A. gemmatalis. Porém, na associacao de Btk e o extrato de pitanga, houve reducédo na
mortalidade de A. gemmatalis, ao passo que para o0 extrato de pimenta observou-se o
efeito contrério, aceleragdo da mortalidade.

Luchmann (2014) associando o Oleo essencial de manjerona, Origanum
majorana L. (Lamiaceae) em diferentes concentracfes e Btk em concentracdo letal
sobre parametros bioldgicos de A. gemmatalis, verificou que a associa¢do ndo provocou
efeito ovicida sobre o inseto e a mortalidade minima foi de 40%. O 6leo na CLso,
associado a Btk CLyo causou efeito inibitorio sobre as toxinas do cristal de Btk e, na
dose do 6leo CLg, a fase larval foi prolongada, afetando o periodo de formagéo e
emergéncia de pupas.

A associacdo de bactérias entomopatogénicas e plantas inseticidas para o
controle de pragas € um método alternativo de controle de insetos-praga que vem sendo
explorada em estudos. Dessa forma, pensando nas pragas avicolas, principalmente A.
diaperinus, que € o alvo desse trabalho, sdo necessarios mais estudos sobre a associa¢do
de agentes de controle e métodos de aplicacdo, em busca de resultados eficientes para o
controle do mesmo, bem como estudos sobre a seguranga das plantas (com atividade
inseticida) sobre as aves. A alternativa de controle, associando-se agentes
entomopatogénicos as plantas inseticidas, mostrando-se eficiente para o controle de A.

diaperinus, torna a atividade avicola mais rentavel e saudavel, uma vez que ndo havera
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aplicacdo de inseticidas quimicos sintéticos e perdas causadas por esse inseto, como por
exemplo, os danos causados na infraestrutura em geral, e principalmente, carcacas de

frangos livres de lesdes causadas pelos insetos e de residuos quimicos.

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Controle Biologico | da

Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV).

3.1 Obtencdo de Alphitobius diaperinus e do éleo essencial de Eugenia uniflora

Os insetos adultos de A. diaperinus foram coletados em aviarios com cama
livre de inseticidas quimicos sintéticos e em laboratorio foram separados da cama suja e
colocados em caixas plasticas com capacidade de 6 L, com tampa telada para
oxigenacdo, contendo maravalha limpa, racdo para frangos e pedagos de papelédo
corrugado, simulando o ambiente encontrado nos aviarios, para que os adultos
realizassem postura, para a posterior utilizacdo das larvas nos experimentos (SALLET,
2013). Os insetos foram mantidos em laboratério, com sala climatizada (27 + 3°C e
Umidade Relativa (UR) de 60 + 5%) para adaptacdo, por no minimo sete dias, periodo
suficiente para a postura dos ovos e emergéncia das larvas.

Para a realizagdo dos experimentos, os adultos foram selecionados de tamanho
similar, na coloracdo marrom-claro, sem a determinacao do sexo e idade dos individuos,
conforme metodologia adaptada (WOLF, 2013). Apos a emergéncia das larvas, essas
foram selecionadas com tamanho similar, de aproximadamente 4 mm, de segundo e
terceiro instar e com idade média dos individuos de quatro dias, adaptado de Sallet
(2013). O o6leo essencial de E. uniflora foi fornecido pela empresa Garden City de Sao

Paulo-SP, o qual foi extraido das folhas pelo método de arrasto de vapor.
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3.2 Obtencdo, multiplicacao e quantificacao de Bacillus thuringiensis

As linhagens BR 137, BR 140 e BR 146 de B. thuringiensis foram obtidas da
colecdo de entomopatdogenos do laboratorio de Genética e Taxonomia de
Microrganismos da Universidade Estadual de Londrina — UEL. Essas linhagens foram
previamente selecionadas com efeito inseticida para larvas da broca-do-café,
Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Scolytidae) em condicdes de laboratorio, as
quais causaram mortalidade acima de 96% em larvas de primeiro instar, conforme
Zorzetti (2015).

As linhagens foram multiplicadas em meio de cultura sélido, gar nutriente (13 g
de extrato de carne, 20 g de agar e 1 L de agua destilada esterilizada). Para isso, a partir
das amostras originais foram preparadas suspensdes, raspando-se a massa bacteriana e
suspendendo em 10 mL de &gua destilada esterilizada. A partir dessa suspensdo, 100 pL
das amostras foram espalhadas, com auxilio da al¢ca de Drigalski, sobre a superficie do
meio de cultura agar nutriente, em placas de Petri. As placas foram acondicionadas em
camara climatizada a temperatura de 30 + 2°C, durante 96 horas, tempo necessario para
0 crescimento das colénias. Apds o crescimento, com o auxilio de uma espatula, em
camara de fluxo laminar, as bactérias foram raspadas das placas, e acondicionadas em
tubos Eppendorf com 10 mL de agua destilada esterilizada e mantidas em freezer a -4°C
até a utilizacdo nos experimentos.

Para a quantificagdo das linhagens de B. thuringiensis foi utilizado o método de
diluicdo seriada. A partir da massa bacteriana estocada, para cada linhagem, com o
auxilio de um micropipetador, uma amostra de 1 mL foi adicionada a um tubo de vidro
com 10 mL de &gua destilada esterilizada (suspensdo original) e agitado em agitador do
tipo Vortex durante 30 segundos. A partir da suspensao original realizou-se a dilui¢éo
seriada até 10™. Em seguida, cada diluicdo foi novamente agitada por 30 segundos em
agitador do tipo Vortex e inoculada, com o auxilio de um micropipetador, em 10 pontos
de 5 uL/ponto em duas placas de Petri com meio de cultura gar nutriente.

Apos a inoculacdo, as placas foram deixadas abertas na cdmara de fluxo laminar
durante cinco minutos para a evaporacdo do excesso de agua e em seguida foram
acondicionadas em camara climatizada a temperatura de 30 = 2°C, por 18 a 24h
(ALVES; PEREIRA, 1998). Apos tal periodo, quantificou-se o numero de Unidades
Formadoras de Colénias (UFC/mL) e determinou-se a concentracdo de 3 x 10° UFC/mL
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para a utilizacdo nos bioensaios.

