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EFEITO DE OLEOS ESSENCIAIS EM OVOS E LARVAS DE Plutella xylostella E
NO PARASITOIDE Trichogramma pretiosum
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RESUMO

Os 6leos essenciais (OEs) sdo oriundos do metabolismo secundario de plantas,
apresentando compostos bioativos que podem ter atividade fungicida e inseticida, séo
produtos de baixo impacto ambiental e toxicidade em relagdo aos inseticidas sintéticos. Sua
utilizacdo associada a agentes de controle biolégico, como himendpteros parasitoides, pode
ser uma alternativa aos produtores, entretanto, pouco se conhece a respeito do efeito dos OEs
sobre a traca-das-cruciferas e insetos benéficos. Desta forma, os objetivos deste trabalho
foram avaliar os efeitos dos o6leos essenciais de pimenta-rosa (OEST) Schinus
terebinthifolius e eucalipto-cidré (OEEC) Eucalyptus citriodora sobre ovos e lagartas de
Plutella xylostella (Lep., Plutellidae) e no parasitoide Trichogramma pretiosum (Hym.;.
Trichogrammatidae), em testes de laboratério. Os insetos foram submetidos aos 6leos de
pimenta-rosa e de eucalipto nas concentraces de 0,5 e 1% e a dgua destilada (controle),
todos com a adicéo do solvente Tween 80. Os tratamentos foram aplicados sobre ovos de P.
xylostella (efeito ovicida) e em discos de couve-verde os quais foram ofertados a larvas de
P. xylostella (efeito de deterréncia e larvicida). A quimiotaxia do parasitoide T. pretiosum
foi avaliada em olfatbmetro de dupla escolha contrastando papeis filtro tratados com os OEs
versus agua destilada. Fémeas de T. pretiosum foram expostas aos odores dos 6leos para
avaliar a mortalidade. Foram aplicados OEs em ovos de P. xylostella, antes ou ap6s o
oferecimento a fémeas, sendo avaliadas a taxa de parasitismo e emergéncia dos parasitoides.
Os ovos e larvas de P. xylostella tratados com OEs tiveram uma viabilidade menor e
mortalidade maior, respectivamente, do que aqueles expostos ao controle. O consumo foliar
foi, de forma geral, menor em discos tratados com 0s 6leos em comparagao aos com agua.
Fémeas de T. pretiosum foram atraidas para volateis de E. citriodora (0,5%) e nao
distinguiram os demais tratamentos do controle. O indice de parasitismo foi mais impactado
com o tratamento dos ovos com os OEs antes do que ap6s o parasitismo. A mortalidade de
adultos expostos aos OEs ficou entre 3% e 6%, sendo os produtos considerados seletivos
segundo a padronizacédo da International Organisation for Biological Control. Os resultados
demonstram que especialmente o 6leo de E. citriodora é potencial ferramenta para controle
de P. xylostella, sendo seletivo para T. pretiosum.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (59f.) Novembro, 2022,
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ABSTRACT

Essential oils (EOs) are derived from the secondary metabolism of plants, presenting
bioactive compounds that can have fungicidal and insecticidal activity, and are products of
low environmental impact and toxicity compared to synthetic insecticides. The use of these
oils associated with biological control agents, such as parasitoid hymenoptera, can be an
alternative for producers, however, little is known about the effect of EOs on diamondback
moth, and beneficial insects. Thus, we aimed to evaluate the effects of essential oils of pink
pepper (EOPR) Schinus terebinthifolius and lemon-scented gum (EOEC) Eucalyptus
citriodora on eggs and caterpillars of Plutella xylostella (Lep., Plutellidae) and on the
parasitoid Trichogramma pretiosum (Hym.; Trichogrammatidae), in laboratory tests. The
insects were submitted to pink pepper and eucalyptus oils at concentrations of 0.5 and 1%
and to distilled water (control), all with the addition of Tween 80® solvent. The treatments
were applied on P. xylostella eggs (ovicidal effect) and on green cabbage disks which were
offered to P. xylostella larvae (deterrence and larvicidal effect). The chemotaxis of the
parasitoid T. pretiosum was evaluated in a double-choice olfactometer by contrasting filter
papers treated with EOs versus distilled water. Adult females of T. pretiosum were exposed
to the oil volatiles to assess mortality. EOs were applied to P. xylostella eggs, before or after
offering to females, and the rate of parasitism and emergence of parasitoids were evaluated.
Plutella xylostella eggs and larvae treated with OEs had lower viability and higher mortality,
respectively than those exposed to control. Leaf consumption was, in general, lower in discs
treated with oils compared to water. Trichogramma pretiosum females were attracted to E.
citriodora volatiles (0.5%) and did not distinguish the other treatments from the control. The
rate of parasitism was more affected by the treatment of eggs with EOs before than after the
parasitism. The mortality of adults exposed to EOs was between 3% and 6%, and the
products were considered selective according to the International Organisation for
Biological Control - IOBC standard. The results show that especially E. citriodora oil is a
potential tool for P. xylostella control, being selective for T. pretiosum.

2 Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (59p.) November, 2022.
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1 INTRODUCAO

A couve-verde Brassica oleracea L. var. acephala (Brassicaceae) € uma hortalica
importante no contexto agricola e social. Seu cultivo esta frequentemente associado a
agricultura familiar, gerando renda, seguranca alimentar e sustentabilidade para esses
produtores. Contudo, a cultura também se destaca por hospedar um elevado nimero de
pragas, para as quais existe uma quantidade insuficiente de ferramentas de controle
associadas ao manejo de insetos, o que torna a producdo comercial desafiadora no que tange,
principalmente, aos tratos fitossanitarios voltados a agricultura organica.

Um dos principais problemas relacionados a couve-verde é Plutella xylostella
Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae), popularmente conhecida como traga-das-cruciferas. O
controle deste inseto é feito, majoritariamente, com inseticidas quimicos sintéticos,
entretanto, quando utilizados de forma incorreta, podem desencadear efeitos negativos
associados a toxicidade aos mamiferos e ao impacto ambiental, além de acelerar o
surgimento de geraces resistentes ao inseticida.

Dentre os inimigos naturais da P. xylostella destaca-se 0 himenoptero parasitoide de
ovos Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae), que ja vem sendo
comercializado como agente de controle de outros lepidopteros de importancia agricola, mas
com estudos ainda incipientes com a traga. Outra linha de pesquisa que vem sendo estudada
em diversas culturas, inclusive em couve, é o uso de inseticidas boténicos, como os 6leos
essenciais. Estes produtos sdo vantajosos por apresentarem menos efeitos negativos ao meio
ambiente e a saude humana, se comparados aos quimicos sintéticos e por serem permitidos
no controle de pragas em sistemas organicos de producédo. Dentre as especies de plantas que
produzem Oleos essenciais com acéo inseticida e/ou repelente, destacam-se a pimenta-rosa,
Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae) e o eucalipto-cidro, Eucalyptus citriodora

Hook (Myrtaceae).



Estas ferramentas de controle, se melhor estudadas, podem aprimorar o manejo de P.
xylostella em bréssicas. Nao foram encontrados estudos sobre a a¢do dos 6leos essenciais de
pimenta-rosa e eucalipto-cidré sobre a traca e tdo pouco o efeito seletivo destas substancias
em inimigos naturais. Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos dos 6leos
essenciais de S. terebinthifolius e E. citriodora em ovos e larvas de P. xylostella, bem como
indices de parasitismo, emergéncia, respostas quimiotaxicas e sobrevivéncia de T.

pretiosum.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A couve-verde Brassica oleracea var. acephala (Brassicaceae)

A couve-verde é uma hortalica que se destaca por apresentar baixo custo na
producdo, pouca exigéncia tecnoldgica em seu manejo e ndo necessitar de extensas areas
para plantio. (Da Silva et al., 2007; Lacerda et al., 2012; Daryadar et al., 2019). A producao
e comercializacdo desta hortalica sdo importantes para o contexto agricola e social, pois seu
cultivo esta, de forma frequente, associado a agricultura familiar, gerando renda para os
produtores (Cardoso et al., 2016). Além disso, de acordo com Oliveira Cardoso et al. (2017)
a producdo consorciada desta hortalica contribui para a protecdo do solo e evita o surgimento
de plantas daninhas.

Esta hortalica pode ser cultivada de forma anual ou bienal, é uma planta folhosa,
originalmente do continente Europeu, mas que apresentou rapida adaptacdo ao clima tropical
do Brasil desde a sua introducdo no pais (Madeira et al., 2008). A couve apresenta melhor
produtividade nas estacbes de outono e inverno nas regides sul e sudeste, onde as
temperaturas médias estdo entre 16 e 22 °C, suportando minimas de 5 °C e seu plantio pode
ocorrer através de sementes, mudas e propagacao vegetativa com brotos (Trani et al., 2015).
O produto consumido é a propria folha, que varia de 15 a 34 cm de comprimento, sendo a
produtividade média de 3 a 5 kg/planta, entretanto, as pragas podem afetar a produtividade
da cultura (Trani et al., 2010; Trani et al., 2015).

Destacam-se como pragas da couve o0 pulgdo-da-couve Brevicoryne brassicae
Linnaeus (Hemiptera: Aphididae), o pulgdo-verde Myzus persicae Sulzer (Hemiptera:
Aphididae), a lagarta curuqueré-da-couve Ascia monuste orseis (Latreille) (Lepidoptera:
Pieridae), a lagarta mede-palmo Trichoplusia ni Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), a mosca-
branca Bemisia tabaci Gennadius e a traca-das-cruciferas P. xylostella (Cividanes & Santos,
2003; Carvalho et al., 2008; Trani et al., 2015).



2.2 Plutella xylostella: traca-das-cruciferas

Plutella xylostella, popularmente conhecida como traca das cruciferas, é o principal
lepidoptero-praga presente em cultivos de plantas da familia Brassicaceae, ocorrendo em
repolho (Brassica oleracea var. capitata), couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis),
brécolis (Brassica oleracea var. itélica) entre outras (Michereff et al., 2013). A espécie é
originaria da regido do mediterrdneo, mas atualmente apresenta ampla distribuicdo
geografica ocorrendo nos continentes da América do Sul, América do Norte, Europa e leste
da Asia (IRAC-BR, 2016; Cheng et al., 2008).

