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RESUMO

TAMASHIRO, Luiza Akemi Goncalves, D. Sc. Universidade Federal do Espirito Santo.
Agosto de 2021. Métodos de manejo para Liriomyza sativae Blanchard, 1938
(Diptera:Agromyzidae) Orientador: Prof. Dr. Dirceu Pratissoli.

As moscas minadoras (Liriomyza spp.) (Diptera: Agromyzidae) séo insetos cosmopolitas e
alimentam-se de grande variedade de hospedeiros preferencialmente pertencentes a familia
Fabaceae, Curcubitaceae e Solanaceae. Desenvolvem-se no mesdfilo foliar, ocasionando
na formagédo de galerias nas folhas. As injurias podem resultar em reducdo da taxa
fotossintética da planta, secagem e perda das folhas e consequentemente reducao na
producao de frutos. A aplicacdo de inseticidas sintéticos é a principal estratégia de controle
para essas espécies praga. Entretanto, o uso excessivo desses produtos ocasionam
problemas como contaminagdo humana e ambiental e resisténcia de genotipos. Dessa
forma, pesquisas relacionadas a estratégias de manejo mais sustentaveis sao de grande
relevancia. O objetivo dessa pesquisa foi desenvolver estratégias alternativas de controle
como estudos com (1) substancias atrativas a base de vinagres, melago, acuUcares e
proteina hidrolisada para captura de adultos de L. sativae, (2) efeito inseticida e deterrente
dos 6leos de alecrim, eucalipto, citronela, liméo siciliano, gengibre e nim e dos compostos
majoritarios d-limoneno, citral, citronelal, 1,8 cineol/eucaliptol e canfora sobre diferentes
fases de L. sativae, (3) avaliar a compatibilidade de nematoides entomopatbgenicos com os
Oleos de alecrim, eucalipto, citronela, gengibre e nim e os compostos majoritarios d-
limoneno e canfora sobre L. sativae. A partir dos resultados obtidos, verificou-se que: (1) a
formulacao contendo vinagre de banana (10% v/v), melaco (10% v/v) e acido citrico (0,5%
v/v) e a contendo acgucar invertido (3% v/v), melago (5% v/v), proteina hidrolisada (0,5% v/v)
e acido citrico (0,5% v/v) capturaram o maior nimero de adultos de L. sativae durante o
periodo de 12 e 14 dias, respectivamente, em comparacao as outras formulacoes; (2) o 6leo
essencial de citronela apresentou a maior toxicidade em larvas de L. sativae e o 6leo de nim
a maior deterréncia em adultos em comparacao aos outros 06leos; (3) os 6leos e compostos
majoritarios ocasionaram mortalidade, reducao no nimero de batidas laterais do corpo e

infectividade dos nematoides, principalmente os 6leos de eucalipto, gengibre e alecrim.

Palavras-chave: Mosca Minadora. Substancias atrativas. Inseticidas botanicos. Nematoides
entomopatogénicos.



ABSTRACT

TAMASHIRO, Luiza Akemi Goncalves, D. Sc. Universidade Federal do Espirito Santo.
Agosto de 2021. Management methods of Liriomyza sativae Blanchard, 1938
(Diptera:Agromyzidae). Orientador: Prof. Dr. Dirceu Pratissoli.

Leafminer (Liriomyza spp.) (Diptera: Agromyzidae) are insects distributed throughout the
world, have a polyphagous habit, feed on a wide variety of hosts belonging to the Fabaceae,
Curcubitaceae and Solanaceae family. They have developmental behavior in the leaf
mesophyll, causing the formation of galleries in the leaves. The injuries can result in a
reduction in the photosynthetic rate of the plant, drying and loss of leaves and, consequently,
a reduction in fruit production. The application of synthetic insecticides is the main control
strategy for these pest species. However, the excessive use of these products causes
problems such as human and environmental contamination and genotype resistance. Thus,
research related to more sustainable management strategies is of great relevance. The
objective of this research was to develop alternative control strategies through studies with
(1) attractive substances for the capture of adults of L. sativae (2) insecticidal and deterrent
effect of essential oils and major compounds on different phases of L. sativae, 3) evaluate
the compatibility of entomopathogenic nematodes with essential oils, fixed oils and major
compounds in the infectivity of L. sativae larvae. From the results obtained, it was found that:
(1) formulations containing banana vinegar (10%), molasses (10%) and citric acid (0.5%) and
invert sugar (3%), molasses (5%), hydrolyzed protein (0.5%) and citric acid (0.5%) captured
the largest number of adults of L. sativae during the period of 12 and 14 days, respectively,
compared to the other formulations, (2) citronella essential oil showed the highest toxicity in
L. sativae larvae and neem oil the highest deterrence in adults compared to other oils, (3)
essential oils, fixed oils and major compounds caused mortality, reduced number of lateral
body strokes and infectivity in L. sativae larvae, with emphasis on eucalyptus, ginger and
rosemary oils. The evaluated strategies can be used to help reduce the population of L.

sativae in integrated management programs.

Keywords: Leafminer. Attractive substances. Botanical insecticides. Entomopathogenic
nematodes.
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1 CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Dentre os entraves da producao agricola no Brasil, a ocorréncia de insetos praga destaca-se
como um dos principais, pois dependendo dos niveis de infestacdo, as perdas sao
significativas na produc¢ao. Tratando-se do cultivo de plantas pertencentes principalmente as
familias Solanaceae, Fabaceae e Curbitaceae e de plantas ornamentais, 0s insetos
pertencentes ao género Liriomyza sdo de grande importancia, uma vez que podem
ocasionar reducdo da producdo e consequentemente perdas econdmicas para o produtor
(REITZ; GAO; LEI, 2013).

Esses insetos sdo pertencentes a Ordem Diptera, Familia Agromyzidae e popularmente
conhecidos como moscas minadoras. Sao polifagos, as larvas alimentam-se do mesdfilo
foliar e possui o comportamento de construcdo de galerias nas folhas. Dessa forma, ha a
reducdo da area foliar na planta bem como de sua taxa fotossintética, ocasionando perdas
na producdo e na qualidade dos frutos. Além disso, em infestacbes de grande porte, as

folhas tornam-se extremamente ressecadas e quebradicas (GUIMARAES et al., 2009a).

A principal tatica de manejo dessa praga ocorre por meio de pulveriza¢cdes com agrotoxicos,
com destaque para os ingredientes ativos Abamectina e Ciromazina, 0s quais possuem
acao translaminar e atingem as larvas no interior da folha (WEI et al., 2015). Entretanto, o
uso excessivo pode ocasionar problemas de resisténcia a esses produtos devido a selecdo
de gendtipos, tornando o manejo menos eficaz (DEVKOTA et al., 2016). Surtos
populacionais de Liriomyza spp. tém ocorrido em diversas regides do Brasil devido a fatores
como resisténcia a inseticidas, cujo fato alterou o status de praga secundaria para praga
chave em cultivos de tomateiro e meloeiro (NUNES et al., 2013; PARISH et al., 2017).

Embora o uso do controle convencional e a auséncia de amostragem levando em
consideracdo o nivel de controle sejam as estratégias de controle mais utilizadas, o Manejo
Integrado de Pragas (MIP) vem destacando-se no cenario agricola devido aos problemas
relacionados ao uso excessivo de defensivos e também ao aumento da demanda por
procura de produtos livres de residuos (ALYOKHIN et al. 2015). Dessa forma, a integracao
de diversos métodos de controle que sejam compativeis entre si, cuja abordagem € a base
do MIP pode auxiliar na reducdo de picos populacionais de insetos pragas e contribuir para
uma producdo agricola mais sustentavel (ALLAHYARI etal. 2016; PRATISSOLI et al.,
2019).
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Dentre os métodos alternativos para o0 manejo de pragas, 0os quais podem ser utilizados em
programas de Manejo Integrado, tém-se as armadilhas geralmente constituidas por
semioquimicos atrativos ou substancias alimentares cuja funcao é atrair os insetos adultos e
captura-los, contribuindo para a redugcédo populacional (MANOUKIS; HALL; GEIB, 2014).
Além da possibilidade de reducdo da infestacdo da praga, o uso de armadilhas atrativas
pode facilitar sua detecgdo e monitoramento no ambiente (AZEVEDO et al., 2012). Diversos
estudos envolvendo armadilhas e produtos com fungédo atrativa como substancias
fermentadas, melacgo, acucares, suco de frutas e proteinas tém sido desenvolvidos com o
intuito de incrementar o manejo de pragas, principalmente para ordem Diptera como as
moscas das frutas (RAGA et al., 2006; AZEVEDO et al., 2012; LANDOLT, ADAMS, ROGG,
2012; LASA; TADEO, 2015; CANDIA et al., 2019; HAFSI et al., 2020).