3.3 Avaliacéo de diferentes concentracGes do 0leo essencial de Eugenia uniflora sobre

larvas e adultos de Alphitobius diaperinus

Para a avaliacdo do efeito inseticida do Oleo essencial de E. uniflora, foi
preparada uma solucdo de 6leo a 10% e dessa concentragdo foram preparadas as
concentragfes dos bioensaios: 0% (&gua destilada esterilizada), 0,25%; 0,50%; 0,75%;
1,0%; 1,25% e 1,5%. Para ocorrer emulsificacdo do 6leo foi misturado 10 pL do tenso
ativo Tween® 80 (0,01%) em agua. As referidas concentracdes foram avaliadas sobre
larvas e adultos de A. diaperinus, visando determinar a concentracdo com efeito
inseticida para matar 50% dos insetos e utilizar no experimento de associagdo. Para tal,
10 mL de cada concentracgdo foi adicionada e misturada a 38 g de ragdo comercial para
frangos, previamente esterilizada. Apds a preparacdo da mistura, esta foi dividida em
oito partes iguais (4,75 g) e distribuida em placas de Petri (150 mm x 20 mm), para
adultos. Para larvas, 10 mL de cada concentracdo foi adicionada e misturada a 20 g de
racdo comercial para frangos, previamente esterilizada. Apds a preparacdo da mistura,
esta foi dividida em oito placas (2,5 g) e distribuida em placas de acrilico com 12 pocos
individualizados (0,2 g/po¢o). Como testemunha foi misturada a racdo agua destilada
esterilizada, tanto para os bioensaios com larvas, bem como para os adultos. Cada placa,
tanto para adultos como para larvas, foi considerada uma repeticdo e recebeu 12 larvas
ou 12 adultos, totalizando 96 insetos por tratamento. As placas foram acondicionadas
em camara climatizada a temperatura de 27 + 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 14
horas. A avaliacdo foi realizada diariamente, durante nove dias, quantificando-se o
numero de individuos mortos, sendo que no primeiro dia avaliou-se nos tempos de 12 e
24 horas.
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3.4 Avaliacéo de diferentes linhagens de Bacillus thuringiensis sobre larvas e adultos de

Alphitobius diaperinus

As linhagens utilizadas para os bioensaios, BR 137, BR 140 e BR 146 foram pré-
selecionadas em testes sobre larvas de H. hampei com mortalidades acima de 95% por
Zorzetti (2015).

Foram preparadas suspensdes das linhagens BR 137, BR 140 e BR 146 de B.
thuringiensis, na concentracio 3 x 10® esporos/mL (tratamentos). Um volume de 10 mL
de cada suspensdo foi adicionada e misturada a 38 g de racdo comercial para frangos,
previamente esterilizada. Apos a preparacdo da mistura, esta foi dividida em oito partes
iguais (4,75 g) e distribuida em placas de Petri (150 mm x 20 mm), para adultos. Para
larvas, 10 mL de cada concentracdo foi adicionada e misturada a 20 g de racdo
comercial para frangos, previamente esterilizada. Apoés a preparacdo da mistura, esta
foi dividida em oito placas (2,5 g) e distribuida em placas de acrilico com 12 pogos
individualizados (0,2 g/po¢o). Como testemunha foi misturada a racdo agua destilada
esterilizada, tanto para os bioensaios com larvas, bem como para os adultos. Cada placa,
tanto para adultos como para larvas, foi considerada uma repeticédo e recebeu 12 larvas
ou 12 adultos, totalizando 96 insetos por tratamento. As placas foram acondicionadas
em camara climatizada a temperatura de 27 + 2°C, UR de 70 = 10% e fotofase de 14
horas. A avaliacdo foi realizada diariamente, durante nove dias, quantificando-se o
namero de individuos mortos, sendo que no primeiro dia avaliou-se nos tempos de 12 e
24 horas.

3.5 Associacdo do oOleo essencial de Eugenia uniflora e Bacillus thuringiensis sobre

larvas e adultos de Alphitobius diaperinus

Foram preparadas solugdes das linhagens BR 137, BR 140 e BR 146 de B.
thuringiensis na concentracéo 3 x 10°® esporos/mL (tratamentos), conforme descrito no
item 3.4, utilizando-se como meio da diluicdo 6leo essencial de pitanga (Bt+OE) a 1%,
em um volume de 10 mL. O volume de 10 mL das solugdes de Bt+OE foram



36

adicionadas e misturadas a 38 g de racdo comercial para frangos, previamente
esterilizada. Ap0s a preparagdo da mistura, esta foi dividida em oito partes iguais (4,75
g) e distribuida em placas de Petri (150 mm x 20 mm), para adultos. Para larvas, 10 mL
de cada concentracdo foi adicionada e misturada a 20 g de racdo comercial para frangos,
previamente esterilizada. Apds a preparacdo da mistura, esta foi dividida em oito placas
(2,5 g) e distribuida em placas de acrilico com 12 pocos individualizados (0,2 g/poco).
Como testemunha foi misturada a racdo agua destilada esterilizada, tanto para os
bioensaios com larvas, bem como para os adultos. Cada placa, tanto para adultos como
para larvas, foi considerada uma repeticéo e recebeu 12 larvas ou 12 adultos, totalizando
96 insetos por tratamento. As placas foram acondicionadas em camara climatizada a
temperatura de 27 + 2°C, UR de 70 = 10% e fotofase de 14 horas. A avaliagdo foi
realizada diariamente, durante nove dias, quantificando-se o nimero de individuos

mortos, sendo que no primeiro dia avaliou-se nos tempos de 12 e 24 horas.

3.6 Anélise Estatistica

Em todos os experimentos, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk utilizando-se 0 programa Assistat 7.7 Beta® e, quando necessario,
transformados em Arcoseno (Asen (Raiz (x/100))). Os dados foram submetidos a
analise de variancia (teste F), pelo teste de Kruskal Wallis, sendo as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do programa estatistico Assistat
7.7 Beta® (SILVA, 2014).

Para as percentagens de mortalidade de larvas e adultos de A. diaperinus
submetidos ao 0leo essencial de E. uniflora em diferentes concentragdes e as diferentes
linhagens de B. thuringiensis, foi determinada a eficiéncia das concentragfes pela
formula de Schneider-Orelli (1947):

Mortal.(%)em T—Mortal.(%)em C
100—Mortal.(%)em C

MC% = ( Y*100,

onde: MC(%) = mortalidade corrigida; C = mortalidade da testemunha e T =
mortalidade nas concentracfes. Para esse calculo, foi utilizado como mortalidade no

controle o maior valor entre as mortalidades constatada no grupo controle.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo de diferentes concentragfes do 6leo essencial de Eugenia uniflora sobre
larvas e adultos de Alphitobius diaperinus

Para larvas, verificou-se que o dleo essencial de E. uniflora, na concentracéo de
0,75% causou mortalidade acumulada de 70,83%, com eficiéncia inseticida de 56,25%,
diferindo significativamente da testemunha, (33,33%), porém sem diferir das demais
concentragOes (Tabela 1). Ao analisar os percentuais de mortalidade larval dentro dos
tempos, verificou-se que as diferentes concentracGes do Gleo essencial de E. uniflora,
ndo causaram mortalidade significativa, comparando-se a testemunha.