Os ovos deste lepiddptero sdo de coloracdo amarelo-alaranjada, com 1 mm de
didmetro, sendo a fémea capaz de ovipositar cerca de 180 ovos feita de forma isolada ao
longo das nervuras das folhas de couve na parte abaxial (Thuler, 2009; Veiga et al., 2010).
As lagartas apresentam coloracdo verde e passam por quatro instares até a formacdo da
criséalida, a qual € do tipo obteca, envolta em um casulo de seda, com coloracdo que varia de
verde ou parda ao marrom (proximo da emergéncia) (Medeiros et al., 2003). O adulto tem
cerca de 10 mm de comprimento, apresenta uma coloracéo parda, com detalhes brancos em
seu dorso o qual, com asas fechadas, forma um desenho prismatico, sendo por isso conhecido
popularmente, na lingua inglesa, como “diamond back moth” (Medeiros et al., 2003;
Magalhdes, 2016). O ciclo de desenvolvimento completo dura entre 15 a 35 dias, de acordo
com a temperatura, sendo a fase de ovo com duracao de 3 a 4 dias, lagarta (6 — 14 dias), pupa
(3 — 4 dias) e adulto (7 — 18 dias) (Medeiros et al., 2003) (Fig. 1).

5

FIGURA 1. Plutella xylostella (A) ovos (B) lagarta (C) adulto.

Os danos provocados nas bréssicas sdo causados pela alimentacdo das lagartas que,
no 1° instar (2 a 3 dias), agem como minadores raspando a epiderme da folha. Posteriormente
saem das minas e deixam perfuracdes circulares ao longo de toda a folha, sendo esta
caracteristica denominada de “rendilhamento” (Cardoso et al., 2010).
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O controle desta espécie €, na maioria das vezes, do tipo convencional, com a
aplicacdo de inseticidas quimicos sintéticos, como por exemplo, clorantraniliprole
(antranilamida) + lambdacialotrina (piretroide), metomil (metilcarbamato de oxima) e
acefato (organofosforado) (MAPA, 2022).

Em relagdo ao controle bioldgico, existe o registro de Bacillus thuringiensis Berliner
(Bacillaceae), comercialmente conhecido como Able (B. thuringiensis subespécie Kurstaki,
Linhagem EG 2348), Acera (B. thuringiensis, isolados 1641 e 1644) para o controle de P.
xylostella (MAPA, 2022), sendo uma alternativa de controle com baixo impacto ambiental
e econdmico (Thuler, 2006; Thuler, et al., 2007). Dentre os artropodes inimigos naturais
desta espécie, ocorrem naturalmente Diadegma sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae),
Apanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae), Oomyzus sokolowskii Kurdjumov (Hymenoptera:
Eulophidae) (Castelo Branco et al., 1997; Dos Santos et al. 2006). O parasitoide de ovos T.
pretiosum ocorre naturalmente em ovos de P. xyllostella (Zucchi & Monteiro, 1997; Zago
etal., 2010) e pode ser considerado um agente promissor de controle biolégico desta espécie,
uma vez que ja existe 0 registro para outras tracas, como Tuta absoluta Meyrick
(Lepidoptera: Gelechiidae) (Parra & Zucchi, 1997; Pratissoli et al., 2015).

2.3 Trichogramma pretiosum: potencial no controle de P. xylostella

Espécies do género Trichogramma sdo parasitoides de ovos de lepidopteros e
destacam-se quanto sua eficiéncia no controle biolégico de pragas agricolas por sua
adaptacdo a diferentes condi¢bes ambientais, ampla distribuicdo geografica e capacidade
elevada de parasitismo (Pratissoli et al., 2004).

Trichogramma pretiosum é uma microvespa endoparasitoide, sua atividade de
parasitismo ocorre principalmente em ovos de lepidopteros, fazendo com que estes ndo se
desenvolvam, interrompendo o ciclo bioldgico da praga (Bellon et al., 2014). A espécie
apresenta ampla distribuicdo geogréafica em territério nacional, sendo registrada para as
regides Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste (Silva et al., 2001). Este microhimenoptero
possui tamanho 0,25 mm, apresentando dimorfismo sexual nas antenas, sendo que os machos
possuem antenas do tipo plumosa, enquanto nas fémeas elas séo clavadas (Querino &
Zucchi, 2003; Querino & Zucchi, 2012). O ciclo de vida é em torno de 10 dias, podendo
variar em funcéo do tipo de hospedeiro e condigOes de temperatura e umidade (Pereira et al.,
2004) (Fig 2).



FIGURA 2. Trichogramma pretiosum parasitando ovos de Plutella xylostella.

Quanto aos hospedeiros, T. pretiosum ja foi registrado parasitando diversas espécies
de lepiddpteros-praga em diferentes culturas, como Alabama argilacea Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) em
algodoeiro, Anticarsia gemmatalis Hilbner (Lepidoptera: Noctuidae) em soja, Diatraea
saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) em cana-de-acUcar, Dione juno juno
Crarmer (Lepidoptera: Nymphalidae) em maracujazeiro, além de P. xylostella em repolho
(Querino & Zucchi, 2012). Esta espécie € amplamente utilizada para controle bioldgico
inundativo (liberagBes massais) de diferentes lepiddpteros praga, destacando-se programas
de controle bioldgico, como do tomateiro, visando o controle de T. absoluta (Chailleux et
al., 2013 Salas Gervassio et al., 2019) e da lagarta do-cartucho-do-milho (S. frugiperda) na
cultura do milho (Corréa Figueiredo et al., 2015; Tepa-Yotto et al., 2021).

Segundo Meira et al. (2011), dentre as diferentes espécies de Trichogramma, T.
pretiosum € a mais indicada para o controle desta traga, devido a sua alta capacidade de
parasitismo e emergéncia em ovos de P. xylostella. Massaroli (2019), evidenciou em testes
de semi campo, na cultura da couve-verde, que T. pretiosum ndo apresentou preferéncia ao
parasitar ovos de P. xylostella estando em folhas com diferentes idades, quanto a superficie
0s ovos presentes na face adaxial apresentaram maior taxa de parasitismo, com média de 21
ovos, onde 13,22 estavam parasitados. O uso combinado de T. pretiosum com
entomopatogenos, como B. thuringiensis para o controle de P. xylostella foi estudado por
De Bortoli et al., (2012), os quais observaram que B. thuringiensis causou um efeito subletal
em larvas de P. xylostella. Hwang et al., (2010) constataram que a aplicacdo combinada de
B. thuringiensis e Trichogramma ostriniae (Pang & Chen) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) foi positiva, pois foi observada agéo seletiva de B. thuringiensis ao
parasitoide T. ostriniae, sendo a taxa de parasitismo e emergéncia de parasitoides nao

influenciada pela agdo combinada desses dois agentes de controle biolégico. Os



7

entomopatogenos, Baculovirus anticarsia Steinhaus & Marsh (Baculoviridae), B.
thuringiensis, Beauveria bassiana Vuill (Cordycipitaceae), Metarhizium anisopliae
Mechnikov (Clavicipitaceae) e Trichoderma harzianum Rifai (Hypocreaceae) também
foram seletivos ao T. pretiosum ndo afetando o desenvolvimento, emergéncia e a
sobrevivéncia dos adultos (Amaro et al., 2015).

O uso de inseticidas quimicos, mesmo os considerados de risco reduzido, podem ter
efeitos nocivos a inimigos naturais, como no caso de indoxicarbe e spinosade que tiveram
acdo toxica aos adultos de duas diferentes espécies de Trichogramma, afetando a
longevidade e capacidade de parasitismo (Liu & Zhang, 2012). Parsaeyan et al., (2020)
avaliaram a seletividade de diferentes inseticidas quimicos sintéticos ao parasitoide
Trichogramma brassicae Bezdenko (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e constataram que
os inseticidas foram altamente toxicos a adultos desta espécie, afetando também o estagio
de desenvolvimento e a taxa de emergéncia de parasitoides em ovos tratados.

Testes realizados com o 6leo essencial de Leptospermum petersonii (F.M. Bailey)
(Myrtaceae) mostraram baixa toxicidade aos adultos de T. pretiosum que tiveram contato
com plantas aspergidas com este 6leo, entretanto foi observado uma reducdo na longevidade
dos parasitoides emergidos a partir de ovos tratados com este tratamento em relagdo ao
controle (Purwatiningsin & Hassan, 2012). Parreira et al., (2019) observaram a
compatibilidade do uso integrado de T. pretiosum com os OEs de Azadirachta indica A.
Juss. (Meliaceae), Syzygium aromaticum Merrill & Perry (Myrtaceae), Citrus sinensis
Osbeck (Rutaceae), Piper nigrum L. (Piperaceae), Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), ndo
afetando o parasitismo e a emergéncia dos parasitoides.

2.4 Inseticidas botanicos: 6leos essenciais

A utilizacdo de plantas como repelentes e inseticidas naturais é uma pratica que vem
sendo adotada para combater vetores de doencas e pragas agricolas (Veigas-Junior, 2003).
O Brasil é um pais que abriga uma grande diversidade de fitofisionomias e espécies
botanicas com potencial fitoterapico, aromatizante e inseticida (Roark, 1947; Krinski et al.,
2014). Inseticidas botanicos sdo produtos com compostos obtidos a partir de plantas, sendo
que inumeras familias botanicas se destacam por apresentar acdo inseticida, como por
exemplo, Meliaceae, Rutaceae, Annonaceae, Canellaceae e Piperaceae (Jacobson, 1989;
Moreira et al., 2006).

Plantas destas e de outras familias apresentam substancias bioativas, produzidas em

seu metabolismo secundario, as quais podem atuar na defesa contra ataques de herbivoros.
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Estes metabdlitos podem apresentar acdo toxica tanto por ingestdo como por fumigacéao
(Coitinho et al., 2010; Corréa & Salgado, 2011; De Andrade et al., 2013). Destacam-se como
base para inseticidas botanicos os extratos aquosos, 0s 0leos vegetais e 0s 0leos essenciais
(Krinski & Massaroli, 2013; Massaroli et al., 2013; Krinski & Foerster, 2016).

O extrato aquoso pode ser obtido através da trituracdo de folhas, ramos e/ou frutos
até se obter um pd vegetal, que posteriormente serd diluido em agua destilada para formar
uma mistura homogénea (Brunherotto & Vendramim, 2001). Os 6leos vegetais sdo gorduras
extraidas de diversas partes das plantas, como raizes, polpa, flores, caules, folhas e sementes.
S&0 viscosos e ndo possuem um aroma acentuado, o que se deve & sua composicao, pois
apresentam compostos de moléculas bem longas e alto peso molecular (Sousa et al., 2016).
A grande maioria dos compostos que constituem os 6leos vegetais, é formada por acidos
graxos e sao extraidos por processo quimico (utilizacdo de solventes) ou fisico (prensagem)
(Gioielli, 1996).