O uso de biopesticidas como o0s inseticidas botanicos também pode ser uma estratégia
utilizada em programas de Manejo Integrado de Pragas. Embora sejam considerados
inseticidas, quando comparados aos sintéticos apresentam menor toxicidade a outros
organismos além de menor efeito residual em alimentos (WALIA et al. 2017). Uma grande
variedade de compostos presentes em 6leos essenciais foram estudados e demonstraram
resultados promissores na mortalidade, repeléncia, acdo antialimentar e efeitos subletais em
varios grupos de insetos como em pulgdes (Hemiptera: Aphididae) (SANTANA et al., 2014;
KIMBARIS et al., 2017), mosca branca (Hemiptera: Aleyrodidae) (ABOU-FAKHR HAMMAD
et al. 2014); tripes (Thysanoptera: Thripidae) (NAJMIZADEH et al. 2013), traca do tomateiro
(Lepidoptera: Gelechiidae) (AIT TAADAOUIT etal.,, 2012) e colebpteros de graos
armazenados (Coleoptera: Curculionidae) (MAGALHAES et al., 2015).

Outra estratégia € o controle biolégico com o0 uso de nematoides entomopatogénicos,
ferramenta eficaz para diversos grupos de insetos (WOLTZ et al., 2015; FOELKEL,
MONTEIRO, VOSS, 2016). As principais familias de nematoides entomopatogénicos
utilizadas sédo Steinernematidae e Heterorhabditidae (BRIDA et al.,, 2021), com diversas
espécies distribuidas em territorio brasileiro (BRIDA et al., 2017).

Esses agentes de controle possuem associacdo simbidtica com bactérias que sao liberadas
na hemocele dos insetos ocasionando a mortalidade dos mesmos (SABINO et al., 2017).
Levando em consideracdo a base do manejo integrado de pragas, a compatibilidade desses
organismos com inseticidas sintéticos e ou botanicos é de grande relevancia para a

associacgdo de diferentes estratégias de controle (ROHDE et al., 2013).
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Diante dos problemas ocasionados pelo uso excessivo e incorreto dos inseticidas sintéticos,
o desenvolvimento de técnicas de manejo com o intuito de reduzir o uso € de grande
importancia para a producdo de alimentos de melhor qualidade e para a redugcdo dos
problemas de contaminag&o. Para o controle de Liriomyza spp. sdo poucos os estudos que

envolvem técnicas complementares ao controle quimico e contribuam para essa reducéo.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento de métodos de manejo para
reducdo de populacdes de mosca minadora, por meio do uso de substancias atrativas,
aplicacdo de 6leos essenciais, fixos e compostos majoritarios visando a mortalidade das
larvas e a deterréncia em adultos e a compatibilidade de nematoides entomopatogénicos

com 6leos essenciais, fixos e compostos majoritarios sobre as larvas de Liriomyza sativae.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Aspectos gerais do género Liriomyza
1.2.1.1 Distribuicéo geografica

O género Liriomyza é composto por aproximadamente 376 espécies, com 23 espécies
consideradas de importancia econémica com destaque para Liriomyza huidrobensis
(Blanchard, 1926), Liriomyza trifolli (Burgess, 1880) e Liriomyza sativae Blanchard, 1938
(ZHANG, YU, ZHOU, 2000; KANG et al. 2009; GAO et al. 2017), as quais estdo presentes
em todo territorio brasileiro. (GUIMARAES et al, 2009a).

As espécies pertencentes ao género Liriomyza estdo amplamente distribuidas,
principalmente nas regiées que domina o clima temperado, com poucas espécies nas
regides tropicais. O centro de origem das trés espécies de maior importancia econémica é a
América do Norte, aproximadamente no leste dos Estados Unidos e Canada (PARRELA,
1987; WEINTRAUB et al., 2017).

Os primeiros relatos ocorreram em 1948 na Florida, e desde entdo tém ampliado sua
distribuicdo com novos registros em diversos continentes. No final da década de 60, houve a
expansao das principais espécies de importancia econdmica, as quais se dispersaram para
todos os continentes devido ao comércio de plantas infectadas (REITZ; GAO; LEI, 2013). No
Brasil, os primeiros registros ocorreram na década de 60, no estado de Sdo Paulo com
ocorréncia das espécies L. huidobrensis (ROSSETO E MEDONCA, 1968) e L. sativae
(NAKANO; WIENDL; MINAMI, 1967) associadas aos diversos cultivos.
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1.2.1.2 Morfologia externa e biologia

Os adultos sdo pequenos, medem aproximadamente entre 1 a 3 mm de comprimento e as
asas medem de 1,25 a 2,25 mm. O térax e abdome possuem coloragdo cinza escuro e
possuem manchas amarelas no escutelo e abdome (SPENCER; STEYSKAL, 1986).
Geralmente as fémeas sdo maiores que 0s machos e sua diferenciagéo € realizada por meio
de observacdo da presenca da bainha do ovipositor, chamada oviscapo (COSTA LIMA et
al., 2015). As puncturas sao realizadas pelo aparelho reprodutor das fémeas com o intuito
de alimentagdo e oviposicdo. De acordo com Bethke e Parrella (1985), as puncturas
destinadas a oviposi¢do sdo em forma de leque devido & movimentacgéo lateral do abdome
enquanto que as puncuturas circulares sdo destinadas a alimentacdo. Os machos
dependem das fémeas para se alimentar, uma vez que nao possuem capacidade de
produzir suas proprias puncturas. A variagdo do numero de puncturas para alimentacdo e as
destinadas a postura é de acordo com a espécie de planta hospedeira (MARTIN, et al.,

2005a).

Os ovos sdao translucidos, com formato oval e medem média de 0,10 mm de comprimento e
0,2 mm de largura. S&o depositados no mesofilo foliar e de acordo com seu
desenvolvimento tornam-se esbranqui¢cados (PARRELLA, 1987).

As larvas sdo do tipo vermiforme e possuem trés instares, que séo diferenciados de acordo
com o tamanho do corpo e do aparelho bucal. Alimentam-se do parénquima paligadico,
ocasionando galerias serpentiformes nas folhas. Quando atingem o terceiro instar, as larvas
cessam sua alimentacéo, deixam as folhas e geralmente caem no solo para transformarem-
se em pupas as quais possuem coloracdo variando entre o amarelo e alaranjado e medem
cerca de 2 mm (GUIMARAES et al. 2009a).

Segundo Costa Lima (2009), o ciclo bioldgico da espécie L. sativae é de aproximadamente
17 dias em plantas de feijdo caupi (Vigna unguiculata), a temperatura de 25°C e umidade
relativa de 50%. A média do periodo de incubacéo dos ovos é de 2,8 dias até eclodirem as
larvas que permanecem nesse estagio por média de 4,9 dias até transformarem-se em

pupas. Essa fase considerada é considerada a mais longa com aproximadamente 8,9 dias.

1.2.1.3 Plantas hospedeiras
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Dentre as espécies pertencentes a familia Agromyzidae, o género Liriomyza é considerado
0 maior com numero de espécies polifagas, uma vez que esse habito ndo é comum nos
representantes dessa familia (SCHEFFER et al., 2007).

Tratando-se das trés espécies de maior importdncia econémica, a espécie L. trifolli foi
associada a aproximadamente 55 espécies hospedeiras no estado da Flérida, nos Estados
Unidos, enquanto que L. huidobrensis a 50 espécies e L. sativae a 40 espécies distribuidas
em 10 familias, com destaque para as Solanacea e Fabaceae (CAPINERA et al. 2001).
Recentemente, Weintraub et al. (2017) descreveram 365 espécies de plantas hospedeiras
distribuidas em 49 familias, considerando 32% das plantas como espécies cultivadas, 18%

plantas ornamentais e 50% plantas espontaneas.

