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RESUMO

STENGER, Luma, Dalmolin. TOXICIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE
Thaumastocoris peregrinus, Cleruchoides noackae E NA INDUCAO DE RESISTENCIA
EM Eucalyptus benthamii. 2017. 62 f. Dissertacdo, (Mestrado em Agroecossistemas) —
Programa de Po6s-Graduacdo em Agroecossistemas. Universidade Tecnologica Federal do
Parana. Dois Vizinhos, 2017.

As plantacdes de eucalipto no Brasil vém sofrendo ataque de insetos exoticos, causando
perdas significativas nesta cultura. Thaumastocoris peregrinus alimenta-se da seiva das folhas
do eucalipto, o que promove reducdo na taxa fotossintética, desfolha e, em alguns casos, a
morte da planta. Contudo, métodos de controle alternativo estdo sendo estudados para reduzir
e/ou eliminar os problemas associado a esse inseto e ao uso de produtos fitossanitarios
sintéticos. Deste modo, o presente trabalho objetivou avaliar a toxicidade dos 6leos essenciais
de Melaleuca alternifolia, Casearia sylvestris e Eugenia uniflora sobre T. peregrinus, a
seletividade de E. uniflora ao parasitoide de ovos Cleruchoides noackae e o potencial destes
6leos como indutores de mecanismo de defesa em Eucalyptus benthamii. Para isso, avaliou-se
a mortalidade de T. peregrinus, ap0s entrar em contato com o0s 0Oleos essenciais (1,0%),
selecionando-se o 6leo de E. uniflora para ser avaliado em diferentes concentracdes sobre
adultos, ninfas de 3° instar e ovos de T. peregrinus, e sobre o parasitoide de ovos C. noackae.
A seletividade sobre este parasitoide foi analisada no pré-parasitismo, pés-parasitismo (1 dia)
e pés-parasitismo (7 dias). Avaliando a porcentagem de ovos parasitados por C. noackae,
porcentagem de C. noackae emergidos, razéo sexual de C. noackae e porcentagem de ninfas
de T. peregrinus eclodidas. Os 6leos essenciais foram analisados por cromatografia em fase
gasosa. O teste de inducdo de resisténcia teve objetivo de avaliar os mesmos 6leos essenciais,
como indutores de mecanismos de defesa em E. benthamii. Foram realizados dois bioensaios,
1) pulverizou-se os 6leos essenciais e depois de 30 dias realizaram-se as analises bioquimicas
dos tecidos foliares, avaliando-se acUcares totais, proteinas, peroxidases, fenilalanina amonia-
liase (FAL) e fendis. 2) sete dias ap6s a primeira anélise pulverizou-se novamente os 6leos
essenciais e depois de 3 dias avaliaram-se 0s parametros citados anteriormente. No teste de
toxicidade verificou-se a mortalidade de T. peregrinus (100%), apds contato com O6leo
essencial de E. uniflora (1,0%), e este, na concentracdo de 0,75% apresentou potencial
inseticida sobre adultos, ninfas de 3° instar e ovos de T. peregrinus. Este 6leo foi seletivo a C.
noackae quando aplicado pos-parasitismo (1 dia). Quando aplicado pré-parasitismo e pés-
parasitismo (7 dias) afetou os pardmetros bioldgicos deste parasitoide. Os compostos
majoritarios encontrados no 6leo essencial de M. alternifolia foram, 1,8-cineol (72,31%) a-
terpineol (8,55%), em C. sylvestris foram g-muroleno (19,55%), a-zingibereno (15,24%) e s-
amorfeno (13,17%) e em E. uniflora calamen-10-ona (20,20%), silfiperferol-6-em-5-ona
(10,06%), germacrona (6,61%). Os oOleos essenciais de M. alternifolia, C. sylvestris e E.
uniflora ndo promoveram aumento significativo dos niveis de acUcares totais, proteinas,
peroxidase, FAL e fenois ao serem analisados aos trinta dias ap0s a pulveriza¢do. Os mesmos
Oleos pulverizados e analisados ap0Os trés dias possuem potencial como indutores de
mecanismos de defesa em mudas de E. benthamii.

Palavras-chave: Eucalipto. Controle alternativo. Percevejo-bronzeado.



ABSTRACT

STENGER, Luma, Dalmolin. TOXICITY OF ESSENTIAL OILS ON Thaumastocoris
peregrinus, Cleruchoides noackae AND THE INDUCTION OF RESISTANCE IN
Eucalyptus benthamii. 2017. 62 f. Dissertation, (MSc in Agroecosystems) - Graduate
Program in Agroecosystems. Universidade Tecnologica Federal do Parana. Dois Vizinhos,
2017.

Eucalyptus plantations in Brazil have been attacked by exotic insects, causing significant
losses in this crop. Thaumastocoris peregrinus feeds on the sap of the eucalypt leaves, which
promotes a reduction in the photosynthetic rate, defoliation and, in some cases, the death of
the plant. However, alternative control methods are being studied to reduce and/or eliminate
the problems associated with this insect and the use of synthetic phytosanitary products. The
objective of this work was to evaluate the toxicity of the essential oils of Melaleuca
alternifolia, Casearia sylvestris and Eugenia uniflora on T. peregrinus, the selectivity of E.
uniflora to the parasitoid eggs of Cleruchoides noackae and the potential of these oils as
inducers of defense mechanism in Eucalyptus benthamii. For this purpose, the mortality of T.
peregrinus was evaluated after contact with the essential oils (1,0%), and the oil of E. uniflora
was selected to be evaluated in different concentrations on adults, 3° instar nymphs And eggs
of T. peregrinus, and on the parasitoid of C. noackae eggs. The selectivity on this parasitoid
was analyzed in pre-parasitism, post-parasitism (1 day) and post-parasitism (7 days).
Evaluating the percentage of eggs parasitized by C. noackae, percentage of C. noackae
emerged, sexual ratio of C. noackae and percentage of T. peregrinus nymphs hatched. The
essential oils were analyzed by gas chromatography. The resistance induction test had the
objective of evaluating the same essential oils as inducers of defense mechanisms in E.
benthamii. Two bioassays were performed, 1) the essential oils were pulverized and after 30
days the biochemical analyzes of the foliar tissues were performed, evaluating total sugars,
proteins, peroxidases, phenylalanine ammonia-lyase (FAL) and phenols. 2) seven days after
the first analysis the essential oils were again sprayed and after 3 days the parameters
mentioned above were evaluated. In the toxicity test, mortality of T. peregrinus (100%), after
contact with E. uniflora essential oil (1,0%) was verified, and at 0,75% concentration showed
insecticidal potential on adults, 3° instar nymphs and T. peregrinus eggs. This oil was
selective to C. noackae when applied after parasitism (1 day). When applied pre-parasitism
and post-parasitism (7 days) affected the biological parameters of this parasitoid. The major
compounds found in the essential oil of M. alternifolia were, 1,8-cineol (72.31%) a-terpineol
(8.55%), in C. sylvestris were g-murolene (19.55%), (15.24%) and s-amorphene (13.17%) and
in E. uniflora calamen-10-one (20.20%), silfiperferol-6-em-5-one (10.06%), , Germacrona
(6.61%). The essential oils of M. alternifolia, C. sylvestris and E. uniflora did not promote a
significant increase in the levels of total sugars, proteins, peroxidase, FAL and phenols when
analyzed within 30 days after spraying. The same oils sprayed and analyzed after three days
have potential as inducers of defense mechanisms in E. benthamii seedlings.

Keywords: Eucalipto. Alternate control. Bronze-bug.
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1 INTRODUCAO

As florestas sdo fundamentais para a existéncia da vida, pois fornecem alimentos, sdo
responsaveis pela regulacdo do clima e da quantidade de oxigénio e dioxido de carbono
liberados na atmosfera, pela retencdo das aguas das chuvas e também pela protecdo das fontes
de agua (MORRIS, 2012). A sociedade sempre necessitou de produtos de base florestal para
sua sobrevivéncia, a qual era suprida quase que, exclusivamente, por meio das florestas
nativas. O reflorestamento € um mecanismo importante, pois diminui a pressao sobre as
florestas nativas, viabilizando a producdo de madeira além de produtos ndo madeireiros
(ARRAES et al., 2012; MUTEIA, 2014).

Eucalyptus € um género que pode ser introduzido em diversos sistemas de
reflorestamento e nas Gltimas décadas a expansdo desta cultura foi notavel no Brasil e o setor
florestal ganhou destaque na economia brasileira (ABRAF, 2013). Em 2014, a area plantada
de eucalipto no pais registrou um crescimento 1,8% em relacdo a 2013, o que totalizou 5,56
milhGes de hectares da area de arvores plantadas no Pais.

Esta demanda crescente de produtos de origem florestal no qual tem aumentado a
conversdo de florestas nativas em florestas plantadas, especialmente, com o género
Eucalyptus, vem favorecendo o surgimento de insetos-praga, em razdo da reducdo da
diversidade biologica, facilidade de adaptacdo de insetos as condi¢Bes climaticas e rapida
dispersdo destes insetos-praga (HOLT; LEPAGE, 2000; SOLIMAN, 2010).

Thaumastocoris  peregrinus (Carpintero & Dellapé, 2006) (Hemiptera:
Thaumastocoridae), conhecido como percevejo-bronzeado, tem se destacado devido a sua
ampla distribui¢do populacional/geogréafica e seu impacto negativo na producdo do eucalipto
(GARLET et al., 2012; LEITE; CERQUEIRA, 2013). Este inseto é de origem australiana, e se
dispersou rapidamente por diversos estados brasileiros, com presenca confirmada em S&o
Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa
Catarina e Goias (WILCKEN et al., 2010; BARBOSA et al., 2010; LORENCETTI, et al.,
2012; SAVARIS et al., 2011; PEREIRA et al., 2013).

Os danos ocasionados por T. peregrinus, em eucalipto, sdo caracterizados pelo
prateamento nas folhas, seguido do avermelhamento (bronzeamento) e, posteriormente, 0
secamento, o que causa desfolha (JACOBS; NESER, 2005; BOUVET; VACCARO, 2007) e
até mesmo a morte de arvores. Esse dano é ocasionado devido ao habito alimentar fitéfago

deste inseto, que perfura as folhas e ramos finos para sugar seiva (BUTTON, 2007,
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WILCKEN et al., 2008; WILCKEN et al., 2010).

O controle deste inseto pode-se dar através do Inseticida sistémico Imidacloprido e
Capture 400 EC (NOACK et al., 2009; AGROFIT, 2017), controle bioldgico classico com
parasitoide de ovos Cleruchoides noackae (Lin & Huber, 2007) (Hymenoptera: Mymaridae
(LIN et al., 2007), inimigos naturais como Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera:
Chrysopidae) e Atopozelus opsimus (Elkins, 1954) (Hemiptera: Reduviidae) (WILCKEN et
al.,, 2012; BELTRAMIN, 2013). Além do controle por entomoéfagos, o controle de T.
peregrinus por entomopatdgenos com destaque aos fungos Zoophthora radicans (Brefeld),
Paecilomyces cateniannulatus (Z.Q. Liang), Beauveria bassiana (Bals. Vuill.), Metarhizium
anisopliae (Metsch) e Fusarium proliferatum (Matsushima) (SOLIMAN, 2010; MASCARIN
etal., 2012; LAZO, 2012; LORENCETTI, 2013).