Para obtencdo do 6leo essencial também pode-se usar diferentes estruturas da planta,
que passardo pelo processo de hidrodestilacdo pela técnica de “arraste a vapor” (Cunha et
al., 2012). A partir desta técnica € possivel se obter éleos essenciais extraidos de plantas que,
em sua composicao, apresentam mono e sesquiterpenos (Bizzo et al., 2009). Estes 6leos sdo
eficientes fitoinseticidas, apresentam baixa contaminacdo ao meio ambiente, sdo
biodegradaveis, podem apresentar acdo seletiva a organismos ndo alvo e um custo nao
elevado em sua producdo (Lima et al., 2008). Por ser possivel a extracdo de 6leo essencial
de diversas espécies de plantas, seu uso como inseticida é de grande amplitude, atendendo
as diferentes necessidades de cada cultura (Fazolin et al., 2005; Fazolin et al., 2007).

Da Camara et al.,, (2015) observaram que, diferente do OE de Melaleuca
leucadendron Linnaeus (Myrtaceae), o de Citrus reticulata Blanco (Rutaceae) apresentou
atividade inseticida para larvas de P. xylostella. O 6leo essencial de Corymbia citriodora
(Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson (Myrtaceae) causou mortalidade de 80% das larvas de
P. xylostella, enquanto a mortalidade causada no predador Solenopsis saevissima (Smith)
(Hymenoptera: Formicidae) foi de 28,33%, ou seja, com acdo seletiva (Filomeno et al.,
2017).

Em relacdo a acdo especifica sobre parasitoides, o extrato vegetal de capim-limao
(Cymbopogon citratus Stapf) (Poaceae) reduziu o parasitismo de T. pretiosum em 76,44%,
guando em contato com ovos de P. xylostella tratados com este extrato, além de provocar
efeitos subletais em adultos deste parasitoide (Gladenucci, 2018). Bandeira et al., (2019)

observaram que os Oleos essenciais de Eucalyptus globulus Labill (Myrtaceae) e E.
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citriodora foram seletivos a T. pretiosum e podem ser incluidos nos programas de manejo
integrado de pragas com este parasitoide. De forma semelhante, o Timol, substancia presente
em Oleos essénciais, foi seletiva ao parasitoide larval de P. xylostella, Cotesia plutellae
Kurdjumov (Hymenoptera: Braconidae), podendo ser usado de forma integrada a liberacéo
do parasitoide (Yotavong et al., 2015).

2.5 Eucaliptus citriodora (Myrtales: Myrtaceae) (Eucalipto-cidro)

O eucalipto, como é popularmente conhecido, refere-se a espécies vegetais do género
Eucaliptus, que é uma planta nativa da Austrélia, sendo também registrada em outras regides
da Oceania (Duarte, 2007).

A introducdo de algumas espécies do género no Brasil ocorreu entre 1825 e 1868,
segundo informacg6es do Jardim Botanico e do Museu Nacional do Rio de Janeiro, sendo
também introduzida em outros paises da América do Sul, como Chile, Argentina e Uruguai
(Valadares et al., 2020). O eucalipto vem sendo cultivado para exploracdo da madeira, além
disso, € uma planta de facil adaptacéo a diferentes condic@es edafoclimaticas, gerando assim
um retorno positivo quanto ao seu plantio e comercializacdo (Valadares et al., 2020). No
Brasil a planta é utilizada na silvicultura, produzindo, além da madeira, combustivel e papel,
atuando no controle de eroséo em algumas situacfes, como quebra-vento e como fonte de
oOleos essenciais, entre outros (Vecchio et al., 2016).

As propriedades quimicas dos eucaliptos vém sendo estudadas para a incorporagéo
na medicina natural, setor de cosméticos e agricultura (Vitti & Brito, 2003). O dleo essencial
de E. citriodora apresenta, em sua composicdo, Citronelal, 3-neotujamol, formato de
citronelila e 1,8-cineol. A presenca destes compostos sdo responsaveis por resultados
positivos para o tratamento de enfermidades respiratorias, como por exemplo, bronquite
crénica (Estanislau et al., 2001; Vitti & Brito, 2003; Dhakad et al., 2018).

No setor agricola o 6leo essencial de E. citriodora vém sendo estudado por apresentar
propriedades antiflngicas e inseticidas, relacionadas a presenca de &cidos fendlicos e
compostos bioativos, ambos podendo ser obtidos a partir das folhas, demonstrando potencial
de repeléncia e toxicidade fumegante (Dhakad et al., 2018).  Coitinho et al., (2006)
observaram que o 6leo essencial de E. citriodora tem agdo toxica para larvas do gorgulho-
do-milho Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) e acdo repelente aos
adultos. O bleo essencial de E. citriodora também apresentou efeito toxico a larvas de S.
frugiperda, causando deterréncia alimentar e morte (Souza et al., 2010). Em estudos

realizados com o OE E. citriodora em larvas de Ascia monuste Godart (Lepidoptera:



10

Pieridae) foi constatada uma resposta promissora para o controle desta praga, uma vez que,
houve mortalidade das larvas, podendo estar associada a acdo neurotoxica do 6leo essencial
(Ribeiro etal., 2018). Dhakad et al., (2018) também registraram a toxicidade por fumigacao
do OE E. citriodora sob ninfas de Dysdercus koenigii Fabricius (Hemiptera: Pyrrhocoridae),
percevejo que acomete os plantios de algodao.

Além da acéo inseticida, o OE de E. citriodora pode apresentar acdo fungitdxica
como observado em Fusarium oxysporum (Snyder & Hansen) (Nectriaceae), Botrytis
cinerea Whetzel (Sclerotiniaceae), Bipolaris sorokiniana Shoemaker (Pleosporaceae)
(Salgado et al., 2003), Colletotrichum gloeosporioides Penzig (Glomerellaceae) (Carnelossi

et al., 2009), Fusarium solani Sacc (Nectriaceae) (Da Cruz et al., 2017).

2.6 Schinus terebinthifolius Raddi (Sapindales: Anacardiaceae) (Pimenta-rosa)

Schinus terebinthifolius popularmente conhecida como pimenta-rosa, aroeira-
vermelha ou aguaraiba, € uma planta da familia Anacardiaceae (Bertoldi et al., 2006).
Apresenta ampla distribuicdo geografica na América latina, sendo registrada no Brasil desde
a regido Norte até o Sul (Corréa, 1984; Veloso et al., 1991). Em um cenério internacional S.
terebinthifolius chama a atengdo pelo consumo do fruto, que, por ser pequeno, se assemelha
a uma pimenta e possuir sabor levemente picante, ¢ popularmente nomeado como “Pink-
pepper”, “Poivre rose” ¢ comumente utilizado na culinaria (Lenzi & Orth, 2004).

A pimenta-rosa destaca-se por apresentar potencial fitoterapico, empregado na
medicina popular ja que seu fruto apresenta propriedades quimicas benéficas a salde
(Ventura et al., 2019). O fruto é rico em compostos como 0s terpenos, que sao bioativos
responsaveis na agdo antimicrobiana, antiinflamatdria e antioxidante (Macedo, 2018). S.
terebinthifolius ainda produz compostos fendlicos com acdo importante na farmacologia,
aromaterapia e para a agricultura. Destacam-se os flavonoides, metil galato e acido elagico,
entre outros (Macedo, 2018).

Na agricultura, o 6leo essencial de pimenta-rosa vem sendo estudado para sua
utilizacdo como um fungicida botanico, tendo sido testado sob os fungos fitopatogénicos C.
gloeosporioides e Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. (Botryosphaeriaceae)
(Bigaton et al., 2013; Dos Santos et al., 2014).

O oleo essencial de S. terebinthifolius também pode ter efeito inseticida, como o
registrado para a broca-do-café (Hypothenemus hampei Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae)
(Santos et al., 2013). Nascimento et al., (2018) constataram que o OE de frutos maduros e

ndo amadurecidos de S. terebinthifolius sdo toxicos para Rhyzopertha dominica Fabricius
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(Coleoptera: Bostrichidae) apresentando mortalidade de 95% dos organismos testados, ndo
havendo diferenca estatistica em sua letalidade entre os OEs provenientes dos frutos em
diferentes fases de maturacdo. Hussein et al. (2017) observaram que o OE de S.
terebinthifolius tem acdo repelente e inseticida a adultos de duas espécies de mosca-branca,
Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) e Trialeurodes ricini Misra
(Hemiptera: Aleyrodidae). Também foi observado que pulgdes da espécie Brevicoryne
brassicae L. (Hemiptera: Aphididae) e Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae)
quando expostos a discos de couve tratados com o OE de S. terebinthifolius, nas
concentragcfes de 0,5% e 1% tiveram uma resposta quimiotaxica negativa, apresentando

repeléncia dos insetos aos discos de couve em ambas as concentracdes (Da Silva, 2020).
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Efeito de dleos essenciais em ovos e larvas de traca-das-cruciferas e no parasitoide
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Resumo

Foi avaliado o efeito de dleos essenciais (OE) de Eucalyptus citriodora (OEEC) e Schinus
terebinthifolius (OEST) (0,5% e 1%) sobre ovos e larvas de Plutella xylostella e no
parasitoide Trichogramma pretiosum. Ovos de P. xylostella foram imersos em solucbes
contendo os OEs e na agua (controle). Discos foliares de couve (5 cm @), tratados foram
oferecidos a larvas. Ovos de P. xylostella com os OEs foram ofertados a fémeas de T.
pretiosum, para avaliar o parasitismo e a emergéncia. Ovos de P. xylostella ja parasitados
foram imersos nos tratamentos, para observar o efeito na emergéncia dos parasitoides. Foi
registrada a sobrevivéncia de adultos de T. pretiosum expostos aos OEs. Os ovos e larvas de
P. xylostella na presenca dos OEs tiveram uma viabilidade menor e mortalidade maior,
respectivamente, do que os submetidos a dgua. O consumo foliar foi menor em discos
tratados com os 0leos. Fémeas de T. pretiosum foram atraidas para volateis do OEEC (0,5%)
e néo distinguiram os demais tratamentos do controle. Os ovos que foram tratados com os
OEs antes da exposi¢do ao parasitoide tiveram indices de parasitismo menores do que ovos
ja parasitados que foram tratados com os OEs. A mortalidade de adultos expostos aos OEs
foi de 3% a 6%, sendo os produtos considerados seletivos segundo a IOBC.