Quando comparada a mortalidade larval entre os tempos, pode-se observar que
no periodo de 168-216 horas, todas as concentragdes apresentaram diferencas
significativas quando comparadas aos tempos anteriores, com exce¢do da concentracdo
0,25%, que causou maior mortalidade no tempo de 96-144 horas (Tabela 1).

Nos testes com adultos de A. diaperinus, verificou-se que o 6leo essencial de E.
uniflora ndo provocou efeito inseticida significativo em nenhuma das concentragoes
avaliadas, pois tanto a mortalidade observada dentro dos tempos, quanto a mortalidade
acumulada, ndo diferiram significativamente da testemunha, consequentemente, ndo
apresentando eficiéncia inseticida sobre adultos (Tabela 1).

O oleo essencial de E. uniflora, & 1% causou mortalidade de 20, 83% no tempo
de 168-216 horas, diferindo dos demais intervalos de tempo avaliados. No entanto, €
importante ressaltar que essa maior tendéncia de mortalidade observada no tempo de
168-216 também foi observada em todos os demais tratamentos, incluindo a
testemunha, uma vez que os insetos estando mais velhos, podem estar sujeitos a maior
mortalidade. As concentracbes de 0,25% e 1,25% ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparadas entre os tempos de 0-72h, 96-144h e 168-216h
(Tabela 1).
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Tabela 1: Percentual médio (£ EP) da mortalidade ao longo do tempo e acumulada, de larvas e adultos de Alphitobius diaperinus, causada por
diferentes concentragdes do 6leo essencial de Eugenia uniflora.

Mortalidade de larvas (%)

Tratamento 0-72h 96-144h 168-216h p Acumulada Eficiéncia (%)*
Agua 1,04 £ 0,97 aB 7,29+1,76 aB 25,00£3,60 aA <0,05 33,33£2,94 b
E. uniflora 0,25% 3,12+2,05 aB 14,58+4,35 aA 4,66+4,65 aB <0,05 59,37+4,52 ab 39,06
E. uniflora 0,50% 0,00+0,00 aB 10,41+1,94 aAB 31,25+6,02 aA <0,05 41,6616,25 ab 12,5
E. uniflora 0,75% 7,29+4,01 aB 21,87+2,54 aAB 41,66+3,60 aA <0,05 70,83+£7,21 a 56,25
E. uniflora 1,0% 1,04+0,97 aB 15,62+3,10 aAB 33,33%4,16 aA <0,05 50,0045,31 ab 25,00
E. uniflora 1,25% 3,12+1,42 aB 13,54+3,27 aB 39,58+3,82 aA <0,05 56,00+6,37 ab 34,37
E. uniflora 1,50% 7,29+2,73 aB 20,83+4,41 aAB 32,29+4,98 aA <0,05 60,41+5,04 ab 40,62
P >0,05 >0,05 >0,05 <0,05
Mortalidade de adultos (%)
Tratamento 0-72h 96-144h 168-216h p Acumulada Eficiéncia(%)*
Agua 0,00+0,00 aB 15,62+4,27 aA 16,66+3,60 aA <0,05 32,29+4,52 a
E. uniflora 0,25% 4,16£1,47 aA 6,25+2,44 aA 12,05+3,29 aA >0,05 22,91+4,83 a -13,84
E. uniflora 0,50% 4,16+1,47 aB 14,58+1,94 aA 16,66+5,89 aA <0,05 35,4146,71 a 4,62
E. uniflora 0,75% 4,16+1,47 aB 11,45+3,58 aAB 19,79+4,15 aA <0,05 35,41+4,10 a 4,62
E. uniflora 1,0% 4,16+2,08 aB 7,29+2,29 aB 20,83+2,08 aA <0,05 32,29+£3,10 a 0
E. uniflora 1,25% 4,16£2,08 aA 12,05+3,29 aA 17,70+4,27 aA >0,05 34,3746,49 a 3,07
E. uniflora 1,50% 4,16+2,08 aB 18,75+4,10 aA 16,66+3,89 aA <0,05 39,58+5,04 a 10,76
P >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiudscula na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

*Mortalidade corrigida determinada pela férmula de Schneider-Orelli (1947), na qual: MC% = (Mortai'g?;";:tj(‘:;)t:;(?)em )*100, onde: MC(%) = mortalidade corrigida; C

= mortalidade da testemunha e T = mortalidade nas concentracdes. Para esse célculo, foi utilizado como mortalidade no controle o maior valor entre as mortalidades
constatada no grupo controle.
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A mortalidade causada pelo 6leo de pitanga deve-se aos compostos presentes em
sua constituicdo. De acordo com Brun & Mossi (2010), no 6leo de pitanga, entre 0s
terpenoides, hd predominancia dos sesquiterpenos Curzereno, Germacrona, Atractilona
e Selina- 1, 3,7(11)-trien-8-ona. Segundo Veigas Junior (2003), 0s sesquiterpenos agem
nos insetos de forma a inibir o crescimento na fase larval, sdo supressores de apetite e
toxicos, sendo que os insetos, ao ingerir, paralisam a alimentacdo e acabam morrendo
lentamente.

Prado (2007), em avaliacdo do 6leo essencial de C. angustifolia, aplicado sobre
larvas e adultos de A. diaperinus, nas concentracdes de 1%, 5% e 10%, verificou
mortalidade nas primeiras 24 horas. As concentragdes de 5% e 10% causaram 100% de
mortalidade para os adultos em menos de uma hora ap6s a aplicacdo. J& para as larvas
de Gltimo instar, no mesmo periodo, obteve 83%, 98% e 100%, respectivamente, para as
concentracdes supracitadas. Segundo o autor, esses resultados se devem a alta
toxicidade da C. angustifolia devido aos terpenos presentes no dleo essencial,
principalmente a pulegona. Segundo Corréa & Salgado (2011), a explicacdo para
resultados obtidos de mortalidade por aplicacdo é de que algumas substancias podem
atuar por contato, ou seja, sdo absorvidas pela quitina do exoesqueleto ou vias
respiratdrias, apresentando uma acao fumigante.

Marcomini et al. (2009) testaram, por contato, sobre adultos de A. diaperinus, 23
extratos de plantas e o éleo essencial de nim nas concentrac6es de 0,1%, 1%, 5% e 10%.
Apenas cinco tratamentos causaram mortalidade em percentuais que diferenciaram
significativamente da testemunha, sendo que o 6leo essencial de nim causou o maior
percentual de mortalidade, 97,5%, ap0s 168 h.