Outra opcdo estd na utilizacdo de Oleos essenciais, pois possuem propriedades
inseticidas, bactericidas, fungicidas, antisséptica e medicinais (CIMANGA et al., 2002;
CANSIAN et al. 2010; KNAAK; FIUZA, 2010; ELAISSI, 2012; VALERIANO, 2012), e
ainda podem ser utilizados como indutor de resisténcia, pois apresentam capacidade de
induzir a producdo de enzimas chaves envolvidas na sintese de lignina e fitoalexinas, como a
peroxidase, a polifenoloxidase e compostos fendlicos, capazes de ativar ou induzir qualquer
resposta de resisténcia nas plantas (SMITH, 1996). Dessa forma, poder-se-ia utiliza-lo como
estratégia para o controle de T. peregrinus

Nesse sentido, diante do potencial apresentado, destaca-se a importancia em avaliar
0s Oleos essenciais na acdo como repeléncia, toxicidade, deterrente ou em afetar o
desenvolvimento de T. peregrinus. Além disso, destaca-se também a necessidade de testar
6leos essenciais sobre o parasitoide de ovos C. noackae, afim de, verificar efeitos negativos
no desempenho e parametros bioldgicos no parasitoide, pois pode ser forma alternativa de
controle para T. peregrinus.

Deste modo, o progresso na linha de conhecimento sobre a toxicidade dos 6leos
essenciais a T. peregrinus, torna-se essencial para auxiliar no controle desse inseto-praga, bem
como, na reducdo de impactos econémicos e ambientais. Além, da necessidade de avaliar a
seletividade dos o6leos essenciais sobre o parasitoide C. noackae, de modo que venha
favorecer a conservagdo deste inimigo natural e potencializar métodos de controle, para que
0S mesmos possam ser utilizados no mesmo cultivo. Também é importante avaliar os 6leos
essenciais como potenciais na inducdo de resisténcia, pois a utilizagdo destes é método que

apresenta potencial para o controle e manejo de insetos e doencas do eucalipto.
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2 OBJETIVO

Avaliar a toxicidade dos Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia (Maiden &
Betche, Cheel), Casearia sylvestris (Swartz) e Eugenia uniflora (L.) sobre T. peregrinus, a
seletividade de E. uniflora ao parasitoide de ovos C. noackae e o potencial destes 6leos como

indutores de resisténcia em Eucalyptus benthamii (Maiden et Cambage).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cultura do Eucalyptus sp.

O Eucalipto € uma espécie de ocorréncia natural na Australia e Oceania, cujo nome é
a denominacdo comum das diversas espécies do género Eucalyptus e do género Corymbia,
pertencente a familia das Myrtaceae que compreende outros 130 géneros, com
aproximadamente 700 espécies descritas, sedo introduzida no Brasil, em 190 por Navarro de
Andrade (HASSE, 2006; VITAL 2007; QUEIROZ; BARRICHELO, 2007).

Nas Ultimas décadas a expansdo da cultura do eucalipto foi notavel no Brasil e o
setor florestal ganhou destaque na economia brasileira (ABRAF, 2013). Esse cenario é
resultante, principalmente, de politicas publicas que incentivaram a producdo florestal. No
periodo entre 1965 a 1987 as plantacGes de eucalipto utilizaram o programa federal de
incentivos fiscais (LIMA, 1996) e a partir dos anos 2000 passou a utilizar o Programa
Nacional de Florestas (PNF) do Ministério do Meio Ambiente (Decreto n® 3.420/2000, Brasil,
2000) (GABRIEL et al., 2013).

Novos e importantes investimentos foram e estdo sendo desenvolvidos em vérias
regides, visando suprir a demanda interna e também com vista a exportacdo. Em 2014, a area
plantada de eucalipto no pais registrou um crescimento 1,8% em relacdo a 2013, o que
totalizou 5,56 milhGes de hectares da area de arvores plantadas no Pais, 0 que representa
71,9% do total, estando estes plantios localizados, principalmente, nos Estados de Minas
Gerais (25,2%), Sdo Paulo (17,6%) e Mato Grosso do Sul (14,5%) (IBA, 2015).
Consequentemente, qualquer fator que afete o desenvolvimento da planta reduzindo sua
produtividade ocasionard em impacto na economia florestal, sendo um destes fatores a
ocorréncia de insetos-praga.

A cultura do eucalipto pode ser atacada por diversos insetos nativos, entre eles,
cupins dos géneros Syntermes e Cornitermes, formigas do género Atta e Acromyrmex,
lagartas-desfolhadoras Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae),
besouros-de-folha Costalimaita ferruginea (Fabricius, 1801) (Coleoptera: Chrysomelidae) e
coleobrocas Achryson surinamum (Linnaeus, 1767) Mallodon spinibarbis (Linnaeus, 1758),
Phoracantha semipuncta (Fabricius, 1775) (Coleoptera: Cerambycidae) (GALLO et al.,
2002).
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Além dos problemas causados pelos insetos nativos, a introducdo de insetos de
espécies exdticas tem gerado perdas aos plantios com eucalipto no Brasil, entre as mais
recentes estdo Glycaspis brimblecombei (Moore, 1964) (Hemiptera: Aphalaridae) detectado
em 2003 (WILCKEN et al., 2003), Leptocybe invasa (Fisher & La Salle, 2004)
(Hymenoptera: Eulophidae) (WILCKEN et al., 2008) e Thaumastocoris peregrinus, ambos
detectado em 2008 (WILCKEN et al., 2010).

Estes insetos tornam a producao das florestas de eucalipto seriamente ameagada. Um
dos fatores que facilitam a proliferacdo destas pragas sdo as extensas monoculturas
predominantes neste sistema produtivo que por sua vez, possuem pouca diversidade de outras

espécies de artropodes que podem ser predadores desses insetos (EMBRAPA, 2010).

3.2 Thaumastocoris peregrinus

3.2.1 Histdrico e Distribuicéo

O género Thaumastocoris é de origem australiana, as cinco espécies deste género sdo
encontradas na Austrélia (T. australicus, T. hackeri, T. petilus e T. macqueeni) e Africa do Sul
(T. peregrinus) (CARPINTERO; DELLAPE, 2006).

Na Africa do Sul, a ocorréncia de T. australicus foi relatado em 2003, quando uma
espécie feminina foi coletada em Croton gratissimus (Euphorbiaceae) (sangue de dragéao)
(JACOBS; NESER, 2005). Na Argentina, T. australicus foi detectado perto de Buenos Aires,
em novembro de 2005 (NOACK; COVIELLA, 2006). No entanto, Carpintero e Dellapé
(2006) mostraram que ambos os relatérios foram, na verdade T. peregrinus, corrigindo o
trabalho anterior, e que ilustra que ambas as espécies eram morfologicamente semelhantes.
Este inseto foi relatado também no Uruguai (MARTINEZ; BIANCHI, 2010) Chile (IDE et
al., 2011), Nova Zelandia (SOPOW et al., 2012), Portugal (GARCIA et al., 2013) e México
(QUIROZ et al., 2016).

No Brasil T. peregrinus foi observado pela primeira vez no Rio Grande do sul, em
fevereiro de 2008, sobre clone hibrido de Eucaliptus grandis x Eucaliptus urophylla,
conhecido como urograndis (WILCKEN et al., 2010; BARBOSA et al., 2010), sua presenca

também foi confirmada nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
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Janeiro, Mato Grosso do Sul (WILCKEN et al., 2010), Parand (BARBOSA et al., 2010;
LORENCETTI, et al., 2012), Santa Catarina (SAVARIS et al., 2011) e Goias (PEREIRA et
al., 2013).

3.2.2 Biologia

Trata-se de um inseto fitéfago, com habito alimentar sugador, que apresenta
capacidade de geracdo de danos e rapida reproducdo, o que facilita a colonizacdo de novas
areas. E pequeno, com o corpo achatado e com aproximadamente 3 mm de comprimento,
quando adulto (Figura 1). Em sua cabeca ha a presenca de placas mandibulares desenvolvidas,
antenas com quatro segmentos, sendo 0s apicais mais escuros, tém olhos avermelhados e
possui coloragdo castanho-amarelada e habito gregario (SOLIMAN, 2010).

A fémea pode ovipositar em média 2 ovos por dia, com longevidade de
aproximadamente 30 dias que sdo colocados tanto no limbo foliar como nos ramos (Figura 2),
estes sdo de cor preta, encontrados agrupados nas irregularidades das folhas, préximos a
nervura central e em alguns casos préximas as extremidades, e nas deformidades do limbo
foliar, em ramos e nas sementes de eucalipto, o que pode auxiliar na identificacdo de plantas
infestadas (BUTTON, 2007).

Figura 1: Thaumastocoris peregrinus. Figura 2: Ovos de Thaumastocoris peregrinus.
Fonte: Stenger, 2017. Fonte: Stenger, 2017.

As ninfas de T. peregrinus sdo achatadas dorsoventralmente e apresentam tecas

alares visiveis a partir do quarto instar, com crescimento expressivo para 0 quinto instar. Em
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todos os estdgios a coloracdo altera do marrom claro para mais escuro no fim do ciclo
imaturo. Apds a ecdise, a ninfa apresenta exoesqueleto branco, ficando com a coloracdo
marrom ap0s algumas horas. Sua fase ninfal dura aproximadamente 35 dias, podendo ter

varias gerac6es ao longo do ano, quando o clima é favoravel ao inseto (SOLIMAN, 2010).

3.2.3 Danos ocasionados na cultura do Eucalipto

Os sintomas das plantas atacadas por T. peregrinus sdo o prateamento das folhas
(danos leves) que ao longo do tempo variam em tons de marrom e vermelho (danos severos)
(Figura 3), conferindo um aspecto bronzeado as &rvores atacadas. Isto ocorre devido ao habito
alimentar do percevejo, que perfura as folhas e ramos finos para sugar seiva, deixando-os
cloréticos (BUTTON, 2007; WILCKEN et al 2010).

Ninfas e adultos atacam preferencialmente as folhas mais velhas, porém ja foi
diagnosticado o ataque em ponteiros de plantas adultas em S&o Manuel, SP e também em
plantas jovens na regido do Vale do Paraiba, SP (SOLIMAN, 2010). Estudos realizados por
Barbosa et al. (2010), em Curitiba, PR, confirmam que as arvores atacadas apresentaram,
além da copa bronzeada intensamente e inicio de desfolha, o prateamento das folhas e ramos

mais baixos.

iy

iy ¥l

Figura 3: Danos ocasionados pelo Thaumastocoris peregrinus.
Fonte: Stenger, 2017.
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3.3 Métodos de controle

O controle de T. peregrinus, pode-se dar através do controle quimico com a
utilizacdo do Inseticida sistémico Imidacloprido, no qual é utilizado em arborizagdo urbana na
Austrdlia (NOACK et al., 2009). Porém, o respectivo inseticida € nocivo as abelhas e
promove alteracfes comportamentais nestas (TOME, 2012; BOVI, 2013; CARRILLO et al.
2013). Em 2016, o inseticida Capture 400 EC, da empresa FMC Agricultural Solutions, foi
apresentado como solucdo de rapido controle contra T. peregrinus e L. invasa no Brasil
(AGROFIT, 2017).