Palavras-chave: Plantas bioativas, Plutella xylostella, Controle bioldgico.
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3.1 Introducao

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae), € um
inseto praga associado ao cultivo de brassicas, com origem na regido do mediterraneo
(Talekar & Shelton, 1993). Com sua capacidade migratoria e plasticidade em se adaptar a
diferentes condicGes climaticas, tornou-se uma praga cosmopolita (Chapman et al. 2002;
Saeed et al. 2010). O principal meio para o controle de P. xylostella em cultivos de brassicas
tem sido o uso de inseticidas, com intensificacdo do numero de aplicacbes em regionais
tropicais (Zalucki et al. 2012; Ribeiro et al. 2017), causando uma pressao seletiva da praga
aos ingredientes ativos (Zhou et al. 2011; Li et al. 2012; Banazeer et al. 2021; Zhu et al.
2021). O uso destes produtos, entretanto, pode apresentar alta toxicidade aos humanos e
também risco ao ambiente (Tudi et al. 2021). A persisténcia dos residuos quimicos nas
plantas também pode causar intoxicagdo indireta em humanos, por contaminacdo alimentar
(Carvalho, 2017; Tudi et al. 2021).

Os biopesticidas tém surgido como uma alternativa por serem menos toxicos ao
ambiente, possuir menor persisténcia e maior seletividade, sendo assim reconhecidos como
ecofriendly (Walia et al. 2017). Estudos com inseticidas botanicos e, entre eles os 6leos
essenciais, sdo alvos de pesquisas por seu potencial no controle de pragas, ja que apresentam
uma constituicdo complexa de mono e sesquiterpenos com propriedades inseticida (Isman,
2020).

Em relacdo a P. xylostella, alguns OEs ja foram testados como no trabalho de Song
et al. (2022) que observaram deterréncia alimentar de larvas de 3° instar quando em contato
com discos de repolho tratados com OEs de Ocimum basilicum (Lamiaceae) (86,73%) e
Acorus calamus (Acoraceae) (82,61%), na concentragdo de 5 pg/ul. Outro método para
controlar infestacfes de P. xylostella é o controle biolégico (CB), com o uso de agentes
bioticos, destacando-se 0s himenopteros parasitoides de ovos da familia Trichogrammatidae
(Pratissoli et al. 2004).

Dentre a diversidade de plantas que produzem OEs e que apresentam acao inseticida
e/ou repelente estdo a pimenta-rosa Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae) e o eucalipto-
cidro, Eucalyptus citriodora (Myrtaceae) (Filomeno et al. 2017; Hussein et al. 2017). A
atividade inseticida do OE de S. terebinthifolius foi relatada em gorgulho-dos-cereais
Rhyzopertha dominica Fabricius (Coleoptera: Bostrichidae) (Nascimento et al. 2018) e no
caruncho-do-feijdo Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera: Bostrichidae) (De

Oliveira et al. 2017). A acéo do OE de folhas de E. citriodora, por sua vez, foi testada no
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controle e repeléncia do gorgulho-do-milho Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae) (Mardiningsih et al. 2022)

Ha registros de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
em sua ocorréncia natural parasitando ovos de P. xylostella (Querino & Zucchi, 2012). No
sul da Asia ocorreram liberagbes massais de Trichogramma confusum Viggiani
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) para o controle da traca-das-cruciferas (Parajuli &
Paudel, 2019). Segundo Massarolli et al. (2021) T. pretiosum é um agente eficaz no controle
da traca-das-cruciferas em cultivos de couve-verde em casa de vegetacgéo.

Estudos dos efeitos dos dleos essenciais sobre 0s inimigos naturais quando usados
em associacdo ao controle bioldgico ainda € incipiente. Alguns trabalhos, como os de
Purwatiningsih et al. (2012) e Parreira et al. (2019), demostraram que T. pretiosum
submetidos ao contato com OEs de Azadirachta indica (Meliaceae), Piper nigrum
(Piperaceae) e Leptospermum petersonii (Myrtaceae) apresenta compatibilidade, néo
afetando seu parasitismo e emergéncia.

Em consonancia com o exposto 0s objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos
dos 6leos essenciais de pimenta-rosa, e eucalipto-cidro sobre ovos e lagartas de P. xylostella
e no parasitoide T. pretiosum, em testes de laboratorio, bem como classificar os 6leos quanto
a seletividade segundo as normas da International Organization of Biological Control
(I0BC).

3.2 Material e métodos

Os bioensaios e cria¢des de insetos foram conduzidos em condi¢des controladas (25
+1°C, 60 £ 10% UR, fotofase 12 horas), no Laboratério de Controle Bioldgico de Insetos
(CBLab), Faculdade de Agronomia da UFRGS, no periodo de 1 de abril de 2020 a 28 de
janeiro de 2022.

Cultivo da couve-verde

As mudas de couve-verde B. oleraceae var. acephala foram obtidas comercialmente
e transplantadas para um canteiro na horta didatica e experimental do Departamento de
Horticultura e Silvicultura da Faculdade de Agronomia da UFRGS (30° 4°28.04”S e 51°
8’6.8770). O manejo foi realizado sem aplicagdo de insumos quimicos € com irrigagao
manual, quando necessario. As plantas foram utilizadas para obtencdo de P. xylostella em

infestacdo natural e as folhas, para manutencéo da criagcdo em laboratério e experimentos.
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O cultivo de couve-verde ocorreu de forma continua tendo inicio em 1 de abril de
2020 a 28 de janeiro de 2022.

Criacao de Plutella xylostella

Lagartas de P. xylostella foram acondicionadas em caixas Gerbox® (11 cm x 11 cm)
e permaneceram em incubadora recebendo folhas de couve para alimentacdo. Ao atingirem
a fase adulta, as mariposas foram colocadas em uma gaiola de madeira (51 cm x 27 cm x 51
cm), revestida com tecido voile. Em cada gaiola eram colocadas duas placas de Petri (80 mm
x 15 mm) forradas de papel filtro umedecido com &gua destilada e discos de couve (9 cm &)
(substrato para oviposicdo) e uma placa com algoddo umedecido com uma solugdo de mel e
agua, a 10% (substrato de alimentacdo). Posteriormente os discos de couve (9 cm &)
contendo ovos de P. xylostella eram colocados em potes de plastico (16 cm x 25 cm)
contendo papel filtro ao fundo, umedecido com agua destilada e folhas de couve frescas para
alimentacdo das lagartas. As pupas eram transferidas para um pote de plastico de 250 mL
até a emergéncia, sendo os adultos liberados novamente na gaiola. A criagdo de P. xylostella
ocorreu de forma concomitante ao periodo de cultivo da couve-verde, durante os anos de 1
de janeiro de 2020 a 28 de janeiro 2022, sendo introduzido novos organismos ao longo do

ano.

Criacéo de Trichogramma pretiosum

Os parasitoides foram obtidos da empresa Koppert Biological Systems Brasil. Os
adultos de T. pretiosum eram mantidos em frascos tipo Becker (250 mL) e alimentados com
goticulas de mel puro depositadas nas paredes dos frascos, os quais foram vedados com
parafilme e mantidos em incubadora BOD.

Para multiplicacdo dos parasitoides foram utilizados ovos de Ephestia kuehniella
(Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), inviabilizados em luz ultravioleta (Philips® UV 15 W) por
cerca de 50 min e fixados em cartolina azul-celeste (180 g) com goma arabica a 10%.
Diariamente cartelas com ovos de E. kuehniella eram ofertadas aos parasitoides. A cria¢éo
de E. kuehniella foi mantida segundo a metodologia proposta por Parra (1997), utilizando
uma dieta a base de farinha de trigo (97%) e levedura de cerveja (3%). A criagdo de T.
pretiosum utilizada nesta pesquisa é oriunda de uma criacdo ja estabelecida em laboratorio

adquirida em 2019, comercialmente da empresa Koppert Biological Systems Brasil.
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Obtencao dos 6leos essenciais

Foram utilizados frutos maduros de pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius),
coletados no bairro Agronomia, em Porto Alegre, RS (30°02'48"S e 51°08'17" O) e folhas
frescas de eucalipto-cidrd (Eucalyptus citriodora), coletadas no municipio de Ivoti, RS
(29°36' 00"S e 51°09'13.68"0). Os frutos de pimenta-rosa foram secos em temperatura
ambiente por 72 horas, sendo a extracdo realizada imediatamente ap0s este periodo. As
folhas de eucalipto-cidro foram acondicionadas em sacos plasticos apds a coleta e mantidas
sob refrigeragdo (4 °C) até o momento da extracdo, aproximadamente uma semana.

A extracdo foi feita por hidrodestilagdo (destilagéo por arraste de vapor) (AOAC,
1992), utilizando o aparelho Clevenger da marca Exodo Tecnologia® modelo 3000,
acoplado a um baldo volumétrico de fundo redondo de 3 L. Para aumentar a area superficial
dos materiais vegetais, os frutos de pimenta-rosa (300 g) e as folhas frescas de eucalipto-
cidro (200 g), foram previamente trituradas com auxilio de liquidificador. Cada um dos
materiais foi colocado isoladamente dentro do baldo onde foi adicionado 1,5 L de agua
destilada. Apos trés horas de hidrodestilacdo (Oliveira Junior et al. 2013) o 6leo essencial
de cada espécie foi separado da fase liquida (hidrolato), com auxilio de pipeta de vidro
graduada de 10 mL e bomba de suc¢do. Os 6leos essenciais foram armazenados em
recipientes de vidro ambar a temperatura de 4 °C, para posterior utilizacdo durante os
experimentos. As extracdes dos 6leos essenciais ocorreram entre abril e maio de 2020. A
identificacdo fotoquimica dos 0Oleos foi realizada no Instituto Agronémico de Campinas —

IAC, S&o Paulo pela pesquisadora Marcia Ortiz M. Marques (Anexo 1).