No Brasil, as trés espécies sdo comumente observadas em diversas culturas, principalmente
aguelas pertencentes as familias Solanaceae, Fabaceae, Curcubitaceae e em plantas
ornamentais (ARAUJO et al., 2013). Dentre as culturas de maior importancia econdmica,
destaca-se o cultivo de batata (BUENO et al., 2007; ALVES et al, 2014); pepino (BASIJ et
al., 2011); tomate (LOPES-FILHO 1990; PRATISSOLI et al., 2015); melancia (ROSSETO;
MENDONCA, 1968); meldo (AZEVEDO et al., 2005; NUNES et al., 2013), cebola
(MICHEREFF-FILHO et al., 2012), alho (SOARES et al.,2020), café (SILVA et al. 2015),
feijdo (BUENO et al., 2007), crisdntemo (POLANCZYK et al., 2008), beterraba, acelga, nabo
e abObora (COSTA et al., 1961).

1.2.1.4 Danos e importancia econdémica

As perdas ocasionadas pelas espécies pertencentes ao género Liriomyza estdo
relacionados as galerias formadas pelas larvas nas folhas, as quais reduzem a capacidade
fotossintética das plantas bem como o teor de agucares dos frutos. De acordo com o nivel
de infestacdo, pode ocorrer a queda prematura das folhas devido ao seu ressecamento,
como ocorre em plantas de meldo na regido do Nordeste (COSTA LIMA, 2009, ARAUJO et
al., 2013). Além disso, o comportamento de confeccionar galerias nas folhas pode interferir
no valor estético das plantas ornamentais, gerando a reducdo do valor comercial das
mesmas (PARRELA; ALLEN; MORICHITA, 1981; FOBA et al. 2015).

De acordo com o nivel de infestacdo das larvas de Liriomyza spp. nas plantas, bem como a
espécie hospedeira, a area foliar danificada e os aspectos fisiolégicos, como a taxa
fotossintética podem ser maiores ou menores. Em plantas de tomate, a area foliar danificada
pela presenca de uma larva por foliolo é de 0,37cm?, enquanto que de oito larvas por foliolo

€ de aproximadamente 2,09cm? (LEE et al., 2004). Em plantas de feijdo, h4 uma reducao de
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uma média de 12,2%, 31,3% e 98,3% da area foliar na presenca de uma a cinco larvas, seis
a 15 larvas e 16 a 25 larvas de L. trifolli por folha, respectivamente (YILDIRIM et al., 2010).
No Brasil, em cultivos de meldo, a &rea foliar consumida pela presenca de uma larva de L.
sativae por folha é de aproximadamente 1,2cm? e de 30 larvas por folha é de 40,8cm?, valor
que corresponde a 44% da area foliar total. A reducdo da taxa fotossintética com esse
mesmo numero de larvas por folha foi reduzida em 50,7% (COSTA et al, 2017).

No Brasil, Liriomyza spp. tém ocasionado problemas em diversas culturas. Nas principais
regides produtoras de meldo, como Rio Grande do Norte, Ceara e Bahia, sdo consideradas
como pragas chaves, responsaveis por perdas de aproximadamente 40% da producédo na
safra de 2013. No estado de Minas Gerais, um estudo relacionado aos danos econdémicos
de L. huidobrensis em cultivos de batata, mostrou que em baixa infestagdo desta praga, o
custo de producao por hectare foi de R$ 15.433,00 enquanto em altas infestagfes, o custo
foi de R$28.316,00 devido a maiores quantidades de aplicagbes de agrotoxicos (ALVES et
al., 2017).

1.2.2 Métodos de controle para o género Liriomyza

1.2.2.1 Métodos fisicos
1.2.2.1.1 Armadilhas adesivas

O uso de armadilhas adesivas amarelas foi relatado por diversos pesquisadores destacando
a eficacia na captura de adultos de Liriomyza spp. Essa estratégia é considerada a primeira
alternativa de manejo ao controle quimico (TYRON, 1981; CHANDER 1981). Segundo
Chavez; Raman (1987), cartbes amarelos de 16x16 cm cobertos com cola e posicionados a
60 cm do solo foram eficazes na captura de adultos de L. huidobrensis em cultivos de
tomate em comparagdo a bandejas amarelas contendo dgua e detergente e armadilhas

semelhantes a McPhail utilizada para mosca das frutas.

Em cultivos de aipo na Florida, a maior atratividade de L. huidobrensis se deu em
armadilhas amarelas, seguidas pela cor verde em comparacgéo as cores branca, roxa, azul e
vermelha, enfatizando a melhor resposta desses insetos a tais comprimentos de onda
(MARTIN et al.,, 2005b). Na Turquia, em cultivos de algoddo, o emprego de armadilhas
adesivas amarelas foi eficiente na captura de adultos de L. trifolli & uma altura de 25 cm, na
posicdo horizontal, com média de 112,4 adultos por armadilha em um periodo de 24 horas
(GENCSOYLU, 2006).
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Além do uso como alternativa de controle, as armadilhas amarelas sdo comumente
utilizadas como ferramenta para monitoramento em cultivos como crisantemo na Califérnia
(PARRELA; JONES, 1987), batata como parte do programa de manejo integrado de pragas
na Argentina, (LOPEZ et al., 2010) bem como em diversos cultivos em casa de vegetagao
na China (KANG et al. 2009, CHEN et al. 2011) ou para desenvolvimento de diversos
estudos como a influéncia do periodo do dia na atividade de L. trifolli em meloeiro
(GUIMARAES et al., 2009b).

No Brasil, 0 uso de armadilhas adesivas amarelas em cultivos de meldo na regido Nordeste
tem-se mostrado bastante efetivo na reducdo de populacdes de adulto de L. sativae
(GUIMARAES et al., 2005).

1.2.2.1.2 Armadilhas luminosas

Como armadilha luminosa, diferentes cores de luzes de LED foram avaliadas com o intuito
de atrair adultos de L. trifolli em comparacgéo a luz negra comumente utilizada no manejo de
pragas. Os adultos responderam positivamente a cor verde, cujo comprimento de onda
(5204£5 nm) corresponde a faixa de melhor percepcédo nessas espécies (KIM; LEE, 2014;
PARK; LEE, 2017).

1.2.2.2 Métodos por comportamento

1.2.2.2.1 Substancias atrativas

A percepcdo de substancias atrativas ou repelentes pelos insetos ocorre devido a
guimiorrecepgao, sistema responsavel pela captura de sinais quimicos provenientes de
odores e volateis de plantas. A resposta positiva ou negativa dos insetos em dire¢ao ao sinal
recebido ocorre pela percepcao das moléculas de odores, que ao entrar em contato com as
sensilas, presentes principalmente nas antenas, ocasionam um estimulo no sistema nervoso
e consequentemente a mudanca de comportamento (CHAPMANN, 1998). Devido ao fato
dos insetos responderem aos volateis presentes no ambiente, a manipulagdo dos mesmos
pode auxiliar no manejo de pragas, como o uso de substancias atrativas ou repelentes
(BRUCE; PICKETT, 2011).

De acordo com Goérski (2005), a eficdcia das armadilhas pode ser melhorada com a
combinacdo de substancias que promovam maior atratividade. Em cultivos de Gérberas na
Polbnia, os cartbes amarelos pincelados em sua parte inferior com 6leos essenciais de
pinho, manjericao e zimbro aumentaram a efetividade da armadilha em relacdo ao numero

de adultos de L. huidobrensis capturados em comparacdo aos cartdes com auséncia dos
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Oleos. Na Lituania, em cultivos protegidos de tomate, as armadilhas adesivas amarelas
foram acopladas a recipientes de plastico contendo solugdo de Salicilato de Metila como
substancia atrativa para captura de adultos de Liriomyza bryoniae (Kaltenbach, 1858). A
presenca da substancia otimizou o efeito das armadilhas, cujo resultado foi o dobro do
namero de adultos em comparacdo aquelas sem a presenca do atrativo. (BUDA;
RADZIUTE, 2008).

Estudos de diferentes substéncias atrativas em laboratérios evidenciaram que Liriomyza sp.
possuem preferéncia por solu¢cdes contendo sucos vegetais de folhas de feijao em
comparacdo a solucgdes acucaradas como acucar branco e melaco (NAKANO; SETTEN,
1982).

Por outro lado, Cruz (1988) ao estudar o efeito da atratividade do caldo de cana de acucar,
da proteina hidrolisada, do vinagre de maca, do vinagre de uva e da mistura de banana
amassada com melago observou que os adultos de Liriomyza sp. foram em sua maioria

mais atraidos por essa mistura em comparagdo as outras substancias estudadas.