No entanto, o uso de produtos fitossanitarios sintéticos para o controle de insetos tem
ocasionado, em alguns casos, a interrup¢do do controle bioldgico natural, contaminacdo da
agua, do ar, de alimentos, aumento de populacBes de insetos resistentes aos produtos,
contaminagdo e mortalidade de abelhas e inimigos naturais. Com isso, houve aumento no
interesse e no uso de métodos alternativos, entre 0s quais citam-se o uso de 6leos essenciais
de plantas e produtos naturais (DINIZ et al., 2008; KORBES et al., 2010; LONDRES, 2011).

O controle de T. peregrinus por entomopatdgenos também foi descrito, com destaque
aos fungos entomopatogénicos Zoophthora radicans (Brefeld), Paecilomyces cateniannulatus
(Z.Q. Liang), Beauveria bassiana (Bals. Vuill.), Metarhizium anisopliae (Metsch) e Fusarium
proliferatum (Matsushima) foram descritos sobre T. peregrinus em ocorréncia em campo
(SOLIMAN, 2010; MASCARIN et al.,, 2012; LAZO, 2012; LORENCETTI, 2013) em
laboratério (SOLIMAN, 2010; LORENCETTI, 2013).

Entre estas opcdes, tem-se o controle biol6gico classico pelo parasitoide de ovos C.
noackae, quanto a outros inimigos naturais, foi relatada a predacéo de ninfas de T. peregrinus
por larvas de C. externa e de ninfas e adultos de T. peregrinus por adultos de A. opsimus
((WILCKEN et al., 2012; BELTRAMIN, 2013).

O controle alternativo, com a utilizacdo de 0leos essenciais, pode ser uma boa op¢éo
no manejo integrado de pragas (MIP), pois a utilizagdo de produtos naturais no controle de
insetos tem se tornado um meio eficiente para a reducdo do uso indiscriminado de defensivos,
além de possuirem propriedades inseticidas, bactericidas, fungicidas, antisséptica e medicinais
(CIMANGA et al., 2002; CANSIAN et al. 2010; KNAAK; FIUZA, 2010; ELAISSI, 2012;
VALERIANO, 2012), servindo como forte aliado a outros métodos de controle de insetos, 0s
guais ajudam a manter o equilibrio ambiental, mitigam residuos quimicos, sem ou com

reduzida agéo tdxica aos animais e a0 homem, contribuindo na reducéo dos efeitos negativos
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ocasionados pela aplicacdo exacerbada de fitossanitarios sintéticos, além de serem naturais e
biodegradaveis.

Empresas florestais certificadas buscam e adotam praticas para aumentar a
produtividade ao mesmo tempo em que buscam a conservacdo do ambiente, sao
empregadoras destes métodos de controle, dando preferéncia a utilizacdo de produtos menos
toxicos e seletivos a inimigos naturais (FARIA, 2009). Neste sentido, ressalta-se a
importancia do estudo do controle alternativo com a utilizacdo de 0leos essenciais, pois além
do potencial inseticida e repelente sobre insetos-pragas, constitui-se em um método aceito e

com possibilidade de uso no setor florestal.

3.3.1 Parasitoide Cleruchoides noackae

Os Parasitoides geralmente sdo vistos como mais eficazes no controle bioldgico de
pragas comparado aos predadores, pois sdao mais especificos, ficam em contato com o
hospedeiro durante o estagio parasitico e ndo se movimentam de uma presa para outra como
os predadores. Porém sdo mais efetivos em locais que as populagdes da presa sdo mais densas,
deve-se considerar a especificidade de cada espécie envolvida, as taxas reprodutivas, o fato de
serem ou ndo afetados por inseticidas e a capacidade predatoria ou de parasitismo dos agentes
de controle. (BERTI-FILHO; CIOCIOLA, 2002).

Um dos potenciais agentes no controle de T. peregrinus é o parasitoide de origem
australiana, C.noackae, que vem sendo estudado pelo potencial de parasitar ovos de T.
peregrinus. Devido a importancia da praga no Brasil, pesquisadores do Programa de Protecdo
Florestal (PROTEF) do Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF) realizaram uma
primeira busca exploratdria para a Australia, para coletas a campo de ovos parasitados por C.
noackae (SA, 2010).

A importacdo desse parasitoide, no Brasil, ocorreu em 2012, sendo realizada a
primeira liberacdo de C. noackae em agosto de 2012, em Paraopeba (MG) e ja foi liberado em
plantios de eucalipto em Goias, Sdo Paulo, Maranhdo, Tocantins, Bahia, Espirito Santo,
Parana, Rio Grande do Sul e Uruguai (AGROFIT, 2017).

Contudo, estdo em andamento ainda estudos para avaliacdo do potencial de
parasitismo, armazenamento de ovos parasitados ou ndo e dispositivos mais eficientes para

liberacdo dos insetos nos plantios.
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3.3.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais possuem propriedades terapéuticas, inseticida, repelente e
antimicrobiana (ROEL, 2001). Essas propriedades s&o encontradas devido ao aparecimento de
moléculas resultantes do metabolismo secundario das plantas, como flavonoides, taninos e
terpenoides (COWAN, 1999). Os flavonoides apresentam propriedades antialimentares,
esterilizantes e inseticidas (VENZON et al., 2010). Os metabolitos secundarios sdo
substancias produzidas naturalmente pelas plantas e formam a principal forma de defesa da
planta contra inimigos e competidores (MAIRESSE, 2005).

O objetivo principal do uso dos Oleos essenciais é reduzir o crescimento da
populacdo de pragas, contudo a mortalidade do inseto é apenas um dos efeitos e que
geralmente necessita de concentracbes muito elevadas (GALLO et al., 2002). Deste modo a
procura por compostos quimicos naturais que mitigam o apetite de insetos estimulam estudos
qguimicos, como o isolamento de substancias, em plantas relatadas popularmente como
possuidoras de atividade inseticida.

Os efeitos dos dleos essenciais tém sido evidenciados sobre diversos insetos. O 6leo
de Azadirachta indica (A. Juss) (nim) apresenta eficacia no controle de hemipteros, como o0s
pulgdes Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphididae) e Myzus persicae
(Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae) (CARVALHO, 2008). O 6leo de E. uniflora apresenta
efeito inseticida sobre Atta laevigata (Smith, 1858) (Hymenoptera: Formicidae) (JUNG et al.,
2013). Os 6leos de Piper aduncum (L.) (pimenta-de-macaco), Cymbopogon winterianus (L.)
(capim-citronela) e A. indica sdo repelentes e reduzem emergéncia de ninfas de Aphis gossypii
(Glover, 1877) (Hemiptera: Aphididae) (ANDRADE et al., 2013). Souza e Favero (2015)
constataram ainda que o 6leo essencial de Eucalyptus urograndis (Myrtaceae) é toxico para
ninfas e adultos de Euschistus heros (Fabricius, 1794) (Hemiptera: Pentatomidae).

Dessa forma, pode ser um forte aliado a outros métodos de controle de insetos, o qual
ajuda a manter o equilibrio ambiental, mitigam residuos quimicos, sem ou com reduzida acdo
toxica aos animais e ao homem, contribuindo na reducdo dos efeitos negativos ocasionados

pela aplicacdo descontrolada de agrogquimicos.
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3.3.2.1 Casearia sylvestris

A espécie Casearia sylvestris Sw. (Flacourtiaceae), conhecida como cha-de-burgre,
erva de lagarto, entre outros, pertence a flora brasileira com importancia econémica devido as
suas propriedades medicinais (SCAVONE et al, 1979). E uma planta lenhosa, arbustiva, com
folhas inteiras, de disposicdo alterna, em geral distica, com estipulas caducas, encontrada
especialmente nas regides tropicais da America do Sul (JOLY, 1987), as folhas, a casca e a
raiz possuem acgdo antisséptica e febrifuga, alem da ac&o cicatrizante, o cha das folhas é usado
no combate a bronquite asmética e a casca como antidiarreica, em moléstias hepaticas e
também contra picada de cobra (ALMEIDA et al., 1998).

Espécie do género Casearia possuem significativa acdo antiprotozodria contra
Trypanossoma cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (SILVA et al., 2008)
e efeito inseticida sobre larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae)
(RODRIGUES et al., 2006). Yamamoto (1995) em teste fitoquimico, evidenciou a presenca

de taninos, flavondides, saponinas e tracos de alcaloides na composicao do 6leo essencial.

3.3.2.2 Melaleuca alternifolia

Conhecida internacionalmente como "tea tree", é uma espécie aromatica da familia
Myrtaceae, origindria da Austrdlia, o género Melaleuca, pertencente a subfamilia
Leptospermoideae, inclui aproximadamente 100 espécies nativas da Australia e Ilhas do
Oceano Indico, florescendo principalmente em &reas de pantano, proximas de rios (VIEIRA et
al, 2004). Em condigdes naturais pode chegar a porte arb6reo com até 8,0 m de altura; a casca
é fina e macia; as folhas sdo simples e afiladas, com cerca de 2,0 cm de comprimento (BIASI;
DESCHAMPS, 2009).

Apresenta grande interesse econdmico devido & presenca de Oleo essencial
armazenado no tecido foliar. O constituinte predominante do oleo essencial é o terpinen-4-ol
que possui propriedades medicinais, principalmente antifungicas e antibacterianas (VIEIRA et
al, 2004). Este 6leo ainda apresenta acdo antimicrobiana, antiviral, antifingica, antisséptica,
anti-inflamatéria e cicatrizante (CARSON et al., 1995; HAMMER et al., 2000,
GOVINDARAJAN, 2009).
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3.3.2.3. Eugenia uniflora

O género Eugenia um dos maiores da familia Myrtaceae, com mais de 500 espécies,
das quais aproximadamente 400 encontram-se no Brasil, tém destaque especial por serem
utilizadas como plantas medicinais. A Eugenia uniflora L. conhecida popularmente como
pitangueira, que apresenta porte arboreo, semidecidua, de 4m a 10m de altura, copa estreita,
de tronco liso de cor pardo clara. As folhas sdo simples, cartaceas, de 3 a 7 cm de
comprimento, com aroma caracteristico. As flores sdo de cor branca, solitarias ou em grupos
de 2 a 3 nas axilas e nas extremidades dos ramos. Os frutos sdo do tipo drupa, globosos e
sulcados, brilhantes e de cor vermelha, amarela ou preta, com polpa carnosa e agridoce,
contendo 1 a 2 sementes (LORENZI; MATQOS, 2002).

As propriedades farmacoboténicas, quimicas e farmacoldgicas de folhas de
pitangueira, foram encontrados, no dleo essencial, diversos compostos como sesquiterpenos,
compostos fendlicos, alcaldides, entre outros grupos, com atividade antimicrobiana
(AURICCHIO; BACCHI, 2003). Essa diversidade de metabolitos secundarios presente na
pitangueira pode apresentar potencial para utilizacdo de compostos da planta para ativagéo de
rotas de defesa em outras plantas.
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4 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios com T. peregrinus foram conduzidos nos Laboratorio de Controle
Bioldgico | e 1l da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos
(UTFPR-DV). Os bioensaios com C. noackae foram realizados no Laboratorio de
Entomologia Florestal e a cromatografia gasosa dos 6leos essenciais no Laboratorio de
Produtos Florestais ndo Madeirdveis, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), Embrapa Florestas, Colombo-PR. O teste de inducdo de resisténcia foi realizado

no laboratorio de Fisiologia vegetal da UTFPR-DV.