Bioensaios

Foram testados os 0Oleos de E. citriodora (OEEC) e S. terebinthifolius (OEST) nas
concentracdes de 0,5% e 1%. Para preparacao das diluicGes os 6leos foram dissolvidos em
Tween80® a 1% e depois em agua destilada. Os tratamentos avaliados foram: T1 =
tratamento controle, com &gua destilada + solvente Tween 80®; 6leo essencial de E.
citriodora (0,5%); 6leo essencial de E. citriodora (1%); 6leo essencial de S. terebinthifolius
(0,5%) e o6leo essencial de S. terebinthifolius (1%). Os bioensaios realizados, seguiram a
metodologia proposta por Turchen et al. (2014) e Poorjavad et al. (2014), com modificagdes.

Efeito dos 6leos essenciais sobre ovos de P. xyllostella

Foram utilizados 20 ovos de P. xylostella de até 24 horas de idade, para cada

tratamento. Estes foram colocados em um saco de tecido tipo voile (6 cm x 6 cm), presos
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por um elastico nas extremidades, sendo imersos com auxilio de uma pinga de metal
esterilizada, por cinco segundos, em cada um dos tratamentos. ApOs a secagem em
temperatura ambiente, aproximadamente 50 minutos, esses ovos foram dispostos em placas
de Petri (80 mm x 15 mm), as quais foram mantidas em cdmara climatizada. As avaliacGes
foram feitas sob microscépio estereoscopio (40 x), 48, 72 e 96 horas ap0s a imersdo sendo
avaliado a integridade dos ovos, considerando se murcharam ou romperam ndo permitindo
eclosédo das larvas. Foram realizadas 20 repeticdes por tratamento totalizando 400 ovos. A
mortalidade corrigida dos ovos de P. xyllostella foi calculada por meio da féormula de
Schneider-Orelli, (% da mortalidade na parcela tratada - % da mortalidade na parcela

controle / 100 - % da mortalidade na parcela controle) * 100 (Piintener, 1981).

Efeito de 6leos essenciais sobre larvas de P. xylostella

A mortalidade e consumo foliar por larvas de P. xylostella foram registradas em
discos foliares de couve-verde com area foliar de 6 cm de diametro, os quais foram
submersos por 10 segundos em um dos tratamentos descritos no item anterior. Apds a
secagem em temperatura ambiente (cerca de 50 minutos), os discos foram acondicionados,
individualmente, em placas de Petri (80 mm x 15 mm). Posteriormente, foram introduzidas
trés larvas de 3° instar em cada placa, as quais foram avaliadas 24 e 48h ap0s a exposicao,
sob microscopio estereoscopio (40 x). Os insetos que ndo responderam ao estimulo do toque
com um pincel de cerdas finas (n° 00) foram considerados mortos. Os testes de consumo
foliar foram realizados de forma simultanea com os de mortalidade. Para tanto, foi utilizado
o0 aparelho de medicdo de area foliar, modelo LI-3100C, no laboratorio de Horticultura e
Silvicultura da Faculdade de Agronomia da UFRGS. Os discos foliares utilizados neste
experimento tiveram a area foliar medida antes e ap06s o periodo de exposicao (24 e 48h) as
lagartas de P. xylostella, ndo havendo substituicdo do disco de couve em nenhuma das

repeticdes até o final do experimento. Foram realizadas 20 repeti¢des por tratamento.

Respostas quimiotaxicas de T. pretiosum a 6leos essenciais

O bioensaio foi conduzido com fémeas virgens com idade até 24 horas, em
olfatdmetro de vidro de dupla escolha, tipo “Y” com diametro de 2 cm, arena inicial de 20
cm, bifurcada em dois bracos de 8 cm cada. Os insetos testados foram individualizados antes
do inicio dos experimentos e aclimatados por 1 hora na sala de testes. O fluxo de ar foi

conduzido para dentro do sistema com o auxilio de um propulsor conectado a um fluximetro,
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a uma taxa de 0,3 L/min. A arena foi invertida (rotacdo de 180°), a cada cinco repeticdes e,
a cada dez, esta foi lavada com sabao neutro, alcool 70% e hexano, posteriormente, seca em
estufa de esterilizacdo a 150 °C. Os testes foram realizados durante a fotofase, com luz
fluorescente (60W, luminéncia 290 lux).

Foram avaliados os 6leos essenciais de pimenta-rosa (S. terebinthifolius), eucalipto-
cidro (E. citriodora) nas concentracdes de 0,5% e 1% contrastados com agua destilada
(controle), todos com a presenca de Tween 80® (10 pL/mL). Pedacos de papel filtro (3 cm
x 6 cm) foram imersos em cada solucdo e avaliados apds a secagem em temperatura ambiente
(cerca de 50 minutos).

Foi considerada resposta positiva (primeira escolha), quando fémeas de T. pretiosum
permaneceram por pelo menos 15 segundos na extremidade de um dos bracos. Os insetos
que n&o se movimentaram ou que ndo alcangaram um dos dois bragos do olfatbmetro em 5
min foram registrados como ndo responsivos e desconsiderados na anélise estatistica. Foram

realizadas 40 repeticdes de insetos responsivos para cada contraste.

Parasitismo de T. pretiosum em ovos de P. xyllostella expostos aos 6leos
essenciais

Foram realizados dois bioensaios, um aplicando-se os 6leos antes de ocorrer o
parasitismo (pré-parasitismo) e outro com a aplicacdo dos éleos sobre 0s ovos ja parasitados
(pbs-parasitismo). 20 grupos de 20 ovos com até 36 horas, foram imersos nas diluicdes de
6leos ou agua, seguindo a metodologia descrita anteriormente. Na exposicdo pré-
parasitismo, apos a secagem (aproximadamente 50 minutos), os 20 ovos foram colocados
em um tubo de ensaio de vidro (8,5 cm x 2,4 cm) e ofertados a uma fémea de T. pretiosum,
pareada, e com 24 a 36 horas de vida. Transcorridas 24 horas, as fémeas foram retiradas e
0s 0vos armazenados em condicdes controladas.

Para avaliar o efeito dos 6leos no pds-parasitismo, posturas de P. xylostella de até 36
horas, foram expostas a fémeas pareadas de T. pretiosum com 24 a 36 horas de vida. Apos
24 horas de exposicdo, as fémeas foram retiradas e os ovos parasitados acondicionados em
tubos de ensaio de vidro (8,5 cm x 2,4 cm) mantidos em condigdes controladas por trés dias.
Os ovos que apresentaram escurecimento por conta do parasitismo (terceiro instar a pre-
pupa) (TNAU Agritech Portal, 2022) foram imersos nos diferentes tratamentos, conforme ja
descrito em ambos os bioensaios (pré e pos-parasitismo). Os ovos foram vistoriados a cada
24 horas até a emergéncia dos parasitoides ou eclosdo das larvas, sob microscopio

estereoscopio (aumento de 40 x).
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Potencial toxico de 6leos essenciais para adultos de T. pretiosum

Dez fémeas de T. pretiosum com idade de 24 a 36 horas de vida foram introduzidas
em tubos de ensaio de vidro (8,5 cm x 2,4 cm) contendo um papel filtro (1 cm x 1 cm) imerso
por cinco segundos em uma das diluicdes de Oleos ou &gua (controle), descritos
anteriormente e secos em temperatura ambiente (aproximadamente 50 min). Os tubos com
as fémeas foram mantidos em ambiente climatizado. Foram realizadas 20 repeticdes por
tratamento.

O numero de parasitoides mortos por tubo foi quantificado apds 30 min, 1, 2 e 3h de
exposicdo. Foram considerados mortos os insetos que nao responderam ao toque com pincel
de cerdas finas (n° 00). A escala de Boller et al. (2005) adotada pela 10BC, foi utilizada
como parametro aproximado para indicar a seletividade dos 6leos aos parasitoides. (Tabela
1).

Tabela 1. Classificacdo da seletividade de pesticidas a inimigos naturais de acordo com a
International Organization of Biological Control (I0BC) (Boller et al. 2005) (Classification
of pesticide selectivity to natural enemies according to International Organization of
Biological Control (I0OBC) (Boller et al. 2005)). Porto Alegre, UFRGS, 2022.

Reducé&o na Emergéncia

Classificacao (E) de inimigos naturais Classes
(%)
InGcuo E <30% 1
Levemente nocivo 30<E<79%% 2
Moderadamente nocivo 80<E <99% 3
Nocivo E >99% 4

Andlise Estatistica

Os dados médios da mortalidade de ovos de P. xylostella, mortalidade e consumo
foliar de larvas de P. xylostella, porcentagem de parasitismo, taxa de emergéncia e
mortalidade dos adultos de T. pretiosum foram analisados quanto a normalidade pelo teste
de Lilliefors. Dados paramétricos foram comparados por ANOVA seguido do teste Tukey,
para dados ndo paramétricos foi usado o teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn, ao nivel de
5% de significancia com o auxilio do software Bioestat 5.3® (Ayres et al. 2007).

Os resultados do bioensaio de olfatometria de T. pretiosum foram analisados pelo

teste de GLM (General linear model), distribuicdo modelo binomial, ao nivel de 5% de



30

significancia utilizando o software estatistico R Studio® (versdo 4.1.1) (R Development
Core Team, 2019). Também foi calculada a mortalidade corrigida dos ovos e larvas de P.

xyllostella, por meio da férmula de Schneider-Orelli (Puntener, 1981).

3.3 Resultados e discussao

Viabilidade de ovos de Plutella xylostella tratados com 6leos essenciais

Os 6leos essenciais de E. citriodora (OEEC) e S. terebinthifolius (OEST) causaram
maior inviabilidade de ovos de P. xylostella, em ambas as concentracdes testadas (0,5 e 1%),
em relacdo ao tratamento controle (dgua). Ndo houve efeito significativo da concentracao do
mesmo 06leo na viabilidade, contudo o OEEC na menor concentracdo (0,5%) foi mais letal
do que 0 OEST (H =44,1; p < 0,0001) nesta mesma concentracdao. Além disso, 0s maiores
percentuais de inviabilidade (mortalidade corrigida) foram constatados para o 6leo de
eucalipto-cidré na concentracdo de 0,5% em relacdo ao de pimenta-rosa na mesma

concentracdo e agua (Tabela 2).

Tabela 2. Numero médio (+ EP) de ovos inviabilizados de Plutella xylostella tratados com
6leo essencial de Eucalyptus citriodora (OEEC) e Schinus terebinthifolius (OEST) e 4gua +
tween 80 (testemunha). Mortalidade corrigida por Schneider-Orelli (n = 20) (Average
number (£ SE) of non-viable Plutella xylostella eggs treated with essential oil of Eucalyptus
citriodora (OEEC) and Schinus terebinthifolius (OEST) and water + tween 80 (control).
Mortality corrected by Schneider-Orelli (n = 20)). Porto Alegre, UFRGS, 2022.