O resultado obtido com adultos, neste trabalho, na concentracdo de 1% do 6leo
essencial de E. uniflora, o qual provocou mortalidade significativa a partir de 168 horas
apos a ingestdo, possivelmente se deve a variacdo dos tipos de substancias presentes no
o0leo essencial e a forma de aplicacdo. Nesse caso, o 6leo essencial misturado a ragéo
deixou o alimento improprio para a alimentagdo, fazendo que os insetos demorassem
mais para ingerir e/ou ingerindo em menor quantidade. Quando situagcdes como essa
sdo observadas, Costa et al. (2004), recomenda que sejam utilizadas maiores
concentracdes do produto a base de plantas, a fim de inibir a alimentacdo dos insetos ou
prejudica-los apos a ingestao.

Visando analisar os constituintes volateis da C. angustifolia, Savaris et al.
(2012) constataram, como constituinte majoritario (56,1%), a substancia pulegona,
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monoterpeno responsavel pela inibicdo da acetilcolinesterase nos insetos. Os autores
verificaram ainda que o 6leo essencial provocou eficiéncia de 100% na mortalidade da
fase adulta do caruncho-do-feijdo, Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera:
Bruchidae) nas diferentes doses utilizadas (0.001, 0.002, 0.004 e 0.008 mL cm™), 24
horas ap0s a exposicdo aos insetos, corroborando com os dados de A. diaperinus
relatado por Prado (2007).

Szolyga et al (2014) avaliaram os 6leos essenciais de Thuja occidentalis L.
(Cupressaceae) e Tanacetum vulgare L. (Asteraceae) e seus compostos principais sobre
larvas de A. diaperinus por ingestdo, na concentracdo de 10 mg/mL™, sobre duas idades
diferentes (10 e 20 dias). Os autores verificaram que tanto os éleos essenciais como 0s
compostos testados separadamente apresentaram atividade inseticida, variando
conforme a idade das larvas. As larvas mais jovens apresentaram maior suscetibilidade
nos testes, apresentando menor ganho de peso e maior mortalidade. Ja as larvas com 20
dias de idade apresentaram crescimento e desenvolvimento semelhantes ao grupo
controle.

A fim de verificar a atividade inseticida do 6leo essencial das plantas Citrus
limonum Burman (Rutaceae), Litsea cubeba Lour (Lauraceae), Cinnamomum cassia
Presl (Lauraceae) e Allium sativum L. (Asparagales: Alliaceae), Wang et al. (2014)
testaram por contato, sobre larvas e adultos de A. diaperinus as concentragdes de O,
5,10, 20, 40, 80, ¢ 160 ug/cmz. Nas concentracfes avaliadas, apenas os 6leos de A.
sativum e L. cubeba apresentaram efeito inseticida sobre larvas de A. diaperinus, no
periodo de 48 horas, causando mortalidades de 76,7% e 64,4%, respectivamente. Para
os adultos, a mortalidade ndo diferiu significativamente da testemunha. Essa diferenca
de mortalidade observada entre larvas e adultos é semelhante a observada neste
trabalho, uma vez que o dleo essencial de E. uniflora causou mortalidade significativa
para as larvas, variando conforme a concentracdo utilizada e para os adultos, né&o
houve mortalidade significativa.

O oleo essencial das plantas com potencial inseticida tem mostrado resultados
variaveis, com percentual de mortalidade dos insetos variavel conforme a concentragao
utilizada. Marques et al. (2013) avaliaram diferentes concentrac6es (0%, 1%, 3%, 5%,
7% e 9%) dos 0leos de nim e citronela (0%, 5%, 10%, 15% e 20%) sobre adultos de A.
diaperinus e, observaram varia¢do no percentual de mortalidade dos insetos. Conforme
0 aumento da concentracdo utilizada dos 6leos, o percentual de mortalidade também
aumentou, de 17% a 59% para o 6leo de nim e de 55% a 81%, para o 6leo de citronela.
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O ciclo médio de vida de A. diaperinus é de cinco a oito semanas, mas pode
durar até 400 dias, quando as condi¢fes ndo sdo ideais para desenvolvimento, pois
podem hibernar e deixar de se alimentar por varios dias (SILVA et al., 2005; JAPP;
BICHO; SILVA, 2010). Tal fato pode justificar os baixos percentuais de mortalidade
observados para adultos, uma vez que a racdo misturada com o 6éleo pode néo ter sido
ingerida pelos insetos. J& as larvas, que apresentaram percentuais significativos de
mortalidade acumulada, pode ser explicado pelo fato de que as larvas se alimentam mais
do que os adultos, e que devido a exposicdo aos tratamentos, mesmo comendo menos,
as mesmas ndo deixaram de se alimentar.

Vale também ressaltar que essa variacdo encontrada nos resultados com 6leos
essenciais de plantas sobre A. diaperinus pode estar relacionada com os compostos que
estdo presentes em cada planta. As plantas com efeito inseticida possuem no seu
metabolismo secundario, compostos que sdo determinados por fatores genéticos. No
entanto esses compostos podem ainda sofrer variagcdo pelo clima, sazonalidade, altitude,
temperatura e disponibilidade hidrica (LOPES, 2008), podendo alterar as concentracdes
de cada substéncia.

Dessa maneira, considerando os fatores que limitam o controle de A. diaperinus
e as estratégias de controle, o 6leo essencial de E. uniflora pode ser uma alternativa
viavel. Contudo, estudos mais aprofundados sdo necessarios visando identificar qual o
periodo de desenvolvimento do inseto € mais suscetivel ao 6leo, formas de aplicacdo do

6leo, bem como estudos de campo.

4.2 Avaliacdo de diferentes linhagens de Bacillus thuringiensis sobre larvas e adultos de
Alphitobius diaperinus

Verificou-se, para larvas, que as linhagens de B. thuringiensis, BR 137, BR 140
e BR 146 causaram mortalidade acumulada, respectivamente de 38,54%, 48,95% e
51,04%, diferindo da testemunha (5,20%), sendo verificada a eficiéncia de mortalidade
de 48,35% para a linhagem BR 146 (Tabela 2).

Ao analisar os percentuais de mortalidade larval dentro dos tempos, observou-se
que, no tempo 0-72 horas, a linhagem BR 140 causou 10,41% de mortalidade, diferindo
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da testemunha (1,04%). Para o periodo de 96-144 horas, as linhagens BR 140 e BR 146
causaram mortalidade de 12,50% e 13,54%, respectivamente, diferenciando-se da
testemunha (1,04%) e para o Ultimo intervalo de tempo (168-216 h), todas as linhagens
causaram mortalidade significativa, entre 25% e 34%, comparando-se a testemunha,
3,12% (Tabela 2). Quando comparada a mortalidade entre os tempos, observou-se que
no periodo de 168-216 horas, somente a linhagem BR 137 apresentou maior diferenca
significativa quando comparada aos tempos anteriores (Tabela 2).