4.1 Criacao de Thaumastocoris peregrinus

Os percevejos foram criados sobre ramos de Eucalyptus dunnii (Maiden) (Myrtales:
Myrtaceae), coletados no reflorestamento da UTFPR-DV. Os ramos foram mantidos na forma
de “buqué” em frascos de erlenmeyers de 500 mL (Modelo 148) com agua, para conservar a
turgidez das folhas e trocados semanalmente. Para a oviposi¢ao dos insetos, foram utilizadas
tiras de papel toalha disposta sobre os buqués. Os ovos foram coletados diariamente e
acondicionados em B.O.D. (Marg-Labor®) & temperatura de 25 + 2°C, U.R. 70 + 10%,
fotoperiodo de 12 h até a utilizacdo. A criacdo foi mantida em sala climatizada a temperatura
de 24 + 2°C, U.R. 60 = 10%, fotoperiodo de 12 h, seguindo-se metodologia proposta por
Barbosa et al (2016).

Figurad: Criagdo de Thaumastocoris peregrinus sobre ramos de Eucalyptus dunnii em sala climatizada a 24 +
2°C, U.R. 60 £ 10%, fotoperiodo de 12 horas.
Fonte: Stenger, 2017.
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4.2 Criacao de Cleruchoides noackae

Os parasitoides foram criados de acordo com a metodologia adaptada de SAG
(2010), em ovos de T. peregrinus (24 horas de idade) a 24 + 2 °C, 70 + 10 % UR, fotoperiodo
de 12 h, em frascos de poliestireno transparente de 7,5 cm de altura e 3 cm de didmetro e
alimentados com solucdo de mel a 50% fornecida em tiras de papel de filtro de 0,5 cm largura
e 5,0 cm de comprimento. A proporcdo de um casal de C. noackae para dez ovos de T.
peregrinus por frasco de criagdo foi utilizada, com tempo de parasitismo de 24 horas. Os
insetos com idade de até 24 horas pos-emergéncia foram utilizados nos experimentos. Este

método foi adaptado de (Figura 5).

Figura 5: A: Replicagdo do parasitoide Cleruchoides noackae. B: Criacéo de Cleruchoides noackae em ovos de
T. peregrinus (24 horas de idade) a 24 £ 2 °C, 70 + 10 % UR, fotoperiodo de 12 horas, alimentados com solucéo
de mel a 50% fornecida em tiras de papel de filtro.

Fonte: Stenger, 2017.

4.3 Obtencéo dos 6leos Essenciais

Os oOleos essenciais de M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora na concentracdo
pura (100%) foram obtidos na empresa Garden City de Ibitna, SP, o qual foi extraido das
folhas pelo método de arrasto de vapor, e estes foram acondicionados em frascos de vidro
ambar e mantidos em geladeira (Brastemp®), refrigerados & + 4°C até utilizacéo.
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4.3.1 Cromatografia

As amostras dos 0leos essenciais foram analisadas por meio de cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando o equipamento
Shimadzu® (modelo GC17A®), com detector seletivo de massas (QP5050 - Shimadzu®). As
amostras foram injetadas com divisdo de fluxo (Split) 1:50 (1ul), e separadas através de
coluna cromatogréfica modelo DB-5 (30 m x 0,025mm, Agilent®). A separacdo dos
compostos foi feita com temperatura do injetor a 230°C, linha de transferéncia 250°C, com
fluxo constante e compensacdo a vacuo. Seguiu-se a programacdo de temperatura do forno;
40°C, isoterma de 6 minutos, aquecimento até 300°C na taxa de 3°C min-1, com isoterma
final de 5 minutos. O espectrometro de massas foi operado no modo positivo de ionizagao por
impacto de elétrons & 70 eV, com temperatura da fonte de ions em 200°C.

4.4 Obtencao das mudas de E. benthamii

As mudas de E. benthamii foram obtidas no viveiro comercial Golden Tree
Reflorestadora com, aproximadamente, quatro meses de idade, contendo em seu substrato
Carolina Soil®, turfa condensada e vermiculita. As mudas de E. benthamii foram trazidas
para Unidade de Ensino e Pesquisa Viveiro de Producdo de Mudas da UTFPR-DV, no qual
permaneceram mantidas em casa de sombreamento, com irrigacdo por aspersao, realizada
duas vezes ao dia.

As mudas foram avaliadas quanto sua altura total, diametro da altura do peito (DAP),
tomada a 15 cm de altura e pelo nimero de folhas (Tabela 1), as quais ndo diferenciaram ente
si, pelos grupos que constituiram cada repeticdo. O delineamento experimental foi composto

por quatro tratamentos com quatro repeti¢des, contendo 20 mudas cada.
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Tabela 1: Varidveis dendrométricas: Altura total (cm), Diametro a altura do peito (cm) e

namero de folhas das mudas de Eucalytptus benthamii.

Altura total NUmeros de
Tratamento (cm) DAP (cm) folhas
Testemunha 34,96™ 151™ 26,87™
M. alternifolia 38,45 1,70 28,63
C. sylvestris 39,82 1,62 29,03
E. uniflora 37,47 1,77 28,72

ns — ndo significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.5 Toxicidade de 6leos essenciais sobre T. peregrinus

Folhas de E. dunnii foram imersas por dois segundos em solucao dos 6leos essenciais
M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora (1,0%), e agua destilada esterilizada para compor a
testemunha (controle). Posteriormente, as folhas foram secas em Camara de Fluxo
Unidirecional Laminar (horizontal) (modelo FUH-12 — Veco®) por 15 minutos. O peciolo das
folhas foi mantido constantemente em contato com agua, em microtubos de centrifugacéo
(Eppendorf®) de 2,0 mL, com orificio no centro da tampa para manter a turgidez das folhas.
Folhas tratadas foram introduzidas individualmente em caixas gerbox de 250 mL
(Germifolha®) transparente, com 10 insetos adultos, transferidos com auxilio de pincel (n° 0)
de cerdas macias. Estas caixas foram mantidas em camara climatizada tipo B.O.D. (Marg-
Labor®) & temperatura de 25 + 2°C, U.R. 70 + 10%, fotoperiodo de 12 h. Foram utilizados 10
insetos por repeticdo, com cinco repetigdes por tratamento. A mortalidade de insetos foi
avaliada a cada seis horas, por um periodo de 144 horas, para avaliacdo da toxicidade dos
oleos essenciais.

A partir dos resultados obtidos, foi selecionado o 6leo essencial (E. uniflora) que
causou 0 maior percentual de mortalidade em T. peregrinus. Para avaliar o potencial
inseticida do 6leo selecionado foram testadas as concentrages de 0,25%; 0,50%; 0,75%;
1,00%; 1,25% e testemunha, sobre insetos adultos, ninfas de 3° instar e ovos de T. peregrinus.
As variaveis avaliadas e procedimentos foram 0os mesmos descritos anteriormente, e avaliados
durante 74 horas.

Para o bioensaio com ovos, foram obtidos ovos (até dois dias de idade), sendo

observados em microscopio estereoscopio binocular 200M (modelo 07764ZT, Quimis®)
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quanto a sua viabilidade. Os ovos também receberam os tratamentos, conforme descrito
anteriormente. Foram utilizados 20 ovos de T. peregrinus, por repeticdo, com 10 repeti¢des
por tratamento. Os experimentos foram mantidos em sala climatizada a temperatura de 25 *
2°C, U.R. 40 + 10%, fotoperiodo de 12 h.

As variaveis analisadas foram porcentagem de ovos com eclosdo de ninfas de T.
peregrinus, porcentagem de ovos sem eclosdo de ninfas de T. peregrinus e porcentagem de

ovos com ninfas de T. peregrinus retidos.

4.6 Seletividade de E. uniflora a C. noackae

4.6.1 Teste de confinamento—pré-parasitismo

Ovos de T. peregrinus, com um dia de idade, foram imersos por dois segundos em
solucdo do 6leo essencial de E. uniflora a 0,75% sendo posteriormente mantidos ao ar livre
por 40 minutos para secagem. O mesmo procedimento foi realizado com agua destilada
esterilizada (testemunha). Apds, grupo de 20 ovos tratados, foram mantidos por 24 horas com
casal de C. noackae (24 horas de vida) em tubos de poliestireno transparente com tampa (7,5
cm de altura x 3,0 cm de didmetro) (modelo K30-1275PS — Kasvi®). Tiras de papel de filtro
(0,5 cm x 0,5 cm) umedecidas com solugdo de mel (50%) foram utilizadas para a alimentacéo
dos insetos. O bioensaio contou com 20 repeticdes por tratamento, mantidas em sala
climatizada a 23 + 2°C, U.R. 40 £ 10%, fotoperiodo de 12 h.

A porcentagem de ovos parasitados foi obtida através da equacéo:

_np(R+ 3 +7)x100
- 10

Pp

Onde, Pp= porcentagem de ovos parasitados, np = numero de ovos parasitados (7 de
C. noackae +& de C. noackae + ovos inviabilizados), 10 = nimero de ovos ofertados de T.
peregrinus.

A porcentagem de C. noackae emergidos foi calculada pela equacao:

_ Te (9 +J)x100
€= 10
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Em que Pe = Porcentagem de emergéncia de C. noackae, Te = Total de C. noackae
emergidos (YC. noackae + & de C. noackae) e 10 = nimero de ovos ofertados de T.
peregrinus.

A razéo sexual de C. noackae foi obtida pela equagéo:

R= 9/ (3+9)

Onde R= razdo sexual, @ = total de fémeas de C. noackae emergidas, & = total de
machos de C. noackae emergidos.

Para a sexagem de C. noackae foi utilizada a diferenga na morfologia da antena:
clavada para fémea e filiforme para o macho (LIN et al., 2007). Esses bioensaios foram

avaliados até a segunda geracdo parental (F2) de C. noackae.

4.6.2 Teste de confinamento—pos-parasitismo

« Um dia pods-parasitismo — grupos de 10 ovos de T. peregrinus, com um dia de
idade, foram acondicionados em tubos de poliestireno transparente (7,5 cm de altura x 3,0 cm
de didmetro), juntamente com casal (fémea e macho) de C. noackae e uma tira de papel filtro
(0,5 cm x 0,5 cm) umedecido com solugdo de mel a 50%. Os tubos foram acondicionados em
sala climatizada a temperatura de 23 + 2°C, U.R. 40 £ 10%, fotoperiodo de 12 h. Depois de
24 horas, o casal de C. noackae foi retirado do tubo. Um dia ap0s o parasitismo esses mesmos
ovos foram imersos, durante dois segundos, na solugdo do 6leo essencial de E. uniflora na
concentracdo 0,75%. Para o bioensaio testemunha, estes, foram imersos em &gua destilada
esterilizada. Todos os ovos foram deixados secar ao ar livre, durante 40 minutos, e
posteriormente acondicionados novamente nos tubos que retornaram para as mesmas
condicdes de temperatura, umidade e fotoperiodo descritos.

* Sete dias pos-parasitismo — grupos de 10 ovos de T. peregrinus foram submetidos
aos mesmos procedimentos descritos no teste anterior, e sete dias ap6s o parasitismo esses
ovos foram tratados, por imersdo, durante dois segundos, com Oleo de E. uniflora na
concentracédo 0,75% e para a testemunha em agua destilada esterilizada. Os tratamentos foram
deixados secar ao ar livre durante 40 minutos e armazenados novamente nos tubos que

retornaram para as mesmas condicGes de temperatura, umidade e fotoperiodo descritos.
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Para cada bioensaio (pré-parasitismo, pds parasitismo um dia e sete dias ) foram
utilizadas 10 repeticOes, sendo cada tubo considerado uma repeticdo. As avaliagdes foram
realizadas ap0s a emergéncia do parasitoide C. noackae.