Numero médio de ovos Mortalidade corrigida
Tratamentos

inviabilizados (%)
Agua 35+0,32a 17,25
OEEC 0,5% 13,0+1,12¢c 58,01
OEEC 1% 10,9 + 0,64 bc 45,02
OEST 0,5% 6,9+131b 21,15
OEST 1% 8,4+ 0,54 bc 29,61

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente pelo teste de Dunn (p <
0,05) (Means followed by different letters in the column differ statistically by Dunn test (p <
0.05)).

O efeito ovicida dos 0leos essenciais esta possivelmente relacionado com a presenca
de principios ativos que inviabilizam ou prejudicam o desenvolvimento dos insetos (Krinski
et al. 2018). Dentre 0os compostos majoritarios presentes no OEEC (Anexo 3) estdo o

citronelal (79,92%) e o isopulegol (6,14%), aos quais ja foi atribuida a atividade inseticida
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(Silveira & Lazzarotto, 2021; Bandeira et al. 2022). Segundo Rodrigues (2018), constituintes
do OE de E. citriodora podem ter efeito sinérgico potencializando sua letalidade.

Apesar de ndo ter sido constatada a influéncia do aumento da concentra¢do do mesmo
6leo na inviabilidade de ovos de P. xylostella, este fator, segundo Krinski et al. (2018), pode
incrementar a mortalidade de embrides de insetos. Este aspecto foi estudado por Cai et al.
(2020) os quais verificaram uma inviabilidade de 100 e 67,74% de ovos de P. xylostella
quando expostos a concentracdes de 8,5 e 5,95 mg/L de citronelal, respectivamente. Embora
tenhamos registrado a presenca deste aldeido no OEEC, néo foi analisada a concentracéo de
cada substancia nos 6leos, desta forma é possivel que mesmo na concentracdo maior, a
quantidade de citronelal ndo tenha sido suficiente para matar 100% dos embrides ou larvas.

Além dos aspectos quimicos, € provavel que a viscosidade dos 6leos também possa
ter influenciado a viabilidade dos ovos. Os 6leos formam uma pelicula isolante dificultando
as trocas gasosas realizadas pelo embrido ou pela larva. Esse efeito ja foi constatado com a
presenca de 6leos minerais em ovos de outros lepiddpteros como Epiphyas postvittana
(Walker) (Tortricidae) (Taverner et al. 2011) e Grapholita funebrana Treitschke
(Tortricidae) (Rizo et al. 2018).

Mortalidade e consumo foliar de larvas de P. xylostella em discos de couve
tratados com OEEC e OEST

O numero médio de lagartas mortas foi significativamente superior nos grupos que
foram expostos a discos de couve na presenca dos 6leos essenciais, comparado aos expostos
a agua (controle) (H = 43,5; p < 0,0001). Entretanto, a mortalidade foi semelhante entre as
lagartas submetidas aos diferentes 6leos e concentracdes. Da mesma forma ao constatado
para 0os ovos de P. xylostella, a mortalidade corrigida de lagartas foi maior para 0 OEEC

(ambas as concentracdes), em relacdo ao OEST (Tabela 3).

Tabela 3. Numero médio (+ EP) de lagartas de Plutella xylostella mortas em contato com
discos de couve tratados com 0leo essencial de Eucalyptus citriodora (OEEC), Schinus
terebinthifolius (OEST) e agua + tween 80 (controle) (n = 3). Mortalidade corrigida por
Schneider-Orelli (n = 20). (Mean number (£ SE) of dead Plutella xylostella caterpillars in
contact with cabbage discs treated with Eucalyptus citriodora essential oil (OEEC), Schinus
terebinthifolius (OEST) and water + tween 80 (control) (n = 3) Mortality corrected by
Schneider-Orelli (n = 20)). Porto Alegre, UFRGS, 2022.
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- Numero médio de Mortalidade corrigida
ratamentos
lagartas mortas (%)
Agua 0,1+0,06a 3,33
OEEC 0,5% 22+0,19b 70.68
OEEC 1% 22+0,19b 70.68
OEST 0,5% 1,4+0,24b 44.82
OEST 1% 1,7+£0,22b 53.45

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente pelo teste de Dunn (p <
0,05) (Means followed by different letters in the column differ statistically using Dunn test (p <
0.05)).

O consumo foliar foi significativamente menor nos tratamentos OEEC (0,5 e 1%) e
OEST (1%), em comparacdo ao controle, tanto nas primeiras 24h como apos as 48h de
avaliacdo (Tabela 4). Na comparacéo das areas foliares consumidas entre os dois periodos,
este aumento foi significativo somente para o tratamento controle, sendo essa diferenca
superior aquelas registradas para OEEC 0,5%, OEEC 1% e OEST 1% (Tabela 4).

Tabela 4. Consumo foliar (cm?) médio (+ EP) de trés lagartas de Plutella xylostella a discos
de couve tratados com Oleo essencial de Eucalyptus citriodora (OEEC), Schinus
terebinthifolius (OEST) nas concentracdes de 0,5 e 1% e agua + tween 80 (controle),
expostos durante 24 a 48h aos insetos (Leaf consumption (cm?) average (+ SE) of three
caterpillars of Plutella xylostella on cabbage discs treated with essential oil of Eucalyptus
citriodora (OEEC), Schinus terebinthifolius (OEST) at concentrations of 0.5 and 1% and
water + tween 80 (control), exposed for 24 to 48 hours to insects). Porto Alegre, UFRGS,
2022,

Tratamentos
Tempo Agua E. citriodora E. citriodora S. terebinthifolius terebin?ﬁifolius
0, 0, 0,
(0,5%) (1%) (0,5%) (1%)
24h 3,0+027a 0,8+0,27b 0,5+0,22b 1,5+0,17 ab 09+0,17b
48h 49+047a  19+045hc 0,5+0,34c 2,7+0,32ab 1,7+0,32 bc

Meédias seguidas por letras diferentes na linha diferem estatisticamente pelo teste de Dunn (p <
0,05) (Means followed by different letters in the line differ statistically using Dunn test (p < 0.05)).

A acdo inseticida e/ou fagodeterrente de P. xylostella expostas aos discos foliares
contendo os Gleos essenciais é possivelmente atribuida a acdo neurotéxica dos compostos
presentes nos 6leos os quais podem ocasionar a morte de lagartas, tanto por contato, como

por ingestdo (Isman & Machial, 2006; Mayanglambam et al. 2022). Estudos realizados com
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0 OE de E. citriodora em P. xylostella detectaram que 0s constituintes majoritarios deste
oleo (isopulegol e citronelal) (Anexo 3), apresentam uma interacdo positiva potencializando
acao toxica nas larvas, resultando em até 80% de morte (Filomeno et al. 2017). Santos et al.
(2020) também haviam observado mortalidade de larvas de P. xylostella expostas ao
citronelal, citronelol e isopulegol, constituintes majoritarios do OEEC. Desta forma, é
provavel que o percentual de lagartas mortas de P. xylostella registrado neste estudo

(70,68%) também esteja associado a estas substancias.

Olfatometria de T. pretiosum a volateis de OEEC e OEST

Fémeas de T. pretiosum foram significativamente mais atraidas para o odor do 6leo
essencial de E. citriodora (0,5%) (X2=7,3121 gl = 1; p = 0,006849) em relacdo ao controle
(ar) e ndo diferenciaram os odores nos demais tratamentos (Figura 2).

Ar puro Oleo essencial
NR
OEST 1% (1) 9 (ns) @
OEST 0.5% (23) (17| (us) (6]
OEEC 1% (23) 7 g @
OEEC 0,5% (14) 26) | == ®)
100 50 60 40 20 20 40 60 80 100

0
Percentual de respostas

Figura 1. Respostas quimiotaxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum (até 24 horas de idade)
em olfatdmetro de dupla escolha, submetidos aos volateis dos 6leos essenciais de pimenta-rosa
(OEST) (Schinus terebinthifolius) e eucalipto-cidré (OEEC) (Eucalyptus citriodora) (0,5% e 1%)
versus ar puro. Numeros dentro das barras indicam a quantidade de insetos responsivos. NR =
numero de insetos ndo responsivos. ns = resposta ndo significativa. Barras seguidas de asterisco
diferem significativamente pelo teste de Chi-quadrado (p < 0,01) (Chemotaxic responses of
Trichogramma pretiosum females (up to 24 hours of age) in a double-choice olfactometer, subjected
to volatiles from the essential oils of pink pepper (OEST) (Schinus terebinthifolius) and lemon
eucalyptus (OEEC) (Eucalyptus citriodora) (0 .5% and 1%) versus fresh air. Numbers inside the bars
indicate the number of responding insects. NR = number of non-responsive insects. ns = non-
significant response. Bars followed by an asterisk differ significantly using the Chi-square test (p <
0.01). Porto Alegre, UFRGS, 2022.
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Os 6leos essenciais utilizados neste estudo tinham como constituintes majoritarios o
mirceno, o B-felandreno e o a-pineno (S. terebinthifolius) e o citronelal e o citronelol (E.
citriodora). O citronelal e do citronelol, séo consideradas substancias repelentes para alguns
grupos de insetos, como mosquitos (Shasany et al. 2000; Wany et al. 2013). Além disso, o
a-pineno e o mirceno identificados na composi¢cdo do OEST também sdo associados a
repeléncia de pulgdes (Sales et al. 2017). Entretanto, isso nao foi ratificado para as fémeas
de T. pretiosum em nosso estudo. Também, Silva (2020) observou que fémeas de
Diaeretiella rapae (Hymenoptera: Braconidae) foram atraidas para plantas de couve-verde
aspergidas com 6leo de pimenta-rosa (0,5%), enquanto o dleo de citronela (Cymbopogom
winterianus) teve acdo repelente e o de eucalipto-cidrd ndo influenciou a quimiotaxia deste
parasitoide nesta mesma concentracéo.