A proteina hidrolisada que é um produto amplamente utilizado para captura de dipteros
como as moscas das frutas (RAGA et al., 2006; SCOZ et al., 2006; AZEVEDO et al., 2012;
CHA et al., 2014; BIASAZIN et al., 2018), favorece a captura de adultos de Liriomyza spp.
quando adicionadas as iscas toxicas em cultivos de meldo (GUIMARAES et al., 2005).

Ao contrario, em outros estudos em laboratério, os adultos de Liriomyza sp. mostraram-se
menos atraidos pela proteina hidrolisada quando submetidos a atracdo da mesma e de
substancias como mel e suco de meldo, demonstrando preferéncia pelo suco de meldo
(ROCHA et al, 2010).

1.2.2.3 Métodos culturais

A destruicdo de plantas espontaneas no ambiente de cultivo é fundamental para reduzir a
fonte de alimento e oviposicdo para Liriomyza spp. (CAPINERA, 2001). Esse trato cultural
pode ser de grande importancia, uma vez que 50% das espécies relatadas como plantas

hospedeiras de Liriomyza spp. sdo consideradas ervas daninhas (WEINTRAUB et al., 2017).

Em cultivos de meldo no Nordeste, o uso de tecido ndo tecido (TNT) como cobertura nas
plantas reduz o ataque de Liriomyza spp. nos primeiros 28 dias até o inicio do florescimento.
Nesse periodo, a cobertura é retirada para ndo influenciar na polinizagdo das flores
(GUIMARAES et al., 2005).
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1.2.2.4 Métodos de resisténcia de plantas

No Brasil, a avaliacao de diferentes genétipos de meloeiro quanto a resisténcia a Liriomyza
sp. foi avaliada e confirmada a ndo preferéncia dos adultos por plantas que possuem maior
rigidez da folha devido a espessura da epiderme (OLIVEIRA et al., 2017; CELIN et al.,
2017).

Na mesma cultura, dentre os 23 acessos de meloeiro avaliados quanto a resisténcia para
Liriomyza spp. apenas um mostrou-se menos favoravel a infestacdo. Além do menor
namero de galerias por folha, ndo houve formacéo de pupas, enfatizando a resisténcia do
tipo antibiose (NUNES et al., 2013). Para Dias-Pini et al. (2016), os compostos secundarios
produzidos por diferentes gendtipos de meloeiro atuam no metabolismo de larvas de L.

sativae, interferindo no seu desenvolvimento.

Segundo Celin et al. (2017), a maioria dos genoétipos que conferiram algum tipo de
resisténcia a Liriomyza spp. possui caracteristicas qualitativas que ndo sao favoraveis ao
mercado, assim como 0 acesso resistente descrito por Nunes et al., (2013), apresentando
desvantagem em relacao a altura da planta e qualidade dos frutos.

Quanto a inducdo de resisténcia, o uso do silicio pode conferir resisténcia as plantas,
reduzindo o ataque de insetos praga e patdégenos, devido a formacdo de barreiras
mecanicas, como células da epiderme mais grossas e com maior grau de silicificacdo
(GOMES et al., 2005). Esse fator foi verificado por Parrela et al. (2007) em cultivos de
crisantemo na Flérida, por Polanczyk et al. (2008) nas mesmas plantas ornamentais
utilizando composto silicatado no estado do Espirito Santo e por Gomes; Moraes e Neri
(2009) em plantas de batata no Sul de Minas Gerais. Em ambos os trabalhos, foi observado
um menor numero de galerias ocasionadas por Liriomyza spp. em comparacdo as plantas

que ndo receberam o tratamento com silicio.

1.2.2.5 Métodos hiolégicos

1.2.2.5.1 Parasitoides

Os himenOpteros parasitoides sdo responsaveis por aproximadamente 50% da mortalidade
natural de Liriomyza spp., em ambientes naturais (VALADARES et al. 2001; SALVO,
FENOGLIO, VIDELA, 2005). Associados ao género Liriomyza foram descritos até o
momento uma meédia de 106 espécies distribuidas em cinco géneros pertencentes a familia
Braconidae, uma espécie da familia Diapriidae, oito géneros da familia Figitidae, 16 géneros

pertencentes a familia Eulophidae, oito géneros da familia Pteromalidae e dois géneros



21

pertencentes a familia Tetracampidae em todas as regides do mundo (WEINTRAUB et al.,
2017).

No Brasil, ha cerca de 12 espécies e 16 com relato apenas do género, distribuidas em 3
familias. O género Opius (syn. Phaedrotoma) é considerado o mais comum e com registro
no sul do Brasil (SANTOS et al., 2008), sudeste (WATANABE et al., 1992; PEREIRA et al.,
2002), nordeste (ARAUJO et al., 2007) e centro-oeste (GUIMARAES et al., 2010).

O controle de Liriomyza spp. utilizando parasitoides é comum na Europa, em cultivos em
campo aberto e em casa de vegetacdo. As espécies Dacnusa sibirica Telenga, 1934
(Hymenoptera: Braconidae) e Diglyphus isaea (Walker, 1838) (Hymenoptera: Eulophidae)
sao utilizadas comercialmente como agentes de controle bioldégico em diversos paises do

continente Europeu, em cultivos agricolas e de plantas ornamentais (REDDY, 2016).

Em cultivos de meldo na regido Nordeste, a presenca dos parasitoides Opius scabriventris
Nixon, 1955 (Himenoptera: Braconidae) e Chrysocharis vonones Walker, 1839
(Hymenoptera: Eulophidae) motivou estudos relacionados a biologia bem como as
exigéncias térmicas, visando um futuro estabelecimento de programa de controle bioldgico
(COSTA-LIMA, CHAGAS, PARRA, 2014). Posteriormente, foi desenvolvido um sistema de
criacdo de parasitoides utilizando a espécie O. scabriventris como modelo sobre o
hospedeiro L. sativae (COSTA-LIMA et al., 2017).

1.2.2.5.2 Predadores

Quanto ao uso de predadores, ha registros de diversas espécies alimentando-se de larvas
de Liriomyza spp., porém nenhum considerado de grande relevancia quando comparados
aos parasitoides, levando-se em consideracdo o controle bioldgico aumentativo (COSTA-
LIMA, CHAGAS, PARRA, 2019).

Em cultivos de tomate em casa de vegetacdo na Europa, o mirideo predador Macrolophus
pygmaeus (Rambur, 1839) (Heteroptera: Miridae) foi registrado como predador de larvas de
L. trifolli, considerando o fato que as larvas sdo de tamanho semelhante as larvas de
primeiro instar de Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae), presa
preferencial desses predadores (DE BACKER et al., 2014). No mesmo cultivo, o predador
Macrolophus caliginosus Wagner, 1951 (Heteroptera: Miridae) em associacdo com o
parasitoide D. isae foi uma tatica de manejo que reduziu a infestagéo de Liriomyza spp. (LIU
et al., 2009).
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No Brasil, a avaliagdo em laboratério da capacidade de predagdo da mosca predadora
Coenosia attenuata Stein 1903 (Diptera: Muscidae), popularmente conhecida como mosca
tigre, sobre larvas de L. huidobrensis foi satisfatéria, enfatizando a capacidade de reducéo
das larvas em cultivos onde esse predador ocorre naturalmente (MARTINS, J. et al., 2012).
Segundo os dados do levantamento feito no Nordeste, sua presenca foi registrada em
cultivos de crisdantemo e tomate, que s&o plantas hospedeiras de Liriomyza spp. (COURI et
al., 2018).

1.2.2.5.3 Entomopatégenos
1.2.2.5.3.1 Fungos

Segundo YANO (2004), a utlizagcdo de fungos entomopatogénicos em Liriomyza spp.
apresenta dificuldade devido as larvas se desenvolverem no mesdéfilo foliar, protegidas pela
cuticula, reduzindo o contato entre os conidios e as mesmas. Embora seja observada essa
dificuldade, as espécies relatadas como colonizadores de Liriomyza spp. foram: Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912, Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin
1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae), Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown e Smith
1957 e Lecanicillium muscarium (Petch) Zare e Gams 2001 (Hypocreales: Cordycipitaceae).