As variaveis bioldgicas avaliadas foram porcentagem de ovos parasitados por C.
noackae, porcentagem de C. noackae emergidos, razéo sexual de C. noackae e porcentagem
de ninfas de T. peregrinus eclodidas, conforme descrito anteriormente. Esses bioensaios

foram avaliados até a segunda geracéo parental (F2) de C. noackae.

4.7 Inducéo de resisténcia em E. benthamii

Foi avaliado o potencial elicitor dos dleos essenciais, M. alternifolia, C. sylvestris e
E. uniflora sobre E. benthamii, na concentragdo de 0,75% ajustada em &gua destilada
esterilizada e Tween 80® (0,01%). Para a testemunha, utilizou-se aplicacdo de 4gua destilada
esterilizada e Tween 80® (0,01%). A aplicacdo dos 6leos essenciais foi realizada com
borrifador manual, sendo pulverizados 4 mL da solucdo sobre cada muda de E. benthamii,
constituindo-se no ponto de escorrimento sobre as folhas. As pulverizagfes e analises foram
realizadas em dois momentos, sendo o primeiro efetuando-se aos 30 dias ap6s recebimento do
material, procedendo-se as analises 30 dias ap0s a esta. Na segunda, fez-se as pulverizacdes
sete dias ap0s a primeira analise, analisando-se as mesmas variaveis depois de 3 dias.

Em ambas pulverizagOes realizaram-se as analises bioquimicas dos tecidos foliares
quanto aos teores de acUcares totais, proteinas totais, peroxidases, fenilalanina amonialiase

(FAL) e compostos fendlicos.

4.7.1 Acucares Totais

Foi determinadas pelo método fenolsulfurico descrito por DUBOIS et al. (1956). As
amostras com, aproximadamente, 1g de tecido foliar foram maceradas em almofariz contendo
5 mL de tampdo fosfato 0,2M — pH 7,5. Os extratos foram acondicionados em tubos
eppendorf devidamente identificados, levados para a centrifuga por 10 minutos a 12.000 rpm
e a 4° C. Utilizou-se 0,02 mL do extrato, 0,5 mL de fenol a 5,0% e 2,5 mL &cido sulfarico
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concentrado. A leitura das amostras foi realizada a 490 nandmetros (nm). A concentracdo de
acucares totais foi determinada por meio de curva padréo de glicose.

4.7.2 Proteinas

A quantificacdo das proteinas ocorreu pelo método BRADFORD (1976). As
amostras com, aproximadamente, 1 g de tecido foliar foram maceradas em almofariz,
adicionado 5 mL da solucéo tampéo Fosfato 0,2 Molar pH 7,5. Os extratos foram transferidos
em tubos eppendorf devidamente identificados e centrifugados durante 10 minutos a 12.000
rpm e a 4° C. Foi transferido 40 pL do extrato sobrenadante para tubos de ensaio, adicionado
460 microlitros de agua destilada e 1 mL do reagente Bio-Rad diluido 1:4, agitado em vortex,
colocado na cubeta de vidro, analisado ao espectrofotémetro, procedendo a leitura a 630 nm

para obter valor da absorbancia.

4.2.3 Peroxidase

A extracdo e determinacdo da enzima de peroxidase foi realizada pelo método
preconizado por MATSUNO e URITANI (1972), no qual foram coletados, aproximadamente,
1 g de tecido foliar e colocados em recipiente de porcelana refrigerado, pois esta analise deve-
se processar a temperatura inferior a 4°C. As amostras foram maceradas com 4,0 mL tampéo
fostato 0,05 M (pH 7) com 0,005 g polivinilpirrolidona. Os extratos foram acondicionados em
tubos eppendorf devidamente identificados, levados para a centrifuga por 20 minutos, a 4°C e
a 5000 rpm. Apos centrifugacgéo, foi retirado 3,0 mL do sobrenadante e colocado em tubos de
ensaios identificados, aonde encontrava-se o preparado de 5,0 mL do tampao citrato (pH 5,0),
0,5 ml 4gua oxigenada a 3 % e 0,5 ml guaiacol 0,5 %. A solucdo foi agitada em vortex e
colocada por 15 minutos em banho-maria 30°C e ap6s 10 minutos em gelo. Adicionou-se 0,5
mL de bisulfito de sddio, agitada e entdo realizada a leitura a 450 nm em espectrofotdmetro,

obtendo-se assim os valores de absorbancia.
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4.7.4 Fenilalanina amonia-liase (FAL)

A determinacdo da atividade da FAL foi por quantificacdo colorimétrica do &cido
transcinamico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia descrita por
Rodrigues et al. (2006). Foram coletados, aproximadamente, 1 g de tecido foliar e estes foram
maceradas a temperatura ambiente em almofariz, adicionados 6,0 mL do tampédo TRIS — HCL
pH 8,0 previamente resfriado. Este extrato foi acondicionado em tubos eppendorf
devidamente marcados que foram levados para a centrifuga por 10 minutos, a 4°C e a 6000
rpm. Na sequéncia, foi transferido aliquota de 200 pL para tubo de ensaio identificado,
acrescentando-se 5,0 mL do tampéo de extracdo. A solucdo foi agitada em vortex, obtendo-se,
0 extrato enzimatico. Deste extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com 1,0
mL do tampé&o de extragédo e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente, esta solucéo foi agitada para
homogeneizacdo e os tubos foram incubados em banho-maria, por 60 minutos a 40°C. Depois
de retirados do banho-maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para

interromper a reacéo e assim realizar a leitura em espectrofotobmetro a 290 nm.

4.7.5 Compostos Fendlicos

A determinacdo compostos fenodlicos foi realizada em duas etapas, seguindo-se o
método adaptado de BIELESKI e TURNER (1966). Na primeira fase foram coletados,
aproximadamente, 1 g de tecido foliar e estes foram maceradas a temperatura ambiente em
almofariz com 4 mL da solugdo MCA (metanol, cloroférmio, agua 6/2,5/1,5), acondicionados
em eppendorf, sendo centrifugados a 6.000 rpm a 20 °C por 20 minutos. Posteriormente, foi
coletado o sobrenadante total e na sequéncia realizada nova extracdo do residuo
remanescente, adicionando-se 4 mL de MCA, agitado em vortex e centrifugando novamente a
6000 rpm, por 20 minutos e o sobrenadante sendo adicionado ao primeiro, obtendo-se assim o
extrato MCA. A esse extrato foi adicionado 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua destilada,
procedendo-se nova centrifugagdo a 6000 rpm, por 15 minutos. A segunda etapa
compreendeu a determinacao de fenois totais realizada pelo método adaptado de JENNINGS
(1991). As amostras foram preparadas a partir da retirada de aliquota de 0,5 mL da parte
superior do tubo de extracdo dos fenois (extrato MCA), adicionando-se 0,5 mL de &gua
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destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:10. Depois de 15 minutos, foram
adicionados 5 mL do reagente alcalino “A” (preparado com carbonato de so6dio a 2 % em
solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N), que permaneceu durante 50 minutos até a leitura da
absorbancia em 760 nm, em espectrofotémetro, (modelo SP-2000UV- Spectrum). O resultado
foi expresso em mg.GAE.g" de tecido fresco. A quantificacdo de fendis foi feita através de

curva padréo utilizando tirosina.

4.8 Analise Estatistica

A toxicidade dos 6leos essenciais foi submetida ao teste de normalidade de Lilliefors
e na sequéncia a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F. As médias foram comparadas
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software Assistat® (SILVA;
AZEVEDO, 2016).

Para indugéo de resisténcia os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Lilliefors, efetuando-se a transformacdo dos dados para agUcares totais, proteinas, peroxidase,
FAL e fendis para o bioensaio 30 dias e fenois para o bioensaio 3 dias, segundo raiz quadrada
de x+1. Na sequéncia, os dados das variaveis transformadas ou ndo foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade,

utilizando o software Genes®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Toxicidade de 0Oleos essenciais sobre T. peregrinus

O dleo essencial de C. sylvestris e E. uniflora foram tdxicos e provocaram as maiores
porcentagens de mortalidade de T. peregrinus, 24 horas ap6s contato dos adultos com as
folhas que receberam tais tratamentos (80 e 78%, respectivamente). Por outro lado, o
tratamento com M. alternifolia e a testemunha provocaram as menores porcentagens de
mortalidade em adultos de T. peregrinus em tal periodo. Contudo, analisando-se as
mortalidades nas 48, 72, 96 e 144 horas, as mesmas ndo apresentaram médias que diferiram
entre si, quanto aos tratamentos utilizados, voltando a ocorrer somente diferencas entre os
mesmos, nas 120 horas, tendo o tratamento com M. alternifolia provocado a maior média de
mortalidade em relacdo as demais. Verificou-se que os 6leos essenciais de E. uniflora e C.

sylvestris, ocasionaram 100% de mortalidade em adultos de T. peregrinus (Tabela 2).

Tabela 2: Porcentagem de mortalidade (£ EP) e mortalidade acumulada (+ EP) de adultos de
T. peregrinus em contato com folhas de E. dunnii imersas em Gleos essenciais M. alternifolia,
C. sylvestris e E. uniflora (concentracdo 1,0%) a temperatura de 25 + 2°C, U.R. 70 £ 10%,

fotoperiodo de 12 h.

Mortalidade de adultos T. peregrinus

% Mortalidade

Tratamentos 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
acumulada
Testemunha 8,0+0,37b  12,0+0,73ns  4,0+0,4ns 0,0+0,00ns 2,0+0,20b 0,0+5,10ns 26,0+5,09¢c
M. alternifolia  14,0+0,67b 6,0+0,40 16,0+0,81 8,0+0,20 22,0+0,48a 8,0+3,74 74,0+3,74b
C. sylvestris 80,0+0,83a 10,0+0,77 2,0+0,20 8,0+0,58 0,0+0,00b 0,0£0,00 100,040,00a
E. uniflora 78,0+0,58a 22,0+0,58 0,0+0,00 0,0£0,00 0,0+0,00b 0,0£0,00 100,040,00a
P <0,0001 0,3666 0,1056 0,1224 <0,0001 0,1733 <0,0001

ns: ndo significativo * Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

O oleo essencial de E. uniflora apresentou, juntamente com C. sylvestris toxicidade
sobre adultos de T. peregrinus em relacdo ao 6leo de M. alternifolia. A aplicacdo do dleo
essencial de M. alternifolia também apresentou toxicidade, no entanto, com taxas inferiores

ao apresentado por E. uniflora e C. sylvestris em adultos de T. peregrinus. O 6leo essencial de
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M. alternifolia apresenta eficiéncia acaricida sobre Otodectes cynotis (Hering, 1838)
(Astigmata: Psoroptidae) (NEVES et al., 2012), atividade larvicida sobre Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) (TORRES et al., 2014) e acdo fungicida sobre Colletotrichum
gloeosporioides (Penz. & Sacc.) (Glomerellaceae: Colletotrichum) (RAMOS et al., 2014).

O oleo essencial de E. uniflora foi selecionado com base na mortalidade provocada
em adultos de T. peregrinus (Tabela 2) e pela facilidade de encontrar plantas desta espécie,
consequentemente obter o 6leo essencial.