Sabe-se que estes compostos organicos volateis sdo comumente encontrados em
folhas verdes (Green Leaf Volatiles) e podem interferir de diferentes maneiras na orientacéo
de herbivoros e inimigos naturais (Hatanaka, 1993). Sendo assim, a auséncia de percepg¢ao
de T. pretiosum aos compostos presentes em OEST e ao OEEC (1%), pode estar relacionada
a mecanismos diferentes de percepcdo e interpretacdo dos sinais quimicos entre 0s
organismos. Isso porque existem caracteristicas sensoriais olfativas diferentes, associadas a
alteracGes em estruturas como tipos de antenas, de sensilas e de proteinas odoriferas, que
normalmente estdo vinculadas ao contexto ecoldgico e ao processo evolutivo de cada espécie
(O’Connell et al. 1986). Por outro lado, a resposta quimiotéxica diferencial de fémeas do
parasitoide entre as concentracfes do mesmo Oleo (E. citriodora), estd possivelmente
relacionada a capacidade do inseto de desencadear uma resposta motora frente a uma
determinada intensidade de estimulo, o qual, quando em excesso ou falta ndo atua como
semioquimico.

No presente estudo foi avaliada a resposta quimiotaxica do parasitoide apenas aos
volateis dos 6leos, contudo alguns estudos ja constataram que a interacdo de 6leos, extratos
vegetais e fitormdnios com a planta pode interferir na orientacdo de T. pretiosum. Lopes &
Sant'Ana (2019) ja haviam relatado a atracdo de fémeas de T. pretiosum a plantas de arroz
tratadas com jasmonato de metila e acido salicilico, em comparacdo com as aspergidas com

agua e etanol.

Parasitismo e emergéncia de T. pretiosum em ovos de P. xylostella expostos aos
OEEC e OEST antes e ap0s o parasitismo
Nos bioensaios em que os 6leos foram aplicados nos ovos de P. xylostella antes do

parasitismo, o menor indice de parasitismo foi constatado em ovos expostos ao 6leo de S.
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terebentifolius a 1%, sendo que para os demais tratamentos este foi semelhante ao controle
(F=2,97; p<0,0228). A emergéncia (H = 34,61; p <0,0001) e a razdo sexual (H = 3,4098;
gl = 4; p = 0,4917) de T. pretiosum ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos
(Tabela 5). Contudo, nos testes em que os Oleos foram aplicados em ovos ja parasitados,
somente o tratamento OEEC (0,5%) teve indices de emergéncia semelhantes ao controle e
superiores aos demais tratamentos com 6leos, os quais nao diferiram entre si.

Em relacdo ao bioensaio no qual os oleos foram aplicados sobre 0s ovos ja
parasitados, observou-se uma mortalidade de mais de 70% dos imaturos do parasitoide para
os tratamentos de OEEC a 1%, OEST a 0,5 e 1%. Nestes tratamentos, a emergéncia foi
significativamente inferior ao controle (H = 34,61; p < 0,0001) (Tabela 6). Apenas o
tratamento OEEC na dosagem de 0,5% se comportou semelhante ao tratamento controle,
sem diferenca na emergéncia de parasitoides em relagdo ao controle (Tabela 6).

A razdo sexual ndo diferiu entre os tratamentos, tanto na aplicacdo dos OEs no pré
parasitismo (H = 3,4098; gl = 4; p = 0,4917) (Tabela 5), como no pds parasitismo (H =
10,358; gl = 4; p = 0,3854) (Tabela 6), tendo sido sempre desviada para fémeas.

Tabela 5. Percentagem média (x EP) de parasitismo e emergéncia de T. pretiosum em ovos
de P. xylostella tratados com 6éleo essencial de Eucalyptus citriodora (OEEC), Schinus
terebinthifolius (OEST) e 4gua + tween 80 (controle) antes da exposic¢ao ao parasitismo. (n
= 20) (Mean percentage (+ SE) of parasitism and emergence of T. pretiosum in P. xylostella
eggs treated with essential oil of Eucalyptus citriodora (OEEC), Schinus terebinthifolius
(OEST) and water + tween 80 (control) before exposure to parasitism. (n = 20)). Porto
Alegre, UFRGS, 2022.

Parasitismo de T. Emergéncia de T.

Tratamentos pretiosum (%) pretiosum (%) Razé;rzgél;ﬁ:nde T.
Agua 81,25+0,70 a 83,3+0,69a 0,7 £0,02a
OEEC 0,5% 66,5+ 1,13 a 85,7+1,08 a 0,7 + 0,05a
OEEC 1% 72+147a 90,9 £142a 0,7 + 0,06a
OEST 0,5% 60,5+152a 88,4+156a 0,7£0,07a

OEST 1% 50,25+ 1,70 b 855+152a 0,8 +0,07a
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Meédias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <
0,05) (Means followed by different letters in the column differ statistically using the Tukey test (p
< 0.05)).

O baixo impacto de 6leos essenciais aplicados previamente nos ovos, na taxa de
parasitismo de T. pretiosum neste trabalho, também foi apontado para os OEs de Hyptis
marrubioides (Lamiaceae) e Ocimum basilicum (Lamiaceae) sobre ovos de S. frugiperda
previamente submetidos a estes, ficando em torno de 74% (Bibiano et al. 2022). Em
contraponto, Parreira et al. (2019) constataram menor parasitismo de T. pretiosum (9,4 a
30,7%) em ovos de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) expostos aos 6leos
essenciais de Carapa guianensis (Meliaceae), Allium sativum (Liliaceae), Citrus sinensis
(Rutaceae), Mentha piperita (Lamiaceae), Origanum vulgare (Lamiaceae), Piper nigrum

(Piperaceae), Syzygium aromarticum (Myrtaceae) e Thymus vulgaris (Lamiaceae).

Tabela 6. Percentagem média (+ EP) de emergéncia de T. pretiosum em ovos de P. xylostella
tratados com 6leo essencial de Eucalyptus citriodora (OEEC), Schinus terebinthifolius
(OEST) e agua + tween 80 apds o parasitismo. (n = 20) (Mean percentage (£ SE) of
emergence of T. pretiosum in P. xylostella eggs treated with essential oil of Eucalyptus
citriodora (OEEC), Schinus terebinthifolius (OEST) and water + tween 80 after parasitism.
(n = 20)). Porto Alegre, UFRGS, 2022.

T Emergéncia de T. Raz&o sexual de T.
ratamentos ; i
pretiosum (%) pretiosum
Agua 79,7 +3,08a 0,8+0,02a
OEEC 0,5% 725+230a 0,8+0,04a
OEEC 1% 23,1+3,08¢ 09+0,04a
OEST 0,5% 23+ 3,25 bc 0,8+0,06a
OEST 1% 16,4 + 2,03 bc 09+0,04a

Meédias seguidas por letras diferentes na coluna diferem estatisticamente pelo teste de Dunn (p <
0,05) (Means followed by different letters in the column differ statistically using the Dunn test (p <
0.05)).

No presente estudo, este resultado pode estar relacionado a presenca de
monoterpenos como 0 B-pineno, presente em S. terebinthifolius. Ha registro de que este
componente tem efeito repelente em alguns insetos, como em Rhyzopertha dominica
Fabricius (Coleoptera: Bostrichidae) (Nascimento et al. 2018). Efeitos semelhantes foram
constatados para adultos de Bemisia tabaci (Genn.) e Trialeurodes ricini, Misra (Hemiptera,

Aleyrodidae), os quais foram repelidos com o Oleo essencial de pimenta-rosa na
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concentracdo de 1% (Hussein et al. 2017) e para Culex pipiens L. (Diptera, Culicidae)
expostos a 0,5 a 4 pl cm™ deste 6leo (Nenaah et al. 2022).

Por outro lado, por ndo ter havido diferenca significativa nos percentuais de
emergéncia entre os 6leos e o controle, em qualquer das concentra¢des, podemos inferir que
os 0leos, quando aplicados nos ovos antes do parasitismo, ndo tiveram efeito toxico sobre o
parasitoide. Entretanto, o mesmo ndo foi constatado quando ovos de P. xylostella
parasitados por T. pretiosum foram imersos nos 6leos ap0s o parasitismo, 0s quais, com
excecdo do OEEC (0,5%) tiveram um percentual de emergéncia menor do que o tratamento
controle. A diferenca no efeito dos 6leos nos ovos deve-se, possivelmente, a fase de
desenvolvimento do parasitoide (ovo-pupa) que foi atingida pelo produto.

No experimento aqui denominado de pré parasitismo, a fémea entrava em contato
com 0s ovos apos terem secado, e tinha possibilidade de realizar a oviposigdo. Considerando
que muitos monoterpenos toxicos evaporam, em temperatura ambiente, em 24h a 48h
(Santos & Prates, 1999), possivelmente as larvas de T. pretiosum ao eclodirem dos ovos, ndo
sofreram a acdo toxica dos 6leos. Por outro lado, quando o imaturo do parasitoide ja estava
no terceiro instar ou em fase de pré-pupa (Milonas et al. 2020) e o0 ovo do hospedeiro era
submetido aos 6leos, o imaturo sofria a agdo toxica dos 6leos, havendo uma visivel reducdo
na emergéncia.

Embora a metodologia usada no presente estudo ndo seja igual ao protocolo
estabelecido pela IOBC, os resultados de emergéncia podem indicar que os Gleos de
eucalipto cidro6 (a 0,5 e 1%) e de pimenta-rosa (a 0,5 e 1%) tiveram um efeito possivelmente
indcuo (classe 1, menos de 30% de reducdo na emergéncia) quando a aplicacdo foi realizada
antes do parasitismo (Boller et al. 2005). Na aplicacdo pds parasitismo, somente o0 OEEC
0,5% mostrou-se inocuo, sendo o OEST (0,5 % e 1%) e o OEEC (1%) possivelmente
moderadamente nocivos (classe 3, 80-99%). Outros 6leos essenciais como o de Prangos
ferulacea (Umbelliferae), quando aplicados ap6s o parasitismo feito por Trichogramma
embryophagum Hartig (Hymenoptera: Trichogrammatidae) também apresentaram efeito
toxico aos estagios imaturos do parasitoide, reduzindo a taxa de emergéncia dos parasitoides
(Ercan et al. 2013). Segundo os autores, P. ferulacea um dos constituintes majoritarios
responsaveis pela toxicidade é o a-pineno, substancia também encontrada nos OEs testados
em nosso trabalho (Anexo 2 e 3.)

Os estagios imaturos de T. pretiosum sdo sensiveis podendo ser afetados por
aplicacdes de produtos quimicos sob os ovos de seus hospedeiros. Isso também foi

evidenciado em aplicagdes de oleo de Nim sobre ovos de T. absoluta parasitados por T.
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pretiosum ap6s o parasitismo, reduzindo a emergéncia dos parasitoides em fase de ovo
(16,75%), larva (13,98%) e pupa (74,05%) (Rampelotti-Ferreira et al. 2017).