Nos testes com adultos de A. diaperinus, considerando-se a mortalidade
acumulada, verificou-se que as diferentes linhagens de B. thuringiensis ndo causaram
efeito inseticida sobre A. diaperinus. O mesmo efeito foi observado ao analisar os
percentuais de mortalidade dentro dos tempos e entre 0s tempos (Tabela 2).
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Tabela 2: Percentual médio (£ EP) da mortalidade, ao longo do tempo e acumulada, de larvas e adultos de Alphitobius diaperinus causada por
diferentes linhagens de Bacillus thuringiensis.

Mortalidade de larvas (%)

Tratamento 0-72h 96-144h 168-216h p Acumulada Eficiéncia (%)*
Testemunha 1,04+0,97 bA 1,04+0,97 bA 3,12+ 1,42 bA >0,05 5,20£2,05 b
BR 137 1,04+0,97 bB 4,16+2,08 abB 33,33 5,10 aA <0,05 38,54+3,27 a 35,16
BR140 10,41+1,94 aB 12,50+4,16aAB 26,04+ 3,73 aA <0,05 48,951+6,94 a 46,15
BR146 6,25+3,21 abB 13,54+3,58 aAB 31,25+3,21 aA <0,05 51,04+5,78 a 48,35
P <0,05 <0,05 >0,05 <0,05
Mortalidade de adultos (%)
Tratamento 0-72h 96-144h 168-216h p Acumulada Eficiéncia (%)*
Testemunha 0,00+0,00 aA 0,00+0,00 aA 4,16£1,47 aA <0,05 4,16£1,47 a
BR 137 0,00+0,00 aA 0,00+0,00 aA 3,12+1,42 aA >0,05 3,12+1,42 a -1,08
BR140 2,08+1,27 aA 0,00+0,00 aA 2,08+1,27 aA >0,05 4,16x£1,47 a 0
BR146 0,00+0,00 aA 0,00+0,00 aA 4,16+2,08 aA >0,05 4,16+2,08 a 0
P >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Mortal.(% T—Mortal.(% C - ..
ortal Ohyem T Mortal Ch)em Cy1)0, onde: MC(%) = mortalidade corrigida; C
100—Mortal.(%)em C
= mortalidade da testemunha e T = mortalidade nas concentragdes. Para esse calculo, foi utilizado como mortalidade no controle o maior valor entre as mortalidades

constatada no grupo controle.

*Mortalidade corrigida determinada pela formula de Schneider-Orelli (1947), na qual: MC% = (
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Os efeitos de B. thuringiensis sobre os insetos varia conforme a linhagem da
bactéria e concentracdo utilizada, bem como de acordo com o inseto-praga, sendo que
geralmente os coledpteros sdo mais resistentes a acdo da bactéria. No intuito de
identificar estirpes com potencial inseticida para a ordem Coleoptera, Sone et al. (2003)
testaram 97 estirpes de B. thuringiensis contra larvas de Anthonomus grandis Boh
(Coleoptera: Curculionidae) e verificaram que 26 estirpes apresentaram eficiéncia com
mortalidade superior & 50% dos insetos.

Também em trabalho de selecdo de linhagens de B. thuringiensis sobre
diferentes ordens de insetos, Praca et al. (2004) avaliaram 300 linhagens de B.
thuringiensis, visando selecionar linhagens efetivas contra larvas de insetos das ordens
Lepidoptera, Coleoptera e Diptera. Os autores puderam observar que em relagcdo ao
coleodptero A. grandis, duas estirpes (S234 e S997) se mostraram mais efetivas, as quais
apresentaram toxicidade também contra Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) e Culex
quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae).

Como ja € sabido, B. thuringiensis € uma bactéria capaz de produzir toxinas a
diferentes ordens de insetos. Barreto (2005) reuniu 188 amostras de solo, das quais 341
amostras de B. thuringiensis foram identificadas. Os isolados foram testados sobre os
insetos da ordem Lepidoptera e sobre o bicudo-da-soja, Sternechus subsignatus Boh
(Coleoptera: Curculionidae), cor6-da-soja, Phyllophaga cuyabana Moser (Coleoptera:
Melolonthidae), vaquinha, Diabrotica speciosa Germar (Coleoptera: Chrysomelidae) e
cascudinho do aviario, A. diaperinus. Nesse caso, 0s isolados apresentaram efeito
inseticida somente sobre os lepidopteros e para os coledpteros ndo apresentaram
toxicidade, evidenciando a maior resisténcia de coleopteros a toxicidade de B.
thuringiensis.

Bergamasco (2009) avaliou sete isolados de B. thuringiensis sobre larvas de S.
frugiperda e A. grandis. Foram também utilizadas duas linhagens padréo, efetivas a
ordem Lepidoptera (B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) HD1 e B. thuringiensis var.
aizawai (Bta) HD137) e uma linhagem padrdo para o controle da ordem Coleoptera (B.
thuringiensis var. tenebrionis (Btt)). Como resultado, o autor obteve respostas positivas
para esses testes, pois todos os isolados foram patogénicos para S. frugiperda e A.
grandis. Para A. grandis, quatro dos isolados ndo diferenciaram do controle positivo
Btt, apresentando os maiores percentuais de mortalidade, variando de 83% a 93%.

Segundo Monnerat et al. (2012) um isolado brasileiro de Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti), a qual é uma subespécie tdxica para a ordem Diptera,
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provocou toxicidade também para larvas do bicudo-do-algodoeiro, A. grandis, em um
nivel equivalente ao do padrdo para coledpteros (Btt). A toxicidade da estirpe S1804
contra o bicudo-do-algodoeiro foi determinada e comparada com a toxicidade de
estirpes padrdo: Bti T14001 (CLso de 0,74mg/mL, toxico para Diptera) e Btt T08017
(CLsp de 0,32mg/mL, téxico para Coleoptera). Os resultados da estirpe S1804
apresentaram similaridade a estirpe padrdo, na qual a CLsp foi de 0,30mg/mL,
mostrando-se equivalente a subespécie tenebrionis, que é especifico para o controle da
ordem COLEOPTERA (MONNERAT et al., 2012). Dessa maneira os autores concluem
que as proteinas Bt sdo altamente especificas: matam apenas alguns grupos de insetos, o
que ainda requer uma investigagdo mais aprofundada.

Pares et al. (2008), a fim de verificar a atividade inseticida de B. thuringiensis
sobre larvas de A. diaperinus, incorporou na dieta 44 diferentes linhagens. Os
resultados foram insignificantes para todas as linhagens avaliadas, sendo que o isolado
BR 44 provocou a maior mortalidade de 11,7% apenas.