Nas concentrac6es de 0,50%, 0,75%, 1,00% e 1,25% do 6leo essencial de E. uniflora
observou-se as maiores porcentagens de mortalidade de adultos de T. peregrinus nas
primeiras 24 horas e por meio da porcentagem de mortalidade acumulada (Tabela 3).

Por outro lado, testes realizados com ninfas de 3° instar de T. peregrinus,
demonstraram superioridade de mortalidade deste inseto quando submetidos a concentragédo
de 1,00% do 6leo de E. uniflora analisado nas 24, 48, 72 horas e pelo efeito acumulado.
Contudo, as médias de mortalidade obtidas com essa concentragdo ndo diferiram para 1,25%
nas 24 horas e para 0,75% e 1,25% nas 48 horas (Tabela 3).

Tabela 3: Porcentagem de mortalidade (+ EP) e mortalidade acumulada (+ EP) de adultos e
ninfas de 3° instar de T. peregrinus em contato com folhas de E. dunnii imersas em 6leo
essencial E. uniflora nas concentrac6es 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,0%, 1,25% a temperatura de

25 + 2°C, U.R. 70 £ 10%, fotoperiodo de 12 h.

Mortalidade (%) % Mortalidade
Tratamentos
24 h 48 h 72h acumulada
Testemunha 8,0+0,58¢ 0,0+0,00b 8,0+0,37™ 14,0+ 6,78c
0,25 38,0+0,66bc 2,0+0,20b 12,0+0,37 50,0+8,94bc
0,50 58,0+0,66ab  10,0+0,00ab 8,0+0,58 76,0+8,71ab
Adultos 0,75 76,0+0,67a 6,0+0,24b 6,0+0,24 78,0+19,59ab
1,00 72,0+0,86a 22,0 +£0,58a 0,0+0,00 94,044,00a
1,25 80,0+0,89a 4,0 +0,40b 10,0+0,5 94,0+2,44a
p <0,0001 0,0006 123,23 <0,0001
Testemunha 0,0+0,00b 0,0+0,00b 0,0+0,00b 0,0+0,00c
0,25 2,0+0,20b 0,0+0,00b 4,0+0,24b 6,0+2,44c
0,50 4,0+0,24b 0,0+0,00b 6,0+0,40b 10,0+4,89¢c
Ninfas 3° instar 0,75 6,0+0,24b 6,0+0,04ab 14,0+0,51b 26,0+5,09bc
1,00 22,0+0,58a  18,0,0+0,86ab  40,0+0,55a 80,0+10,48a
1,25 10+0,45ab 22,0+0,37a 16,0+0,40b 48,048,60b
P 0,0021 0,0013 <0,0001 <0,0001

ns: ndo significativo * Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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O dleo essencial de E. uniflora, quando em contato com adultos e ninfas de 3° instar
de T. peregrinus, em todas as concentracdes testadas, provocou mortalidade, além de afetar a
eclosdo de ninfas de T. peregrinus. Este 6leo, provoca, em adultos de Sitophilus zeamais
(Mots., 1855) (Coleoptera: Curculionidae) repeléncia mortalidade (100%) (COITINHO et al.,
2011) e na concentragéo de 1,25% provoca mortalidade em soldados de A. laevigata (84,4%)
(JUNG et al., 2013). Além do 6leo essencial, o extrato aquoso de folhas de E. uniflora
também apresenta efeito inseticida sobre Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) (TORRES et al., 2001) e sobre Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera:
Chrysomelidae) (MACHADO et al., 2007), ambos a 10% de concentragé&o.

A porcentagem de ovos eclodidos nas primeiras 48 horas foi menor quando os
mesmos foram tratados com o6leo de E. uniflora a 1,25% diferindo da testemunha. Apds 72
horas de contato com o 6leo de E. uniflora (nas concentrac@es 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,00% e
1,25%) houve reducdo na porcentagem dos ovos de T. peregrinus com ecloséo de ninfas que
diferiram da testemunha (Tabela 4).

A porcentagem de ovos de T. peregrinus sem eclosdo de ninfas ap0s o contato com o
6leo de E. uniflora, foi maior na concentracdo de 1,00%. Ja a porcentagem de T. peregrinus
retidos nos ovos, quando tratados com o 6leo essencial de E. uniflora, foi maior quando estes
foram tratados com o 6leo essencial a 0,50% e 1,25% (Tabela 4).

Tabela 4: Porcentagem de ninfas de T. peregrinus eclodidas (£ EP), porcentagem acumulada
de ninfas de T.peregrinus eclodidas (+ EP), porcentagem de ovos sem eclosdo (+ EP) e
porcentagem de ovos com T. peregrinus retidos (+ EP) tratados com 6leo essencial de E.
uniflora nas concentracées 0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,0% e 1,25% a temperatura de 25 + 2°C,
U.R. 70 = 10%, fotoperiodo de 12 h.

Tratamentos Ninfas de T. peregrinus eclodidas® (ﬁﬁg;nsela_g a % de ovos pz/r?egsir-:—ﬁs
Concentracoes 24h 48h 72h 2333:&2‘;25 sem eclosdo’ retidos’
Testemunha 3,34£1,01™ 34,22+4,66ab  55,71+4,97a 93,26+2,0a 2,82+1,10b 3,92+1,70c
0,25 1,0+0,66 21,00£7,59ab  21,50+3,33b 43,504+2,01b  20,00+3,33ab 36,50+7,30abc
0,50 1,5+1,06 17,0+8,85ab  17,48+6,63b 35,98+12,40b  18,00+4,95ab 46,02+12,22ab
0,75 3,51+1,97 415249,10a  15,67+5,56b 60,70+10,04ab  24,00+6,40ab 15,30+5,65bc
1,00 2,0£1,10 18,91+5,42ab  18,91+5,42b 39,82+11,01b  28,00+8,79a 32,18+10,55abc
1,25 0,0+0,00 12,27+4,10b  12,27+4,10b 24,54+8,21b  25,0046,70ab 50,46+7,78a
P 0,2296 0,0328 <,0001 <,0001 0,0414 0,0014

ns: ndo significativo * Médias seguidas por letras distintas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Os 06leos essenciais de M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora apresentaram efeito
inseticida sobre T. peregrinus na fase adulta. O 6leo essencial de E. uniflora apresentou efeito
inseticida sobre adultos, ninfas de 3° instar e ovos de T. peregrinus mostrando-se seletivo ao
parasitoide de ovos C. noackae quando aplicado pos-parasitismo (1dia).

Contudo, mesmo que o 6leo essencial de E. uniflora tenha afetado alguns pardmetros
bioldgicos de C. noackae em laboratorio, 0 mesmo pode ser que ndo ocorra em campo, pois

0s produtos podem néo entrar em contato direto com o ovo de T. peregrinus.

5.2 Seletividade do 6leo essencial de E. uniflora a C. noackae

Os ovos de T. peregrinus tratados com o Gleo essencial de E. uniflora (0,75%) e,
posteriormente, submetidos ao parasitismo por C. noackae, ndo foram aceitos, pois
apresentaram 0,0% de parasitismo, enquanto na testemunha o indice foi de 49,08%. Os ovos
de T. peregrinus tratados com o 6leo essencial de E. uniflora pds-parasitismo (1dia), reduziu a
porcentagem destes ovos de T. peregrinus contabilizados como parasitados quando
comparados a testemunha (46,25% e 63,72%, respectivamente). No tratamento pos-
parasitismo (7 dias) o 6leo essencial de E. uniflora reduziu o nimero de ovos parasitados por
C. noackae, para 16,50%, enquanto que na testemunha verificou-se 73,00% de parasitismo
(Tabela 5).

N&o houve emergéncia (0,0%) de C. noackae quando tratados com Gleo essencial de
E. uniflora pré-parasitismo e pds-parasitismo (aos 7 dias) enquanto na testemunha o indice foi
de 86,87% e 94,49%, respectivamente. No tratamento pos-parasitismo (1 dia), apesar de
ocorrer 47,54% de emergéncia de C. noackae, este diferiu da testemunha que apresentou
92,20% de (Tabela 5).
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Tabela 5: Caracteristicas biologicas e de parasitismo de C. noackae em ovos de T. peregrinus
tratados com 6leo essencial de E. uniflora na concentragdo 0,75%, & temperatura de 23 + 2°C,

U.R. 40 + 10%, fotoperiodo de 12 h.

« A Tratamentos Pré- Pés- Pés-
Geragdo Parametros L parasitismo 1  parasitismo p
parasitismo X )
dia 7 dias
. Testemunha  49,08+6,45aB  63,72+5,45aA  73,0+4,65aA  <,0001
HOVOS E yniflora  0,00+0,000C  46,25¢5,50bA  16,545,29bB  <,0001
parasitados D <,0001 0,0031 <,0001 -
% de Testemunha  86,87+6,43B  92,20+5,38aA 94,49+4,63aA 0,0027
F1 parasitoides  E. uniflora - 47,54+5,09bA 0,00+0,00bB  <,0001
emergidos® p -- <,0001 <,0001 -
Testemunha 0,62+0,07A 0,70+0,04aA 0,78+£0,02A  0,0690
Razélo3 E. uniflora -- 0,45+0,08b -- <,0001
sexual 0 _ 0,0176 _ _
% OVOS Testemunha 22,40 56,62+6,8a 56,62 --
parasitadosl E. uniflora -- 15,92+4,72b -- -
P - <,0001 - -
% de Testemunha 59,38 81,23+6,66a 72,96 -
F2 parasitoides  E- uniflora -- 48,57+4,60b - -
emergidos® p -- 0,0242 -
Razio Testemunha 0,33 0,58+0,09ns 0,51 --
sexual® E. uniflora -- 0,36+0,07 -- --
p - 0,0866 - -

*Médias seguidas de mesma letra mindsculas, na coluna, e maiusculas, na linha, néo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5%
de probabilidade.

A toxicidade sobre C. noackae, foi verificada quando o 6leo essencial de E. uniflora
foi aplicado previamente e posteriormente (7 dias) ao parasitismo. Assim o estabelecimento
da populacdo do parasitoide foi influenciado pela aplicacdo do 6leo essencial, o que afeta
negativamente os parametros bioldgicos deste parasitoide. Oleos essenciais ja haviam sido
relatados como causadores de reducdo de parasitismo, como o 6leo de sementes de A. indica
(200ul/mL a 10% de concentracdo) que reduziram a longevidade e o parasitismo de fémeas de
Uscana lariophaga (Steffan, 1954) (Hymenoptera: Trichogrammatidae), Dinarmus basalis
(Rondani, 1877) (Hymenoptera: Pteromalidae) (BOEKE et al., 2003), Trichogramma
pretiosum (Riley, 1879) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (GONCALVES-GERVASIO;
VENDRAMIM, 2004) e (Zucchi, 1988)
Trichogrammatidae) (BROGLIO-MICHELETTI et al., 2006).

Trichogramma  galloi (Hymenoptera:

A razéo sexual de C. noackae, emergidos de ovos de T. peregrinus tratados com o

0leo essencial de E. uniflora previamente ao parasitismo e pds-parasitismo (7 dias), ndo pode
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ser analisada estatisticamente, uma vez que ndo houve parasitoides emergidos nestes
tratamentos. A razédo sexual de C. noackae emergido de ovos de T. peregrinus tratados com
Oleo essencial de E. uniflora pos-parasitismo (1 dia) foi menor (0,45) quando comparado a
respectiva testemunha (0,70) (Tabela 5).