A razdo sexual de T. pretiosum, por sua vez, ndo foi afetada em nenhum dos
tratamentos. Esta é comumente desviada para fémeas, ampliando o sucesso da espécie,
caracteristica que € desejada em programas de controle bioldgico, pois contribui para o éxito
do manejo da praga (Sousa et al. 2017)

Os resultados destes bioensaios indicam que o uso associado das duas técnicas de
manejo de P. xyllostela na couve deve ser realizado de forma criteriosa, com um intervalo
seguro de dias para que ndo ocorra a aplicacdo do produto em ovos j& parasitados, podendo

comprometer o desenvolvimento do parasitoide.

Efeito de OEs em adultos de T. pretiosum

N&o houve diferenca no numero médio de insetos mortos nos diferentes tratamentos
com os 0leos de E. citriodora e S. terebinthifolius, em ambas concentracdes. (H = 0,1706;
gl =2; p=0.9182) (Tabela 7).

Tabela 7. Numero meédio (£ EP) de fémeas de Trichogramma pretiosum mortas em contato
com Oleo essencial de Eucalyptus citriodora (OEEC), Schinus terebinthifolius (OEST) e
agua + tween 80 (controle) (n = 10). Average number (x SE) of Trichogramma pretiosum
females killed in contact with essential oil of Eucalyptus citriodora (OEEC), Schinus
terebinthifolius (OEST) and water + tween 80 (control) (n = 10). Porto Alegre, UFRGS,
2022.

. NUmero médio de Percentagem de
ratamentos
adultos mortos adultos mortos
Agua 0+ 0,00 i
OEEC 0,5% 0+0,00 )
OEEC 1% 06+026a 6%
0
OEST 0,5% 0,3+0,14a 3%
0,
OEST 1% 0,3+0,12a 3%

Médias seguidas por letras iguais na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Dunn (p >
0,05) (Means followed by the same letters in the column do not differ statistically using the Dunn
test (p > 0.05)).

Nossos resultados mostram poucos impactos nos parasitoides testados, diferindo de
trabalhos como o de Monsreal-Ceballos et al. (2018), que observaram que parasitoides da

familia Trichogrammatidae apresentam baixa tolerancia a biopesticidas formulados com
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OEs em testes de laboratdrio. Da mesma forma, Khan et al. (2015) testaram 19 produtos
quimico-sintéticos em condi¢des laboratoriais sendo que 10 ndo foram seletivos aos adultos
de T. pretiosum, causando mortalidade de até 100%. Em contrapartida, as espécies botanicas
testadas no presente estudo foram seletivas aos adultos de T. pretiosum, com baixos indices
de mortalidade

Tendo em vista que os Gleos essenciais de E. citriodora e S. terebentifolius tem acédo
toxica a ovos e larvas e sdo fagodeterrentes a larvas de P. xylostella, mas provocam menor
impacto em imaturos e adultos do parasitoide, inferimos que tém potencial para uso em
programas de manejo integrado na cultura da couve. Contudo, antes da definicdo de

protocolos de uso associado, testes de semi-campo e de campo devem ser realizados.

3.4 Conclusdes

Os Oleos essenciais estudados causaram mortalidade em ovos e larvas de P.
xylostella, baixo impacto no parasitismo e desenvolvimento embrionério de T. pretiosum. O
o6leo essencial E. citriodora na concentracdo de 0,5% é o mais promissor como inseticida
botanico para o controle de P. xylostella. Sdo necessarios estudos complementares que
avaliem o desempenho destes OEs a campo e semicampo. Entretanto, trata-se de uma nova
tecnologia de manejo de P. xylostella para os produtores organicos de hortalicas.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados mostraram que o0s Oleos essenciais de E. citriodora e S.
terebinthifolius, podem vir a ser alternativas para o controle de P. xylostella em couve-verde.
O OE de eucalipto-cidré mostrou eficacia inseticida contra P. xylostella mesmo na menor
concentracdo testada. Também, os OEs utilizados foram capazes de atuar na reducdo do
consumo foliar das larvas de P. xylostella, apresentando potencial fagodeterrente.

Vale destacar que o OE de E. citriodora ndo causou repeléncia ao parasitoide T.
pretiosum, apresentando um efeito quimiotaxico positivo neste organismo, na mesma
concentracdo em que se obteve mortalidade de ovos e larvas de P. xylostella. Quanto a
parametros bioldgicos de T. pretiosum quando em contato com ovos tratados com os OEs
testados, apenas para o OEST houve diferenca na taxa de parasitismo, entretanto, a
emergéncia ndo foi afetada em nenhum dos tratamentos. Contudo, no bioensaio em que os
ovos foram tratados apds o parasitismo, apenas o0 OEEC a 0,5% ndo afetou a taxa de
emergéncia dos parasitoides. Ainda assim, os OEs ndo afetaram a sobrevivéncia de adultos
de T. pretiosum. Esses resultados demonstram que os OEs podem ser seletivos ao
parasitoide, mas ainda sdo necessarios alguns testes para determinar corretamente a
seletividade segundo as normas do IOBC.

Esses resultados agregam novas possibilidades de manejo de P. xylostella e com a
proposicao da utilizacdo conjunta de éleos essenciais e a liberacdes de parasitoides.

Pontuamos que plantas arométicas consorciadas a culturas de interesse séo eficientes
sinalizadores a insetos parasitoides e predadores, contribuindo com manejo utilizando
controle bioldgico com parasitoides, a aspersao do OE de plantas aromaticas na cultura de
interesse podem otimizar essa dindmica de sinalizacdo e atracdo de parasitoides para o
controle de pragas. As vantagens atreladas a utilizacdo de OE como inseticidas botanicos
também se encontram no baixo impacto ambiental, ja que estes produtos sdo oriundos de

plantas, de carater volatil, apresentando baixa persisténcia no ambiente, reduzindo a
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possibilidade de intoxica¢do por residuos, aléem da complexidade dos ingredientes ativos
presentes nos OEs, diminuindo o risco de surgimento de geracdes resistentes. Além disso,
esses produtos sdo amparados legalmente para uso em sistema de cultivo organico

Para o futuro, fica a necessidade de estudos aos OEs testados em planta hospedeira

e testes em condigdes de semi campo e campo.



5 ANEXOS

ANEXO 1 Analises quimicas dos 6leos essenciais

Para obtencao das analises da composi¢ao quimica dos OEs, foi injetado 1uL de
solugdo (1 puL do o6leo essencial em ImL de acetato de etila - grau Cromatografico) para cada
6leo em CG-DIC (Shimadzu CG-2010, coluna DB-5, i.d. 30 m x 0,25 mm, filme 0,25 pm;
Jand & W Scientific, Folsom, CA, USA) atraves de um injetor (AOS-Shimadzu), modo split
(1/20) e hélio como gas de arraste. A temperatura inicial da rampa foi de 60 °C por 1 minuto
com um aumento gradual 3 °C/min até a temperatura 240 °C. A temperatura do detector foi
de 300 °C. Os dados foram coletados através do software Class-CG e processados com o
software Origin 5.0 (Originlab Coorporation, Northamptom, MD, USA). Para analise
qualitativa dos compostos, amostras selecionadas foram injetadas em um cromatdgrafo
gasoso acoplado a espectrometria de massas (CG-EM, Shimadzu QP-5000) com ionizagéo
por impacto de elétrons (energia de ionizacdo de 70eV) com analisador quadrupolar. Os
extratos foram injetados no modo split, 1/20 e hélio foi usado como gés de arraste. Foi
utilizada uma coluna capilar de silica fundida: OV-5 (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.
30,0m x 0,25mm x 0,25um). O programa de temperatura ¢ a coluna foram idénticos aos
usados na analise por CG.

As substancias foram identificadas pela comparacao de seus espectros de massas com
0 banco de dados do sistema CG-EM (Nist62.LIB, Wiley139.LIB) e literatura (ADAMS,
2007) e por comparacao dos seus indices de retencdo linear calculados (IRL) com a base em
Adams (2007). Para o calculo dos indices de retencdo linear (IRL) foi empregada uma
mistura de n-alcanos (C9-C24 - Sigma Aldrich 99%), analisada nas mesmas condi¢cfes
operacionais dos 0leos essenciais, aplicando-se a equacéo de Van den Dool & Kratz, (1963).

Sempre que possivel, foi feita a injecdo do padréo sintético.
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ANEXO 2. Composicao quimica (% relativa) do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius

Pico retZﬁE;?)O(?nﬁn) IRL IRLL Substéancia % relativa
1 6,688 931 932 a-pineno 5,38
2 7,800 967 - ni 0,27
3 7,888 970 969 sabineno 0,67
4 8,021 974 974 B-pineno 0,77
5 8,412 988 988 mirceno 42,64
6 8,926 1002 1002 a-felandreno 4,06
7 9,148 1009 - ni 33,36
8 9,638 1020 1020 p-cimeno 1,81
9 9,821 1025 1025 B-felandreno 5,61
10 12,149 1084 1086 terpinoleno 0,63
11 26,438 1411 1417 E-cariofileno 2,78
12 28,968 1472 1478 v -muuroleno 1,57
13 30,649 1514 1522 & -cadineno 0,46

Total identificado 66,38

IRL = Indice de retencéo linear da substancia; IRLL = Indice de retencao de literatura (Adams, 2007);
ni = ndo identificado
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ANEXO 3. Composic¢do quimica (% relativa) do 6leo essencial de Eucalyptus citriodora.

Tempo de
Pico retencéo IRL IRLL Substéancia % relativa
(min)

1 6,018 911 908 isobutirato de isobutila 0,43
2 6,689 932 932 a-pineno 0,15
3 8,022 974 974 B-pineno 0,62
4 9,914 1027 1026 1,8-cineol 0,40
5 10,954 1054 1054 y -terpineno 0,18
6 12,555 1095 1095 linalol 0,83
7 14,529 1140 1145 isopulegol 6,14
8 14,851 1150 1148 citronelal 79,92
9 15,011 1154 - ni 3,41
10 15,536 1163 1167 neo-iso-isopulegol 0,37
11 18,076 1223 1223 citronelol 7,17
12 26,436 1412 1417 E-cariofileno 0,37

Total identificado 96,58

IRL = Indice de retencéo linear da substancia; IRLL = Indice de retencao de literatura (Adams, 2007);

ni = ndo identificado.