Sallet (2013), testando 187 estirpes nativas sobre larvas de A. diaperinus,
verificou que apenas trés (S907, S1122, S1806) provocaram 0S maiores percentuais de
mortalidade, 30%, 50% e 60%, respectivamente, sendo que a estirpe S1806 que se
destacou, trata-se da estirpe B. thuringiensis israelensis com atividade ja descrita para
dipteros e coledpteros.

Dessa maneira, Zorzetti (2015) trabalhou com 34 isolados que apontaram
atividade toxica para as ordens Diptera e Coleoptera, sobre larvas de H. hampei. Dos 34
isolados avaliados, 11 mostraram-se eficientes, causando mortalidade de H. hampei
acima de 96%. O autor forneceu via alimentacdo 50 uL. da mistura de esporos e cristais
e apods cinco dias fez a avaliacdo de mortalidade. Apenas trés linhagens causaram 100%
de mortalidade e as linhagens utilizadas nesse trabalho em questdo (BR 137, BR 140,
BR 146) que também foram utilizadas pelo autor, ficaram entre os 11 isolados efetivos,
apresentando mortalidade de 98,75%, 98,80% e 97,50%, respectivamente.

O trabalho em questéo e o trabalho de Zorzetti (2015), verificando o potencial
inseticida das mesmas linhagens, sobre diferentes insetos da mesma ordem,
apresentaram resultados diferentes quanto as percentagens de mortalidade. Os valores
encontrados por Zorzetti (2015) para as linhagens BR 137, BR 140, BR 146 foram
acima de 95% de mortalidade para larvas de H. hampei. Para larvas de A. diaperinus, a
maior porcentagem de mortalidade observada foi de 51%. Comparando-se esses
resultados, pode-se perceber que, apesar de causar mortalidade significativa para larvas
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de A. diaperinus, esse inseto-praga apresenta resisténcia a atividade inseticida das
linhagens de B. thuringiensis utilizadas. Para adultos, essa resisténcia é verificada
facilmente nesse trabalho, quando de maneira geral, a maior porcentagem de
mortalidade verificada foi de apenas 4,16%, reforcando que a acdo de B. thuringiensis
sobre os insetos varia conforme a linhagem da bactéria e concentracdo utilizada.

De maneira geral, os estudos abordados sobre a utilizagdo B. thuringiensis para o
controle de A. diaperinus trazem valores semelhantes aos obtidos para larvas neste
trabalho. No entanto, sdo necessarios mais estudos com essas linhagens, a fim de
verificar diferentes concentracfes que apresentem eficiéncia inseticida sobre diferentes
idades das larvas, uma vez que ndo existem relatos da toxicidade de B. thuringiensis
sobre os adultos. Encontrando resultados satisfatorios, o uso de B. thuringiensis para o
controle dessa praga pode tornar-se cada vez mais eficiente e, consequentemente,
diminuindo o impacto de residuos no ambiente, diminuindo os riscos de contaminacgéo
quimica dos produtores que realizam os manejos da cama aviaria. Pesquisas que
apresentem resultados satisfatorios e a seletividade as aves quanto ao B. thuringiensis
podem viabilizar a producdo avicola, com menores custos de mdo de obra para manejo

de cama, intervalos entre lote e produtos com boa qualidade final.

4.3 Associacdo do Oleo essencial de Eugenia uniflora e Bacillus thuringiensis sobre

larvas e adultos de Alphitobius diaperinus

Para os testes de associagdo, a concentragdo utilizada do oOleo essencial de E.
uniflora foi de 1%, a qual causou 50% de mortalidade acumulada para larvas de A.
diaperinus. Como as trés linhagens de B. thuringiensis (BR137, BR140 E BR146) nédo
diferiram quanto ao efeito inseticida sobre larvas de A. diaperinus, as trés foram
associadas ao 6leo de E. uniflora.

Nos testes com larvas de A. diaperinus, verificou-se que a associagdo do 6leo
essencial de E. uniflora com as diferentes linhagens de B. thuringiensis, BR 137, BR
140 e BR 146, causou mortalidade acumulada, respectivamente de 80,55%, 62,50% e
81,94%, diferindo significativamente da testemunha (15,27%). De maneira geral, a

associacao do oleo essencial E. uniflora com as linhagens de B. thuringiensis, causou
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mortalidade superiores quando comparados aos resultados obtidos com o dleo essencial
(Tabela 1) e com as linhagens (Tabela 2), aplicados individualmente (Tabela 3).

Ao verificar os percentuais de mortalidade larval dentro dos tempos, observou-se
que, no tempo 0-72 horas, nenhum dos tratamentos apresentou percentuais
significativos de mortalidade, quando comparados a testemunha. Para o periodo de 96-
144 horas, a associa¢do do 6leo essencial com a linhagem BR 137 e com a linhagem BR
146 apresentou mortalidade significativa de 43,05% e 34,72%, respectivamente, quando
comparada a testemunha (5,55%). Ja o periodo de 168-216 horas, 0 maior percentual de
mortalidade foi verificado para o 6leo essencial de pitanga (56,94%), o qual ndo diferiu
da associagdo do 6leo essencial com as linhagens BR 140 e BR 146, com mortalidades
significativas de 45,83% e 44,44%, respectivamente (Tabela 3).

Comparando-se os percentuais de mortalidade larval entre os tempos, verifica-se
que o comportamento dos modos de acdo tanto do Oleo, quanto das linhagens
bacterianas e associacdo foram semelhantes, com os maiores percentuais de mortalidade
no periodo de 168-216h, exceto para a BR 140+6leo, no qual o maior percentual de
mortalidade foi verificado no tempo 168-216, diferindo dos demais tempos (Tabela3).

Nos testes com adultos, tanto na mortalidade acumulada, quanto nos intervalos
dentro e entre os tempos, ndo observou-se efeito inseticida significativo em nenhum dos

tratamentos avaliados (Tabela 4).
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Tabela 3: Percentual médio (+ EP) da mortalidade ao longo do tempo e acumulada de larvas de Alphitobius diaperinus submetidos ao 6leo de E.
uniflora a 1%, Bacillus thuringiensis e a associagao destes.