Houve interferéncia na proporcdo de machos e fémeas de C. noackae quando a
aplicacdo do dleo essencial de E. uniflora foi realizado pds-parasitismo (1 dia) o que €
considerado resultado insatisfatério para o controle de insetos-praga, pois taxa igual a 1
significa auséncia de machos na populacdo, o que ndo produz variabilidade genética, e abaixo
de 0,5 ndo é desejavel, pois proporciona maior concentracdo de machos em relacdo as fémeas,
interferindo negativamente no controle de pragas (NAVARRO, 1998).

Quando a pulverizacdo aconteceu apds o parasitismo, esta ndo interferiu na razédo
sexual, que ocorre no ato da postura, pois quando a fémea de C. noackae parasita o0 ovo de T.
peregrinus ela j& seleciona o sexo de sua prole, 0 que pode ocorrer é a penetracdo do 0Oleo
essencial no ovo afetando seu ciclo bioldgico, morrendo as fémeas que sdo mais exigentes
nutricionalmente. Efeitos na razdo sexual estdo comumente relacionados a deformacdo do
ovario durante a metamorfose, reducdo na qualidade de recursos nutricionais do hospedeiro e
morte do embrido (GEORGE; AMBROSE, 2004; CORREIA et al, 2013).

Na geracdo F1, quando comparadas as trés aplicacBes [pré-parasitismo, pés-
parasitismo (1 dia) e po6s-parasitismo (7 dias)] no tratamento testemunha, pode-se observar
que a porcentagem de ovos de T. peregrinus parasitados por C. noackae foi menor quando
tratados previamente (49,08%). Quando submetidos ao tratamento com dleo essencial de E.
uniflora, a aplicacdo pds-parasitismo (1 dia), foi a que ocasionou menor interferéncia na
porcentagem de ovos parasitados 46,25%, comparado aos outros dois métodos de aplicacao
(Tabela 5).

Nas trés aplicacdes, [pré-parasitismo, pos-parasitismo (1 dia) e pos-parasitismo (7
dias)] o tratamento testemunha apresentou porcentagem de C. noackae emergidos menor
quando tratados previamente ao parasitismo (86,87%). No entanto, quando tratados com 6leo
essencial de E. uniflora, a aplicacdo pré-parasitismo e pos-parasitismo (7 dias), ndo permitiu
emergéncia de adultos de C. noackae (0,00%) (Tabela 5).

O dleo essencial de E. uniflora provocou baixa interferéncia na porcentagem de ovos
de T. peregrinus, parasitados por C. noackae, quando tratados pos-parasitismo (1 dia), o que
indica que o uso deste 6leo pode ser empregado em conjunto com o parasitoide, desde que

aplicado posteriormente ao parasitismo.
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Comportamento semelhante havia sido relatado com o 6leo essencial de A. indica
(0,3%) apresentando baixa interferéncia sobre o parasitismo de Trichogramma chilonis
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) em ovos de Corcyra cephalonica (Stainton, 1865)
(Lepidoptera: Pyralidae) parasitados (RAGURAN; SINGH, 1999).

Né&o houve geragdo F2 de C. noackae proveniente do tratamento com 6leo essencial
de E. uniflora no pré-parasitismo e pds-parasitismo (7 dias). Na aplicacdo pds-parasitismo (1
dia), houve geracdo F2. A geracdo F2 foi submetida aos mesmos procedimentos, verificando-
se que o Oleo essencial de E. uniflora, aplicado pds-parasitismo (1 dia) interferiu no
parasitismo de C. noackae (F2) sobre ovos de T. peregrinus (15,92% de ovos parasitados)
comparado a testemunha (56,62% de ovos parasitados). A porcentagem de C. noackae,
emergidos desses ovos também diferiu entre a testemunha (81,23%) e o 6leo essencial de E.
uniflora (48,57%). A razédo sexual de C. noackae ndo diferiu entre testemunha e o tratamento
com o Gleo essencial de E. uniflora (Tabela 5).

Os parametros avaliados nas metodologias de aplicacdo em pré- parasitismo e pos-
parasitismo (7dias) deverdo passar por novos estudos em condi¢Ges de casa de vegetacao,
para avaliar o efeito em condi¢Ges menos extremas, e assegurar, ou ndo, a seletividade a C.
noackae. Recomenda-se para pesquisas futuras avaliagbes em concentracfes e tempos
diferentes, previamente ao parasitismo e posterior a este, complementando com testes em casa

de vegetacédo e a campo.

5.3 Cromatografia Gasosa

Os compostos majoritarios encontrados na analise de cromatografia em M.
alternifolia foram de 1,8-cineol (72,31%) a-terpineol (8,55%). Esses componentes
monoterpenos sdo conhecidos pela atividade antimicrobiana e capacidade de inibir micro-
organismos como Staphylococcus aureus (Micrococcaceaeo: Staphylococcus) (GACHKAR et
al., 2007). Porém, acredita-se que este efeito ndo ocorre nas mesmas propor¢des sobre T.

peregrinus, apresentando baixa eficiéncia (Tabela 6).
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Tabela 6: Componente dos 6leos essenciais em analise cromatografia liquida (HLPC).

Oleos essenciais Composto % Relativa

1,8-cineol 72,31

a-terpineol 8,55
a-thujineno 6,1

Melaleuca alternifolia b-pineno Lo
aromadentreno 14
Mirceno 1,3

p-cimeno 1,26

Outros 2,72

Ja para espécie C. sylvestris foram g-muroleno (19,55%), a-zingibereno (15,24%) e
s-amorfeno (13,17%). O relato existente na literatura com pesquisas realizadas para o controle
de insetos com C. sylvestris tratam de extrato alcodlico sobre larvas de A. aegypti
(RODRIGUES et al., 2006). O efeito do 6leo essencial de C. sylvestris pode estar relacionado
a sua composicdo, o qual apresentou como componentes majoritarios 0s sesquiterpenos: g
muroleno (19,55%), a-zingibereno (15,24%), s-amorfemo (13,17%), b-elemeno (6,43%),
estes, segundo Antonious e Kochhar (2003) possuem agéo inseticida e repelente (Tabela 7).

Tabela 7: Componente dos dleos essenciais em analise cromatografia liquida (HLPC).

Oleos essenciais Composto % Relativa
g-muroleno 19,55
a-zingibereno 15,24
s-amorfeno 13,17
b-elemeno 6,43
E-cariofileno 5,66
germacreno B 4,26
a-copaeno 3,63
Casearia sylvestris aristolocheno 3,62
s-elemeno 3,58
b-gurjuneno 2,51
a-humureno 1,83
a-muroleno 1,79
epi-a-cadinol 1,79
a-cadinol 1,68
a-patchouleno 1,36

g-patchouleno 1,32
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O 6leo de E. uniflora apresenta calamen-10-ona (20,2%), silfiperferol-6-em-5-ona
(10,06%), germacrona (6,61%), gemacreno B (6,24%) em sua constituicdo, 0 que pode
proporcionar, sobre T. peregrinus, tal efeito de toxicidade. Esses constituintes sdo terpenos,
COmo 0S mono e sesquiterpenos, que sdo compostos lipofilicos que apresentam interferéncias
toxicas ocasionando alteracBes fisioldgicas e comportamentais em insetos (PRATES;
SANTOS, 2002).

No entanto, Brun e Mossi (2010) descreveram como compostos majoritarios da
caracterizacdo quimica do Oleo essencial de E. uniflora, Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
(31,16%) Atractilona (29,80%) e Furanodiona (8,26%). Esta divergéncia na composicao
quimica do 6leo essencial pode ser em consequéncia da procedéncia genética da espécie, a
época de coleta, do clima e do tipo de solo, fatores bi6ticos ou abiéticos (SIMOES; SPITZE,
1999), como sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo, nutrientes, altitude,
entre outros, que podem causar variagdes significativas na sua composicao quimica (GOBBO;
LOPES, 2007). Porém, ressalta-se que independente desta caracterizacdo, obteve-se efeito

desejavel de toxicidade (Tabela 8).

Tabela 8: Componente dos dleos essenciais em analise cromatografia liquida (HLPC).

Oleos essenciais Composto % Relativa
calamen-10-ona 20,21
silfiperferol-6-em-5-ona 10,06
Germacrona 6,61
Gemacreno B 6,24
Curzereno 5,79
s-amorfeno 5,46
E- cariofileno 5,18
a-cubeno 3,05
Eugenia uniflora a-gurjuneno 2,43
b-elemeno 2,16
macrocarpeno 1,92
Valenceno 1,73
amorfa-4,7(11)-dieno 1,67
g-gurjuneno 1,66
trans-calameneno 1,47
E-b-cimeno 1,22

Outros 3,53
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5.4 Inducéo de resisténcia em E. benthamii

Os 6leos essenciais de M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora quando pulverizados
sobre as mudas de E. benthamii e analisados depois de 30 dias ndo provocaram efeito
significativo nos teores de acuUcares totais, proteinas, peroxidase, atividade de FAL e

compostos fenolicos (Tabela 9).

Tabela 9: Concentragdo de aclcares totais (mg.g tecido™), proteinas (mg.g tecido™),
peroxidase (mg.g tecido™), FAL (UAbs.ug prot.mL™) compostos fenélicos (mg.GAE.g-1),
em de mudas de E. benthamii pulverizadas com os 6leos essenciais de M. alternifolia, C.

sylvestris e E. uniflora e avaliadas depois de 30 dias.

. . . - FAL Compostos
Tratamento A(f#carfs LOt_?'s mPro'ielr;gs{ Pero?lﬂisgl(mg.g (UADbs.ug fendlicos
9.9 tecido™) (mg.g tecido™) ecido) prot.ml™?) (mg.GAE.g-1)
Testemunha 11,488ns 0,159ns 30,644ns 0,228ns 579,497ns
M. alternifolia 29,950 0,186 33,994 0,203 449,016
C. sylvestris 14,579 0,174 79,669 0,175 445,547
E. uniflora 25,381 0,180 30,115 0,138 409,687
CV % 23,68 13,79 5,39 6,68 10,32
p 0,1238 0,4407 0,5872 0,4760 0,1621

ns — ndo significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Isso demonstrou que o efeito indutor de defesa ndo é permanente, uma vez que, aos
trés dias apds a aplicacdo obteve resultados contrarios com efeito significativo destes
tratamentos sobre as mesmas variaveis citadas, sendo excecdo apenas para fenois (Tabela 9).

A maioria dos estudos realizados (RODRIGUES et al., 2006; COUTO et al., 2009)
com uso de indutores de resisténcia a patdgenos avalia a atividade metabolica de defesa nos
primeiros dias, pelo fato do mesmo talvez ndo permanecer na planta por periodo prolongado.
Ressalta-se que destes trabalhos (DEBONA et al., 2009; MORAES et al., 2009; BARROS,
2011), a maioria envolve culturas anuais, 0 que poder-se-ia ser diferente para uma cultura
perene como do eucalipto, fato ndo comprovado nestes experimento.

Apos a pulverizagdo de tais indutores € esperado aumento nas taxas de proteinas da
planta, uma vez que, podem desencadear para expressdo genica de defesa, fato este obtido
apos aplicacdo de oleos de M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora, no qual apresentaram

superioridade em relacdo a testemunha. Isso j& permite demonstrar que 0 comportamento
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metabdlico da planta com aplicacdo de tais indutores ja foi alterado. Contudo, observou-se
aumento com superioridade estatistica na atividade da enzima de defesa FAL, pelos dados

obtidos para testemunha e, pelo uso de M. alternifolia e C. sylvestris (Tabela 10).