A autoinoculacéo foi avaliada para a espécie L. huidobrensis em cultivos de feijao utilizando
um dispositivo modificado a partir da armadilha amarela Lynfield Trap®, contendo conidios
de M. anisopliae e B. bassiana. Ap6s 24 horas foi verificado que os adultos adquiriram
média de 4,1 + 0,7 x 10° conideos, aumentando sua contaminagdo com o tempo, atingindo
valor de 39,6 + 4,0 x 10° conideos ap6s cinco dias (MIGIRO et al., 2010). Foi verificado
também sobre adultos, o efeito de M. anisopliae, cuja colonizag&o reduz a alimentacdo bem

como a oviposi¢éo de L. huidobrensis (MIGIRO et al., 2011).

Em cultivos de feijdo no Quénia, a avaliagdo dos isolados de M. anisopliae, e B. bassiana
sobre Liriomyza sp, inoculados em semente, reduziram o numero de galerias nas folhas e
pupas formadas, apesar do grande nimero de puncturas de alimentacdo (GATHAGE et al.,
2016).

1.2.2.5.3.2 Nematoides entomopatogénicos

Os nematoides entomopatogénicos (NEP’s) sdo organismos que vivem no solo e possuem

trés fases de desenvolvimento: ovo, juvenil com quatro estadios (J1, J2, J3 ou Jl e J4) e
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adulto (DOLINSKI, 2006). A uUnica fase em que esses organismos sdo capazes de
sobreviver na auséncia do hospedeiro € no estadio juvenil (J3), também chamados de
juvenis infectantes (JI), em que permanecem no solo até encontrarem um hospedeiro e
continuarem seu desenvolvimento (DEVI, 2018). A mortalidade do hospedeiro ocorre
quando os juvenis alcangam a hemolinfa dos insetos e liberam as bactérias simbiéticas,
presentes no epitélio intestinal, as quais produzem uma ampla gama de toxinas (CAGNOLO
et al., 2004). Os nematoides se alimentam do hospedeiro, se desenvolvem e se reproduzem
(EBSSA; KOPPENHOFER, 2011). Poucas espécies de nematoides entomopatogénicos

foram relatadas como agentes de controle de Liriomyza spp. (LIU et al., 2009).

A espécie de nematoide entomopatogénico Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955)
(Rhabditida: Steinernematidae) foi avaliado como agente de controle para L. trifolli e
mostrou-se promissor na mortalidade de larvas de todos os instares (LEBECK et al., 1993;
HARA et al., 1993).

A suscetibilidade de larvas de segundo e terceiro instar de trés espécies de Liriomyza foi
confirmada em laboratorio ao nematoide entomopatogénico Steinernema feltiae Filipjev,
1934 (Rhabditida: Steinernematidae), resultando em uma mortalidade de aproximadamente
82,5% das larvas em folhas de tomate (WILLIAMNS; WALTERS, 2000).

Com a mesma espécie de nematoide entomopatogénico, S. feltie, a suscetibilidade de
larvas de L. sativae foi estudada em plantas de feijdo, cuja CLs, encontrada foi de 8.345
juvenis infectivos por mL e a CLgy de 74.598 juvenis infectivos por mL, mostrando que essa
espécie tem potencial para ser aplicada via foliar (EBRAHIMI; SHIRI; DUNPHY, 2016).

Gayatri e Duraimurugan (2019) mostraram em laboratério a viruléncia da espécie de
nematoide entomopatogénico Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976 (Rhabditida:
Heterorhabditidae) em larvas de dltimo instar de L. trifolli. A CLso foi de 54 juvenis infectivos

por larva em 24 horas e 37,8 juvenis infectivos em 48 horas.

O efeito da exposicdo direta da espécie de nematoide entomopatogénico S. feltie a
inseticidas utilizados para o manejo de Liriomyza sp. foi estudado em folhas de alface.
Embora os juvenis tenham ocasionado mortalidade nas larvas de mosca minadora, a
infectividade foi inferior em comparacéo aos juvenis que ndo foram submetidos a aplicacéo
dos inseticidas (HEAD; WALTERS; LANGTON, 2000).
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O principal método de manejo para Liriomyza spp. € o controle quimico (DEVKOTA et al.

2016). Para o controle de espécies do género Liriomyza, os ingredientes ativos mais

utilizados no mundo séo a Abamectina e Ciromazina (REITZ et al., 2013; GAO et al., 2017).

No Brasil, existem registros de diversos grupos quimicos para o controle de Liriomyza spp.
nas principais culturas de importancia econémica (Tabela 1).

Tabela 1 Ingredientes ativos e grupos quimicos registrados para espécies de Liriomyza nas respectivas culturas.

Espécie Grupo quimico

Ingrediente ativo Cultura
Pimentéo
Piretroide Deltametrina Berinjela
Tomate
. . . Meldo
Piretroide Fenpropatrina Melancia
Plantas Ornamentais
. . Tomate
Avermectina Abamectina Melzo
Pimentéo
Triazinamida Ciromazina Plantas Ornamentais

Liriomyza spp.

Espinosina

Espinetoram

Plantas Ornamentais
Melao
Beterraba
Melancia
Maxixe
Cebola
Pimenta
Abobrinha
Abdbora
Batata Yacon

Antralinamida

Ciantraniliprole

Alface
Alho poré
Pimentdo

Meléo

Fonte: AGROFIT, 2021. Acesso em 10/06/2021

Y

Quanto a seletividade dos inseticidas sintéticos utilizados no Brasil, o Thiamethoxam

(Actara®) foi testado em diferentes concentragcdes em cultivos de batata na regido de Séo

Roque (SP) quanto a eficiéncia na mortalidade de L. huidobrensis e de himendpteros
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parasitoides. Foi verificado que mesmo na menor concentragdo, o inseticida foi eficiente na
mortalidade de L. huidobrensis e ocasionou mortalidade semelhante as outras
concentracdes sobre os parasitoides avaliados (LARA et al. 2002). Em laboratério, foi
verificado que o0s ingredientes ativos Thiamethoxam, Clorontraniprole e Acefato,
apresentaram seletividade aos parasitoides Opius sp. e baixa mortalidade de L.
huidobrensis, enquanto que os ingredientes ativos Cloridrato de Cartape e Espinosade
foram eficientes no controle de L. huidobrensis porém bastante toxicos para os parasitoides
(CAMPOS et al., 2012). Em cultivos de meldo, foram testados quanto a toxicidade a O.
scabriventris oito inseticidas utilizados para diferentes pragas, dentre eles Abamectina e
Ciromazina para controle de Liriomyza sp. A taxa de mortalidade do parasitoide foi alta
guando em contato com Abamectina e baixa na presenca do ingrediente ativo Ciromazina.
Além disso, o Cartape como testado em outros trabalhos mostrou-se extremamente toxico a
populacéo de parasitoides (ARAUJO et al., 2015).

1.2.2.6.2 Inseticidas botanicos

Os inseticidas botanicos séao utilizados no manejo de insetos praga desde séculos passados
e durante longo periodo de tempo foram determinados como os principais métodos de
controle. Com o desenvolvimento da agricultura e aparecimento de tecnologias, esses
derivados das plantas foram substituidos em sua maioria por inseticidas sintéticos,
produzidos a partir de moléculas naturais, provenientes das plantas (MENEZES, 2005;
OOTANI, MARCIO AKIO et al., 2013).

Os Oleos essenciais sdo considerados inseticidas botanicos amplamente pesquisados
devido a sua acao contra patdgenos e insetos hebivoros (PAVELA AND BENELLI, 2016;
CAMPOS et al.,, 2018). Sao provenientes do metabolismo secundario das plantas e
consistem em uma mistura complexa entre uma média de 20 a 60 de compostos volateis,
sendo aqueles presentes em maiores concentragdes denominados de compostos
majoritarios (BAKKALI et al., 2008; DEVI et al., 2020). Diversas espécies de plantas
produzem compostos que sdo repelentes, alteram o desenvolvimento e crescimento,
influenciam no comportamento sexual e de oviposicdo, além da acao toxica e antialimentar
nos insetos, 0s quais podem ser extraidos e utilizados na agricultura (DUBEY et al., 2011,
CAMPOS et al., 2018).

As propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais geralmente sdo provenientes da acao dos
seus compostos principais, constituidos principamente por hidrocarbonetos terpénicos, entre

eles, sesquiterpenos e monoterpenos e por compostos oxigenados, como os alcodis, fendis,
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aldeidos e ésteres (BUCKLE, 2015; RAVEAU et al, 2020). Os monoterpenos
frequentemente representam aproximadamente 80% dos compostos presentes nos 6leos
essenciais (ASBAHANI et al.,, 2015; MOSSA et al., 2016) e possuem em sua maioria
atividade neurotéxica nos insetos, com acdo na inibicdo da enzima acetilcolinestarase
(AChE), na modificagao dos sitios receptores do acido y-aminobutirico (GABA) e como

ligantes nos receptores de octopamina (JANKOWSKA et al., 2018).

Outros compostos botanicos séo os 6leos fixos ou ndo essenciais, que sao provenientes da
extracdo de diversas partes das plantas como sementes, folhas, caules e flores (PIRAS et
al., 2012). A constituicdo desses 6leos é derivada principalmente de uma mistura de ésteres
de acidos graxos, triglicerideos e outros lipideos (ROSA et al., 2017). Os 4cidos graxos mais
comuns presentes nesses 6leos sdo os 4cidos palmitico, estérico, linoléico e oléico (ROSA
et al., 2018). Os compostos presentes nos Oleos fixos desempenham atividade ovicida nos
insetos, capacidade de bloquear os espiraculos, ocasionando mortalidade por asfixia,
inibicdo na alimentacgé&o, alteracdo hormonal e no comportamento sexual (MEAD et al., 2016,
ARIBI et al., 2017).

No Brasil, estudos utilizando extratos de sementes de nim foram avaliados tanto em
aplicacao foliar quanto em aplicacao via irrigacdo no solo em cultivos de meldo no Nordeste
para controle de L. sativae. As duas situagcdes ocasionaram efeito positivo na reducdo da
populacdo da praga nas concentracdes 8g/100ml de agua via solo e 20g/100mL via foliar,
ocasionando uma média de 80% e 90% de mortalidade larval, respectivamente (COSTA et
al., 2016; COSTA, SILVA, ARAUJO, 2018). Tratando-se da mesma planta, porém com a
utilizagcdo do 6leo extraido das sementes, ha relatos do seu efeito inseticida sobre L. sativae
em cultivos de tomate na Tailandia (HOSSAIN; POEHLING, 2006) e meléo no Brasil (SILVA
et al., 2015).

Recentemente, Oleos essenciais das espécies vegetais do género Lippia e Croton,
provenientes de plantas pertencentes ao bioma Caatinga, foram estudados a respeito do
seu efeito inseticida em larvas de L. sativae e deterrente em adultos da mesma espécie.
Esses oOleos ocasionaram mortalidade nas larvas bem como reducdo de oviposicdo e

puncturas de alimentac&o nas folhas (OLIVEIRA et al., 2020).
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2 CAPITULO Il

Atratividade de formulacdes sobre adultos de Liriomyza sativae (Diptera:Agromyzidae)
em laboratério

RESUMO
As moscas minadoras sdo espécies pertencentes ao género Liriomyza (Diptera:
Agromyzidae) e possuem grande espectro de hospedeiros. A principal tatica de controle
para essa espécie é mediante a aplicacdo de defensivos agricolas. Diante disso, o objetivo
do trabalho foi estudar atratividade de formulacdes contendo substancias atrativas a adultos
de Liriomyza sativae. As formulactes foram divididas em dois grupos de acordo com sua
composi¢do. Para o grupo 1, foram selecionadas formulagbes a base de vinagres e
aclcares e para o grupo 2, formulacdes a base de melago, acUcar invertido, pretina
hidrolisada e eugenol. Para a avaliacdo da atratividade com chance de escolha, as
formulacdes foram acondicionadas em recipientes de plastico em formato de tubo e
dispostos aleatoriamente em gaiolas de TNT e posteriormente foram liberados 200 adultos.
Para a avaliacdo de escolha binéaria, cada uma das formula¢des foi combinada com a agua
e liberados 120 adultos no centro da gaiola. As avaliagcdes foram realizadas a cada 48 horas
por meio da contagem do nuimero de adultos nos recipientes até que houvesse um valor
baixo de captura. As formulacbes com os melhores resultados foram comparadas e
avaliadas quanto a reducédo de injurias em plantas de feijao de porco. A medologia utilizada
para esses bioensaios foi semelhante a dos bioensaios anteriores. As avaliagdes foram
realizadas ap6s 24 por meio da contagem do nimero de puncturas nas folhas e do nimero
de adultos capturados em cada formulagdo. Apos 4 dias foi avaliado o numero de larvas
presentes nas folhas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo Teste de Scott Knott a 5% de significAncia. Todas as formulac¢des testadas
apresentaram atratividade a adultos de L. sativae, com destaque para a formulagcdo
contendo vinagre de banana, melago e &cido citrico (grupo 1) com maior média de 55,6
adultos e a contendo agucar invertido, melaco, proteina hidrolisada e &cido citrico (grupo 2)
com a maior média de 68,0 adultos, ambas na segunda avaliagdo. Ao longo do tempo, todas
as formulacdes apresentaram reducdo na captura. As duas formulacbes reduziram em
média 60% de injurias nas plantas de feijao e a formulacdo que continha vinagre de banana,
melaco e acido citrico foi mais promissora na captura de adultos de L. sativae. As
formulacdes a base de vinagre de banana, melago e acido citrico e melaco, acucar invertido,
proteina hidrolisada e acido citrico sao atrativas para adultos de L. sativae, cujo uso pode

otimizar o manejo dessa espécie praga.

Palavras chave: Mosca minadora. Substancias atrativas. Manejo integrado.
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Attractiveness of formulations on adult leafminers in the laboratory
ABSTRACT

The leafminers are species belonging to the genus Liriomyza (Diptera: Agromyzidae), have
polyphagous habit and a large spectrum of hosts. These species cause significant damage
due to their development in the leaf mesophyll, resulting in loss of leaves and reduction in the
photosynthetic rate of the plant. The main control tactic of this species occurs through the
application of pesticides, which have several obstacles. The present estudy evaluated the
attractiveness of formulations containing different substances attractive to adults of Liriomyza
sativae. The attractive formulations were divided into two groups according to their
composition. For the attractiveness with a choice test, they were placed in plastic containers
in the shape of a tube and arranged in wire support at random on the top of TNT cages.
Subsequently, 200 adults were released. For the no-choice test, each of the tested
formulations was combined with water (control) and 120 adults were released. To evaluate
the reduction of injuries in plants in the presence of the attractions, the same methodology of
the choice test and no choice test was used. The evaluations were carried out every 48
hours by counting the number of adults in the containers. The design used was entirely
random, with 10 repetitions. The data were submitted to analysis of variance and the means
compared by the Scott Knott test at 5% significance. A completely randomized design was
used, with 10 repetitions. The data were submitted to analysis of variance and the means
compared by the Scott Knott test at 5% significance. All tested formulations were attractive to
adults of L. sativae, with emphasis on the formulation containing banana vinegar, molasses
and citric acid (group 1) with a higher average of 55.6 adults and containing inverted sugar,
molasses, hydrolyzed protein and acid citrus (group 2) with the highest average of 68.0
adults, both in the second evaluation. Over time, all formulations showed a reduction in
capture capacity. In the presence of the attractions there was an average reduction of 60% in
the number of larvae present in the leaves. In the comparison between the two formulations
with the best result, the one that contained banana vinegar, molasses and citric acid was
highlighted, although they were similar in certain evaluations. It is concluded that the tested
formulations are attractive to adults of L. sativae, whose use can optimize the management

of this pest species.

Keywords: Leafminer. Food lures. Integrated management.
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2.1 INTRODUCAO

A mosca minadora (Liriomyza sativae Blanchard, 1938) (Diptera: Agromyzidae) € uma praga
polifaga que se alimenta e desenvolve entre a epiderme inferior e superior das folhas (LIU et
al., 2015). O uso excessivo de inseticidas sintéticos pode ser considerada, atualmente, a
principal tatica de manejo para essa espécie cuja eficacia tem sido reduzida devido a
problemas de genotipos resistentes (FENOGLIO et al., 2019) e de reducéo da populacéo de
inimigos naturais, como os parasitoides (RIDLAND, et al, 2020). Dessa forma, a
implementacdo de um programa de manejo integrado, com a inclusdo de estratégias que
reduzam as aplicagfes de inseticidas sintéticos sdo de importancia econdbmica e ambiental
(WEDDLE et al., 2009; TAKEDA et al., 2020).