Mortalidade de larvas (%)

Tratamento 0-72h 96-144h 168-216h p Acumulado Eficiéncia (%)*
Testemunha 1,38+1,09 aA 5,55+2,77 bA 8,331£2,40 bA >0,05 15,27£3,57 ¢
E. Uniflora 1% 0,00+0,00 aB 12,50+2,25 abAB 56,94+6,45 aA <0,05 69,44+5,55 ab 63,93
BR 137 0,00+0,00 aB 4,16£2,25 bAB 11,1143,67 bA <0,05 15,27£3,14 c 0
BR 137+E. Uniflora 1%  1,38+1,09 aB 43,0516,45 aA 36,11+4,04 abA <0,05 80,55+6,05 a 77,04
P >0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Testemunha 1,38+1,09abA 5,55+2,77 aA 8,33£2,40 bA >0,05 15,27£3,57 b
E. Uniflora 1% 0,00+0,00 bB 12,50£2,25 aAB 56,94+6,45 aA <0,05 69,44+5,55 a 63,93
BR 140 1,38+1,09 abB 9,72+3,14 aAB 37,50+5,57 abA <0,05 48,61+5,49 ab 39,34
BR 140+ E. Uniflora 1%  8,33+2,40 aB 8,33+3,40 aB 45,83+4,07 aA <0,05 62,50£3,70 a 55,74
P <0,05 >0,05 <0,05 <0,05
Testemunha 1,38+1,09 aA 5,55%2,77 bA 8,33£2,40 bA >0,05 15,27£3,57 b
E. Uniflora 1% 0,00£0,00 aB 12,50+2,25 abAB 56,94+6,45 aA <0,05 69,44+5,55 ab 63,93
BR 146 2,77+1,38 aB 25,00+6,58 abAB 45,83+8,79 abA <0,05 73,61+6,67 a 68,85
BR 146+ E. Uniflora1%  2,77+£1,38 aB 34,72+6,89 aA 44,44+6,05 aA <0,05 81,94+4,63 a 78,68
P >0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Mortal.(%)em T—Mortal.(%)em C

*Mortalidade corrigida determinada pela formula de Schneider-Orelli (1947), na qual: MC% = ( T00_Mortal(%)em C

)*100, onde: MC(%) = mortalidade corrigida; C

= mortalidade da testemunha e T = mortalidade nas concentracdes. Para esse célculo, foi utilizado como mortalidade no controle o maior valor entre as mortalidades

constatada no grupo controle.
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Tabela 4: Percentual médio (+ EP) da mortalidade ao longo do tempo e acumulada de adultos de Alphitobius diaperinus submetidos ao 6leo de
E. uniflora a 1%, Bacillus thuringiensis e a associa¢ao destes.

Mortalidade de adultos (%)

Tratamento 0-72h 96-144h 168-216h p Acumulada Eficiéncia (%)*
Agua 0,00+0,00 bA 1,38+1,09 aA 2,77+1,38 aA  >0,05 4,16+1,47 a
E. Uniflora 1% 1,38+1,09 abA 0,00+0,00 aA 4,16%2,25 aA >0,05 5,55+2,19 a 1,45
BR 137 0,00+0,00 bB 2,77+1,38 aAB 6,94+2,04 aA <0,05 9,7242,02 a 5,80
BR 137+ E. Uniflora 1% 5,55+1,38 aA 2,77+1,38 aA 2,77+2,19 aA >0,05 11,11+2,77a 7,25
p <0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Agua 0,00+0,00 aA 1,38+1,09 aA 2,77+1,38 aA  >0,05 4,16+1,47 a
E. Uniflora 1% 1,38+1,09 aA 0,00+0,00 aA 4,16%2,25 aA >0,05 5,55+2,19 a 1,45
BR 140 0,00+0,00 aA 2,77+1,38a aA 1,38+1,09 aA >0,05 4,16+1,47 a 0
BR 140+ E. Uniflora 1% 1,38 + 1,09 aA 6,94+2,64 aA 5,55+2,19 aA >0,05 13,88+4,39% 10,14
D >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Agua 0,00+0,00 aA 1,38+1,09 aA 2,77+1,38 aA  >0,05 4,16+1,47 a
E. Uniflora 1% 1,38+1,09 aA 0,00+0,00 aA 4,16%2,25 aA >0,05 5,55+2,19 a 1,45
BR 146 1,38 £1,09 aA 0,00+0,00 aA 4,16%2,25 aA >0,05 5,55+2,77 a 1,45
BR 146+ E. Uniflora 1% 2,77+1,38 aA 0,00+0,00 aA 0,00+0,00 aA >0,05 2,77+1,38 a -1,45
D >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Mortal.(% T—Mortal.(% C . -
ortal Ghyem T—Mortal Ch)em Cy1 )0, onde: MC(%) = mortalidade corrigida; C
100—Mortal.(%)em C
= mortalidade da testemunha e T = mortalidade nas concentracdes. Para esse calculo, foi utilizado como mortalidade no controle o maior valor entre as mortalidades

constatada no grupo controle.

*Mortalidade corrigida determinada pela formula de Schneider-Orelli (1947), na qual: MC% = (
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De maneira geral, na associacdo do 6leo de E. uniflora com B. thuringiensis,
sobre larvas de A. diaperinus, os agentes de controle néo interferiram negativamente um
sobre o outro, pois a mortalidade acumulada no tratamento de associagdo ndo diferiu
dos percentuais de mortalidade observados para o Oleo e linhagens da bactéria,
individualmente.

Diversos estudos sobre a associacdo de 6leos essenciais e B. thuringiensis tém
sido desenvolvidos visando estabelecer estratégias de controle que sejam eficientes para
o0 controle de diversas espécies de insetos. Em sua maioria, esses trabalhos séo
realizados para lepiddpteros, carecendo informacfes desse género para outas espécies
de insetos. Na literatura ndo sdo encontrados, para coledpteros, trabalhos que explorem
a associacdo de métodos alternativos de controle, como B. thuringiensis e 6leos
essenciais de plantas.

Em estudo, avaliando-se a interacdo de B. thuringieneis var aizawai (Bta), com
6leos essenciais de Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae) e Cymbopogon citratus
Stapf (Poaceae), constatou-se que Bta, Z. officinale e C. citratus causaram,
respectivamente, mortalidade de 60%, 75% e 86%, sobre lagartas de S. frugiperda. Ja na
associacdo de Bta + C. citratus e de Bta + Z. officinale, as mortalidades causadas foram
de 57% e 89% respectivamente. Essas interaces mostram que Btae Oleo de Z.
officinale possuem efeito sinérgico, enquanto que no tratamento Bta + C. citratus, a
interacdo foi negativa (KNAAK; ANDREIS; FIUZA, 2008).

Knaak et al. (2010) avaliaram a histopatologia de S. frugiperda ap0s ingestdo de
6leos essenciais de Petiveria alliacea L. (Phytolaccaceae), Z. officinale, C. citratus,
Malva sylvestris L. (Malvaceae), Baccharis genistelloides Lam. (Asteraceae) e Ruta
graveolens L. (Rutaceae) e a associacdo dos mesmos com B. thuringiensis subespécie
aizawai. Quando analisado o intestino médio dos insetos, os efeitos histopatoldgicos
que Z. officinale, R. graveolens e B. genistelloides foram mais intensos quando
comparados aos demais. Os 6leos de Z. officinale, R. graveolens e B. genistelloides
também apresentaram uma interacdo positiva com Bta, acelerando o processo de
destruicdo das células intestinais, reduzindo o tempo letal da espécie alvo S. frugiperda.
Em estudo semelhante, Knaak et al. (2011) também verificaram interacdo sinérgica
entre Bta e os 0Oleos essenciais de R. graveolens e Mentha sp., demonstrando que esses
0Oleos estimularam a a¢do do entomopatogeno.