Tabela 10: Concentracdo de aclcares totais (mg.g tecido™), proteinas (mg.g tecido™),
peroxidase (mg.g tecido™), FAL (UAbs.ug prot.mL™) e compostos fenélicos (mg.GAE.g-1),
em de mudas de E. benthamii pulverizadas com os 0leos essenciais de M. alternifolia, C.

sylvestris e E. uniflora e avaliadas depois de trés dias.

Trat t ?g;]c_ares Proteinas Peroxidase zzl,JL\AI\_b lsiorplpostos

ratamento otais " A S.g enolicos
(mg.g tecido™) (mg.gtecido™)  (mg.g tecido”) prot.mL™Y) (mg.GAE.g-1)

Testemunha 4,047b 0,056h 43,448b 1,277a 499,349ns

M. alternifolia 7,344a 0,096a 52,551ab 0,512ab 513,786

C. sylvestris 4,926b 0,090a 58,107a 0,540ab 551,057

E. uniflora 7,918a 0,103a 63,389 0,398b 528,302

CV% 22,46 17,34 10,54 10,43 6,60

p 0,0043 0,0041 0,0023 0,0122 0,2345

ns — ndo significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
*Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre estatisticamente entre si, pelo teste de Duncan a
(<0,05).

Isso demonstra o efeito de inducdo a defesa, obtido pelos dleos de M. alternifolia e
C. sylvestris, necessitando-se comprovar especificamente se esta expressdo pode inibir a
atividade do inseto T. peregrinus em viveiro. Campos et al., (2003) observaram que plantas de
feijoeiro tratadas com &cido salicilico desencadearam a expressdo FAL ativando rotas de
defesa da planta. Lorencetti et al., (2015) também observaram que os produtos alternativos
Rotenat CE® e Topneem® apresentaram tem agdo comprovada como indutores de resisténcia
em cotilédones de soja, expressando valores elevados da atividade da FAL.

Acredita-se que a resposta da superioridade com a FAL para testemunha pode ter
sido em decorréncia do menor valor de acucares totais obtido, desencadeando provavelmente,
estresse da planta pela falta de fotoassimilados, possibilitando através dessa enzima produzir
compostos de defesa para sobrevivéncia do mesmo no ambiente.

A FAL ¢ enzima que possibilita a expressdo de varios compostos como lignina,
flavondides (antocianinas), fitoalexinas e o acido salicilico (EMILIANI et al., 2009;
VERMERRIS; NICHOLSON, 2006) sendo os compostos fendlicos responsaveis pela

sobrevivéncia da planta em ambiente em condigdo de estresse, esse estresse, desencadeia a
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transcricdo do RNA mensageiro que codifica a FAL aumentado sua quantidade na planta, o
que, estimula a sintese de compostos fenolicos (CHITARRA; CHITARRA, 2005)

Como o aumento nos niveis de acgucares totais depois de trés dias da pulverizacdo
dos Oleos essenciais, que esta diretamente envolvido no metabolismo primario vegetal,
servindo-se de substrato para rotas do metabolismo secundario, que pode sustentar a producao
de compostos fenolicos através da rota de dos fenilpropandides, acredita-se que sua falta pode
ter desencadeado para uma rota especifica, nesse caso a FAL, causada pelo estresse interno.

Além disso, tem-se também como hipdtese o fato da testemunha ter sido estimulada
a continuar produzindo FAL pela possivel producdo de salicilatos volateis liberados por
plantas tratadas com os 06leos essenciais proximos a ela, conforme condicdo experimental.
Esses volateis podem alcancar as plantas a longas distancias da fonte emissora e agir nas
respostas sistémicas adquiridas dessas plantas de forma ativar as rotas de defesa quimicas
(HEIL; TON, 2008).

Observou-se pela aplicacdo dos 6leos de E. uniflora, M. alternifolia e C. sylvestris
obteve-se maiores médias para peroxidase, sendo a menor com testemunha (Tabela 10).

A peroxidase é uma enzima que esta presente em microrganismos, plantas e animais
e possui a finalidade de catalisar a oxirreducdo de hidrogénio e seus redutores. Nas plantas
sdo observadas muitas peroxidases, no entanto algumas sdo induzidas durante o estresse
causado por patogenos (HIRAGA et al., 2001). As peroxidases oxidam substratos organicos
por meio da eliminacdo do peroxido de hidrogénio, espécie reativa de oxigénio e aceptora de
elétrons.

Essas enzimas participam do crescimento e do desenvolvimento vegetais, da
destoxificacao celular e de mecanismos de defesa como cicatrizacdo de ferimentos e oxidagéo
de compostos fenodlicos (BAYSAL et al., 2003), além de terem importante papel na
polimerizacédo final da lignina, oxidando as hidroxilas dos grupos fendlicos, aumentando o seu
teor nos tecidos vegetais. As mudancas na atividade das peroxidases tém sido frequentemente
correlacionadas com o potencial de contribuicdo na defesa das plantas (PASCHOLATI, 2011,
PINTO et al., 2011; STANGARLIN et al., 2011).

Esse resultado ndo descarta a possibilidade de uso dos 6leos de E. uniflora como
indutor de defesa para mudas de eucalipto, uma vez que desencadeou aumento em uma das
rotas de defesa.

Em geral, o 6leo de M. alternifolia foi o que apresentou superioridade em todas as
variaveis analisadas apos trés dias de sua aplicagdo (Tabela 10). Isso pode estar relacionado a

possivel superioridade obtida com o teor de agUcares totais obtido com este 6leo, juntamente



a7

com o de E. uniflora. A elevacdo dos teores de agUcares totais pode estar relacionada ao
aumento da atividade metabodlica das plantas induzidas, pois os ciclos metabolicos estdo
integrados e um processo de inducdo de compostos do metabolismo secundario pode afetar o
metabolismo primario do carbono, como a glicdlise, pentose fosfato ou ciclo do &cido citrico
(MAZARO, 2007).

Esses resultados estdo de acordo com os reportados por TANG et al. (1996) com
Arabidopsis thaliana (L. Heynh.) (erva-estrelada) em folhas infectadas pelo Albugo candida
onde houve aumento na concentracdo de acglcares totais. Em plantas jovens de Shizolobium
amazonicum (Huber ex Ducke) (paricd) e S. parahyba (Huber ex Ducke) (guapuruvu)
submetidas a dois ciclos de deficiéncia hidrica constatou-se aumento dos teores de agucares
totais (CARVALHO, 2005). Diferentes situacbes de estresse, inclusive por ataque de

patdgenos, causam direta ou indiretamente acimulo de agucares totais (ROITSCH, 1999).
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CONCLUSAO

Os 06leos essenciais de M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora apresentaram efeito
inseticida sobre T. peregrinus na fase adulta. O 6leo essencial de E. uniflora apresentou efeito
inseticida sobre adultos, ninfas de 3° instar e ovos de T. peregrinus mostrando-se seletivo ao
parasitoide de ovos C. noackae quando aplicado pos-parasitismo (1dia).

Contudo, mesmo que o 6leo essencial de E. uniflora tenha afetado alguns pardmetros
bioldgicos de C. noackae em laboratdrio, 0 mesmo pode ser que ndo ocorra em campo, pois
0s produtos podem néo entrar em contato direto com o ovo de T. peregrinus.

Os 06leos essenciais de M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora possuem potencial
como indutores de mecanismos de defesa em mudas de E. benthamii apos trés dias de suas

aplicacdes nas mesmas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os oleos essencias de Melaleuca alternifolia, Casearia sylvestris e Eugenia uniflora
apresentam toxicidade a T. peregrinus, destacando o 6leo essencial de E. uniflora (0,75%) que
causou mortalidade em adultos, ninfas de 3° instar e ovos de T. peregrinus. O mesmo 0leo,
qguando testado sobre o parasitoide C. noackae, mostrou-se seletivo ao parasitoide quando
aplicado pos-parasitismo (1dia).

Estes Oleos essenciais, M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora, também possuem
potencial como indutores no mecanismo de defesa em E. benthamii, trés dias depois de
pulverizados. O dleo essencial de E. uniflora novamente apresenta destaque por provocar
aumento nos acucares totais, proteinas e peroxidase.

Dada a importancia das plantas inseticidas, seja na forma de éleos essenciais ou
visando a selecdo de compostos especificos, novos trabalhos podem ser realizados. Novos
bioensaios com o0s Gleos essenciais de M. alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora poderao ser
realizados para testa-los em diferentes concentracbes, diferentes tempos de tratamento e
avaliacdo, avaliacdo sobre T. peregrinus a campo, avaliagdo de seletividade sobre outros
organismos ndo-alvos, testes de repeléncia e toxicidade sobre outros insetos-praga. Além
desses fatores, também pode-se avaliar estes 6leos na inducdo de resisténcia sobre outras
espécies de Eucalyptus e também em diferentes tempos de coleta do material para as analises
bioquimicas, bem como estudos para identificar e isolar os compostos quimicos que

apresentam maior potencial inseticida dessas plantas.
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APENDICE A

Tabela 1: Analise de variancia (ANOVA) aclcares totais (mg.g tecido™), proteinas (mg.g
tecido™), peroxidase (mg.g tecido™), FAL (UAbs.ug protmL™) e compostos fendlicos
(mg.GAE.g-1) em de mudas de E. benthamii pulverizadas com os 06leos essenciais de M.

alternifolia, C. sylvestris e E. uniflora e avaliadas depois de 30 dias e trés dias.

Tratamento (30 dias) Tratamento (3 dias)
GL SQ QM F P GL SQ QM F P
Aclcares Totais (mg.qg tecido™)
Tratamento 3 11,6554 3,8851 2,3498 0,123 Tratamento 3 41,7483 13,9161 7,5076 0,004

Residuo 12 19,8412 1,6534 Residuo 12 22,2432 1,8536
Totais 15 31,4967 Totais 15 63,9915
Proteinas (mg.g tecido™)
Tratamento 3 0,0016 0,0005 0,9571 0,440 Tratamento 3 0,0051 0,0017 7,6019 0,004
Residuo 12 0,007 0,0005 Residuo 12 0,0027 0,0002
Totais 15 0,0087 Totais 15 0,0078

Peroxidase (mg.g tecido™)
Tratamento 3 33,0991 11,0330 0,7250 0,587 Tratamento 3 871,6613 290,5537  8,8322 0,002

Residuo 12 182,6145 15,2178 Residuo 12 394,7672 32,89726
Totais 15 215,7137 Totais 15 1266,4286
FAL (UAbs.mg™ de proteina.mL™)
Tratamento 3 0,0246 0,0082 0,9018 0,476 Tratamento 3 0,5950 0,1983 5,6017 0,012
Residuo 12 0,1095 0,0091 Residuo 12 0,4249 0,0354
Totais 15 0,1342 Totais 15 1,0199

Compostos fenélicos (mg.GAE.g-1)
Tratamento 3 33,4441 11,1480 2.0389 0,162 Tratamento 3 5838,1927  1946,0642 1,6298 0,234
Residuo 12 65,6116 5,4676 Residuo 12 14328,4541 1194,0378
Totais 15 99,0557 Totais 15 20166,6469