O uso de estimulantes alimentares tem sido aplicado no manejo de insetos praga, como
armadilhas contendo atrativos para captura dos insetos adultos (NASCIMENTO et al., 2000;
FRANCA et al., 2009; CLOONAN et al., 2019), o que contribui para a reducao da populagcéo
do inseto praga. As substancias presentes nos atrativos estimulam os quimiorreceptores
presentes principalmente nas antenas e tarsos dos insetos e os induzem a mudanga de
comportamento e deslocamento em direcdo a essas substancias para oviposicdo e
alimentacdo (NATION, 2002). Dessa forma, os insetos adultos sdo atraidos e permanecem
presos nas armadilhas (NAVARRO-LLPPIS, et al., 2015).

Geralmente, 0s elementos presentes nos atrativos sao substancias nutritivas das plantas ou
compostos provenientes do metabolismo secundarios como fendis, glicosideos e alcaloides,
além de substancias nitrogenadas como aminoacidos e peptideos (BATEMAN; MORTON,
1981; KONG et al., 2020 ).

Diversos produtos tém sido utilizados como atrativos para captura dos insetos. As
substancias fermentadas como vinagre, vinho, frutas e leveduras em fermentacdo sédo
utilizadas como atrativos para diversos grupos, incluindo os dipteros (LAAKSONEN et al.,
2006; CHA et al., 2015). Solucbes acucaradas a base de acgucar branco e agucar mascavo
também sao utilizados para a captura de espécies de dipteros, como mosca das frutas. O
melaco é considerado outra substancia acucarada utilizada para captura de insetos adultos
(QUINN et al., 2007; ARAUJO et al., 2008; UPAKUT et al., 2017; STUPP et al., 2021). Além
dos produtos fermentados e das substancias agucaradas, as proteinas hidrolisadas também
sdo amplamente utilizadas, as quais s&o encontradas comercialmente como produto atrativo
para utilizacdo em armadilhas (LANG SCOZ et al., 2006; RAGA; VIEIRA, 2015). Quanto ao
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uso dessas substancias, as mesmas podem ser utilizadas individualmente ou em
combinacdo (CANDIA et al., 2019).

O intuito de se utilizar armadilhas contendo atrativos no manejo de pragas é a captura
massal do maior nimero de insetos possiveis capazes de se reproduzir e ocasionar danos
econdmicos nos cultivos. Essa redugdo do numero de insetos praga esta relacionada a
capacidade do atrativo utilizado em ser mais atraente em comparagcdo aos recursos
alimentares oferecidos pelas plantas e a eficiéncia da armadilha em capturar o inseto e
impedir sua fuga, seja por afogamento ou inanicdo (LASA et al., 2014). Além da funcéo de
captura massal, os atrativos desempenham funcdo de monitoramento da flutuacéo
populacional da praga, cuja atividade é fundamental para um manejo eficaz (LASA et al.,
2017). Diante disso, 0 objetivo do trabalho foi avaliar a atratividade de formulagbes contendo
substancias atrativas a adultos de L. sativae, seu efeito ao longo do tempo e as injarias

ocasionadas nas plantas na presenca das formulacdes atrativas.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no laboratério de Entomologia do Nucleo de
desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas
(NUDEMAFI) no Campus de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE) da UFES, em Alegre
-ES.

2.2.1 Obtencao dos insetos

Os adultos de L. sativae foram provenientes de coletas realizadas em cultivos comerciais de
tomateiro em Piacu — Muniz Freire, ES. A identificagcdo dos exemplares para confirmacao da
espécie foi realizada mediante a técnicas morfolégicas e moleculares pela Dra. Viviane
Rodrigues de Sousa, do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Zoologia) do

Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

A manutencdo da criacdo em laboratério foi realizada em plantas de feijao de porco
(Carnavalia ensiformis) com 15 dias de idade, cultivadas em copos plasticos (200mL)
contendo substrato para plantio. As plantas foram colocadas em gaiolas de madeira (50cm x
40cm x 30cm) contendo os adultos de L. sativae e solu¢cdo de mel a 10% v/v, durante o
periodo de 24 horas. Apo6s esse periodo, as plantas foram retiradas das gaiolas e
acondicionadas em bandejas plasticas por cinco dias até o desenvolvimento das larvas.
Posteriormente, as folhas foram cortadas e penduradas em fios de arame presos a

prateleira de ferro sob bandejas plasticas, durante o periodo de seis dias, até que a maioria
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das larvas se transformassem em pupas. As pupas foram coletadas das bandejas com
auxilio de pincel, dispostas em placas de Petri (9cm @) e vedadas com plastico filme PVC
até a emergéncia dos adultos cujo periodo € em média de oito dias. Os insetos foram
mantidos em todo o ciclo sob temperatura de 25 + 2°C e umidade relativa de 60 + 10%.

2.2.2 Atratividade de substancias com chance de escolha

As formulacbes utilizadas para a atratividade de adultos de L. sativae foram separadas em
dois grupos de acordo com o0s componentes presentes em diferentes concentracbes em
cada um dos atrativos. O primeiro grupo foi composto por formulacdes a base de vinagre de
banana, melaco e acido citrico e o segundo foi constituido por melago, agucar invertido,
acido citrico, proteina hidrolisada e um polialcool de frutas (Sorbitol) com o intuito de dar
estabilidade a formulacdo. Para cada grupo de atrativos foi realizado teste com chance de

escolha e de escolha binaria.

As concentracdes em % v/v das substancias presentes em cada uma das formulagbes de

cada um dos grupos foram:

Grupo 1

T1: agua destilada 100%

P1: vinagre de banana 10% + melago 10% + &cido citrico 0,5%

P2: vinagre de banana 10% + acucar cristal 10% + acido citrico, 0,5%
P3: vinagre de banana 10% + aglcar mascavo 10% + &cido citrico, 0,5%
P4: vinagre de arroz 10% + melago 10% + &cido citrico, 0,5%

P5: vinagre de maca 10% + melago 10% + acido citrico, 0,5%

Grupo 2

T1: 4gua destilada 100%

P2: agucar invertido 3%, melaco 5%, eugenol 0,5%, proteina hidrolisada 0,5%, &cido citrico
0,5%, sorbitol 0,5%

P3: acucar invertido 3%, melago 5%, eugenol 0,5%, acido citrico 0,5%, sorbitol 0,5%

P4: acucar invertido 3%, melaco 5%, proteina hidrolisada 0,5%, acido citrico 0,5

P5: agucar invertido 3%, melaco 5%, acido citrico 0,5%

A escolha das substancias utilizadas foi de acordo com a literatura baseada em testes com

outros grupos de insetos, principalmente dipteros. Os componentes e as concentracdes
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utilizadas em cada formulagéo foram de acordo com testes preliminares realizados com

cada um dos produtos separadamente.

Para a avaliacdo da atratividade com chance de escolha, a metodologia adotada foi de
acordo com Niogret e Epsky (2018) com adaptacdes, em que foram acondicionados 14 mL
de cada uma das formulacdes em recipientes de plastico em formato de tubo (8,5 x 3,0cm),
contendo um orificio de 0,5cm para entrada dos adultos (Figura 1A). Posteriormente, 0s
tubos contendo cada um dos tratamentos foram colocados aleatoriamente, formando uma
arena, (Figura 1B) em gaiolas cilindricas (1m x 0,5m) confeccionadas em tecido ndo tecido
(TNT) e armacgdo de arame, com base de papeldo (Figura 1C). Para a comparagdo da
atratividade, foi acondicionado em uma das gaiolas, 14 mL de agua destilada nos
recipientes plasticos como testemunha. Os adultos de L. sativae utilizados no experimento
foram separados previamente através da contagem de 200 pupas proveniente da mesma
geracao para cada repeticdo (Figura 1D). Além dos adultos utilizados no experimento, foram
separados lotes com 100 adultos para verificagdo da viabilidade das pupas e a razao sexual.
Apbs a emergéncia, os adultos foram liberados no centro das gaiolas contendo uma planta

de feijao de porco.
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Figura 1 Bioensaio de atratividade de substancias sobre adultos de Liriomyza sativae.(A) recipientes de
plastico em formato de tubo (8,5 x 3,0m), contendo um orificio de 0,5 cm para entrada dos adultos, (B)
arena formada pelos tubos plasticos contendo substéncias atrativas, (C) em gaiolas cilindricas (1m x 0,5m)
confeccionadas em tecido néo tecido (TNT), (D) pupas de L. sativae separadas em lotes de 200 unidades.
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As avaliacOes foram realizadas a cada 48 horas através da contagem do nimero de adultos
em cada um dos recipientes plasticos (Figura 2) e reposicdo do mesmo numero de adultos
liberados inicialmente. A escolha de 48 horas para a avaliacao se deu devido a necessidade
de tempo para que os adultos de L. sativae realizassem os primeiros voos apds emergirem.
A conducdo do experimento se deu ao longo do tempo, com avaliacdes realizadas até o
periodo em que foi observada uma taxa minima de captura dos adultos, considerada a partir
da observacao de adultos livres nas gaiolas.