Cruz (2012) associou Gleos essenciais de Piper longum (Piperaceae) e Syzygium

aromaticum (Myrtaceae), em diferentes concentracdes, com Bta, e avaliou o0s
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parametros biologicos, imunoldgicos, reprodutivos e impacto na fertilidade das lagartas
de S. frugiperda. De acordo com o autor, o 6leo de P. longum + Bta, reduziu a
sobrevivéncia larval e, S. aromaticum + Bta, ndo causou efeito significativo na
sobrevivéncia larval. Ambos os Oleos, associados ou ndo, causaram interferéncia
negativa na biologia dos insetos, afetando a reproducéo e viabilidade dos ovos.

Torres et al. (2014), avaliaram a eficiéncia dos 0Oleos essenciais de A. indica,
Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) e Carapa guianensis (Meliaceae) associados a
Bacillus thuringiensis israelenses (Bti), sobre larvas de Aedes aegypti. A mortalidade
verificada para o tratamento com Bti foi de 100% para as larvas. Quando associado Bti
com os 0leos, as mortalidades foram reduzidas, sendo estas, respectivamente de 65,0%,
50,0% e 78,0%.

Ao associar entomopatdgenos com Gleo essencial de plantas com potencial
inseticida, o controle de pragas pode ser mais eficiente, uma vez que sdo dois agentes
distintos agindo sobre 0 mesmo organismo-alvo. Dessa maneira, acredita-se que se um
dos agentes causarem um estado de estresse sobre a praga, esta estara sujeita a doencas,
fazendo com que esteja mais suscetivel as toxinas de Bt, por exemplo, permitindo acédo
mais rapida do agente, e consequentemente, aumentando os indices de mortalidade
(SAITO; LUCHINI, 1998).

Embora os resultados obtidos neste trabalho ndo tenham evidenciado diferencas
significativas no percentual de mortalidade larval de A. diaperinus entre a associa¢do do
6leo essencial de E. uniflora e B. thuringiensis e os tratamentos isoladamente, €
importante salientar que na associacdo da bactéria e o 6leo, um agente ndo interferiu
negativamente sobre o outro. Dessa forma, quando se trabalha com possiveis
alternativas de controle de pragas, objetiva-se buscar o controle e a reducdo do
desenvolvimento ou do crescimento populacional da praga, quer seja na fase larval ou
adulta, por efeitos fisioldgicos, alteragdes no comportamento sexual ou outros fatores
correlacionados.

Uma vez que a associacdo do 6leo essencial de E. uniflora com B. thuringiensis
ndo tenham diferido significativamente sobre os insetos de A. diaperinus,
principalmente sobre insetos na fase adulta, a integracdo dos métodos de controle pode
ser aplicada de forma alternada com inseticidas quimicos sintéticos. Integrando os
métodos de controle para A. diaperinus, o controle bioldgico poderia ser utilizado para
diminuir a proliferacdo dos insetos na fase larval e o controle quimico, para a fase

adulta, reduzindo assim a aplicacdo de inseticidas quimicos sintéticos.
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Nos aviarios, durante o alojamento das aves, 0s insetos normalmente estdo
localizados nas &reas onde se encontram 0s comedouros, devido a disponibilidade de
alimentacdo. Uma possibilidade de manejo para o controle desta praga seria a utilizagéo
de 6leo essencial de E. uniflora . B. thuringiensis, nas areas com maior concentracéo de
insetos, como por exemplo, em baixo dos comedouros. Dessa forma, como o0s agentes
sd0 menos toxicos as aves, o controle dos insetos poderia ser feito durante o proprio
alojamento das mesmas, diminuindo assim as aplica¢cdes quimicas nos periodos entre
lotes. No entanto, para que tal possibilidade seja valida, sdo necessarios estudos,
principalmente a campo, para verificar a eficiéncia desses agentes e ainda, estudos sobre
os efeitos desses quando ingeridos pelas aves, uma vez que, na literatura ndo ha
registros especificos sobre a seguranca dos mesmos.

Também é necessario desenvolver estudos com possiveis formas de aplicacéo
desses agentes. Uma das possibilidades que deve ser estudada como alternativa € a
utilizacdo do dleo essencial sobre a cama, pulverizando a mesma, e também, como
forma de complementar essa estratégia, adicionar B. thuringiensis na racdo ou até
mesmo abaixo dos comedouros, onde ha maior concentracdo de insetos. Essas
alternativas poderiam ser utilizadas simultaneamente, uma vez que, conforme resultados
obtidos nesse trabalho, um agente ndo iria interferir sobre o outro.

A associagdo de 06leos essenciais com maior efeito inseticida as linhagens mais
virulentas de B. thuringiensis pode ser vantajosa, pois de acordo com Gill (1995), o
intestino dos insetos desempenha importante papel de escoamento de toxinas do
organismo. Essa habilidade pode ser afetada pelas toxinas de B. thuringiensis, afetando
a capacidade do inseto em metabolizar as mesmas, tornando-0s suscetiveis a esses
agentes de controle.

Vale ressaltar que os resultados aqui obtidos foram observados de forma
significativa na fase larval. Para a fase adulta é preciso que mais estudos sejam
desenvolvidos a fim de obter mais informagdes sobre a eficiéncia de agentes
entomopatogénicos, dos 6leos essenciais e da associacdo dos mesmos, para que seja
possivel eliminar, se ndo toda, mas grande parte dos insetos, pois € nessa fase que
ocorre a postura e inicio de novas geragdes. Por fim, h& necessidade de pesquisas com
linhagens de B. thuringiensis que apresentem maior viruléncia sobre 0s insetos-praga,
bem como o estudo sobre plantas que apresentem maior potencial inseticida para que

essas alternativas tragam maiores possibilidades de controle para A. diaperinus.
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5. CONCLUSAO

O dleo essencial de Eugenia uniflora causou efeito inseticida somente sobre
larvas de A. diaperinus, com maior mortalidade observada na concentragéo 0,75%.
As trés linhagens de Bacillus thuringiensis na concentracéo 3 x 10° esporos/mL
foram patogénicas somente para larvas de A. diaperinus.
Na associacdo das linhagens de B. thuringiensis e o 6leo essencial de E. uniflora,
0s agentes ndo interferiram negativamente um sobre o outro, elevando as porcentagens

de mortalidade observadas, evidenciando a possibilidade de utilizacéo de tal associacéo.
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