Figura 2 Adultos de Liriomyza sativae capturados em tubos plasticos contendo substancias atrativas

Os experimentos foram conduzidos em parecelas subdivididas no tempo com delineamento
inteiramente casualizado e 10 repetigbes. Para o grupo 1, foi utilizado o fatorial (6 x 6), cinco
formulacdes e a testemunha analisados em seis avaliagées (I, II, lll, 1V, V e VI). Para o
grupo 2, foi utilizado o fatorial (5 x 7), quatro formulacdes e a testemunha analisados em
sete avaliacoes (I, II, Ill, IV, V, VI e VII). Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade no software
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).

2.2.3 Atratividade de substancias com escolha binaria

O bioensaio de escolha binaria foi de acordo com a metodologia de Candia et al. (2019) com
adaptacoes, realizado semelhante ao teste com chance de escolha, porém cada tratamento
e a respectiva testemunha foram combinados em gaiolas separadas, ou seja, em cada
gaiola haviam dois tubos um com o tratamento e outro com a testemunha. Da mesma forma,
no centro da gaiola foram liberados 120 adultos separados previamente, cuja viabilidade e

razao sexual foram verificadas.
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As avaliacdes foram realizadas semelhante & metodologia de atratividade com chance de
escolha.

Os experimentos foram realizados em parcela subdividida no tempo com delineamento
inteiramente casualizado (DIC) e 10 repeticdes. Para o grupo 1, os dados foram analisados
em cinco fatoriais (2 x 6), correspondente aos cinco tratamentos com as respectivas
testemunhas e seis avaliagbes. Para o grupo 2, foi utilizado quatro fatoriais (2 x 7),

correspondente aos quatro tratamentos com as respectivas testemunhas e sete avaliacdes.

Para o grupo 1, os dados foram analisados em cinco fatoriais (2 x 6), correspondente aos
cinco tratamentos com as respectivas testemunhas e seis avaliagdes. Para o outro grupo,
foram utilizados quatro fatoriais (2 x 7), correspondente aos quatro tratamentos com as
respectivas testemunhas e sete avaliagbes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade no
software estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).

2.2.3 Avaliacéo da atratividade entre machos e fémeas de Liriomyza sativae

A partir do experimento de escolha binaria, foram selecionadas aleatoriamente seis
amostras de cada um dos grupos para a avaliacdo da captura do nimero de adultos machos
e fémeas de L. sativae nas formulacdes. Para o grupo 1, os dados foram analizados em
cinco fatoriais (2 x 6) de sexagem, correspondendo aos cinco tratamentos, dois sexos (F e
M) e seis avaliacdes. Para o grupo 2, os dados foram analisados em em quatro fatoriais (2 x
6) de sexagem, correspondendo aos quatro tratamentos, dois sexos (F e M) e sete
avaliacbes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade no software estatistico R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).

2.2.4 Comparacéo entre as formula¢cdes mais atrativas de cada um dos grupos

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos de atratividade com os grupos de
atrativos 1 e 2, os tratamentos que se mostraram mais eficientes foram selecionados e

comparados entre si.

O experimento foi baseado na metodologia utilizada para os testes de atratividade com

chance de escolha, com a libera¢do de 120 adultos de L. sativae no centro de cada gaiola.
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Os experimentos foram conduzidos em parcela subdividida no tempo com delineamento
inteiramente casualizado (DIC) e 10 repeticdes. No experimento foi utilizado o fatorial (3 x
8), duas formulagdes, uma testemunha e oito avaliagdes (I, I, IIl, IV, V, VI, VIl e VIII). Os
dados foram submetidos a analise de variancia (Teste F) e as médias comparadas pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade no software estatistico R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2019).

2.2.5 Avaliacéo de injurias de Liriomyza sativae em plantas de feijdo de porco na
presenca de atrativos

As formulacdes utilizadas no teste de comparagéo entre as formulagbes mais atrativas de
cada um dos grupos foram colocadas em gaiolas separadas contendo plantas de feijao de
porco e avaliado o efeito da presenca dos atrativos para captura de adultos de L. sativae em

relacd@o as injurias ocasionadas nas plantas.

O experimento foi realizado de acordo com metodologia utilizada para os testes de
atratividade com chance de escolha e escolha binaria, porém em cada uma das gaiolas
continha uma planta de feijdo de porco combinada com a formulagdo mais atrativa de cada
um dos grupos e a testemunha. Em cada uma das gaiolas foram liberados 40 adultos com 4
a 6 dias de vida. A idade utilizada para os adultos correspondeu ao periodo de maior taxa de
oviposicao de fémeas de L. sativae (COSTA LIMA; GEREMIAS; PARRA, 2010).

Ap6s 24 horas as plantas de feijao de porco foram retiradas das gaiolas e foi feita a
contagem de puncturas em cada folha. Posteriormente as plantas foram mantidas em
camara climatizada sob temperatura de 25 + 2° C e umidade relativa de 60+10%. ApoOs

guatro dias foi feita a contagem do numero de larvas em cada uma das folhas.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e seis
repeticbes. Cada repeticdo foi composta por quatro folhas de feijdo de porco. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, no software estatistico R (R Development Core Team, 2019).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Atrativos grupo 1

2.3.1.1 Experimento com chance de escolha
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A interacdo entre os fatores formulagBes atrativas (produtos) x avaliagdo (numero de
avaliagOes) para o grupo de atrativos 1 foi significativa (Fas 350 = 37,16; p <0,001) (Tabela 1).

No experimento com chance de escolha, o P1 apresentou os maiores valores de numeros
de insetos nas avaliacdes | e Il com 47,00 £ 6,83 (Fs 322 = 154,67; p < 0,001) e 55,60 + 5,56
(Fs, 322 = 216,55; p < 0,001), respectivamente em comparacgao as outras formulagbes. O Pl e
P3 apresentaram os maiores numeros de insetos capturados com 38,10,+ 9,80 e 34,20 +
7,11 (Fs, 322 = 116,23; p < 0,001) na avaliagéo Il e 24,80 = 3,01 e 23,50 * 6,65 (Fs 32
51,19; p < 0,001) na avaliacdo IV. Na avaliacdo V, o P1 e P5 capturaram as maiores médias
de insetos com valores referentes a 12,50 + 2,27 e 14,00 * 2,26 (Fs, 32, = 15,10; p < 0,001),
respectivamente. Na Ultima avaliagédo (VI) os maiores valores foram observados no P5 com
média de 11,80 + 2,44 (Fs 32, = 9,66; p < 0,001) insetos capturados (Tabela 1).

Tabela 1 Numero médio de adultos de Liriomyza sativae capturados a cada 48 horas em formula¢des atrativas
(grupo 1) em laboratério com chance de escolha sob temperatura de 25 + 2°C e UR60 + 10%.

Formulagfes

Avaliagao* T2 p1® p2* p3° P4° P5’ —
Numero médio de insetos
| 0,00+0,00Fa’  47,00£6,83Ab  34,10+4,20Ca 42,90+6,24Ba 21,10+5,34Da  16,80+4,05Ea
I 0,10+0,32Ea  55,60+5,56Aa 37,10+4,04Ca 44,70+7,45Ba 16,10+6,28Db 15,50+3,98Da
1] 0,10+0,32Ea  38,10,49,80Ac 29,30+5,93Bb 34,20+7,11Ab  8,70+6,55Dc  13,40+3,24Ca
\Y 0,10£0,32Ca  24,80+3,01Ad  13,30+3,56Bc  23,50+6,65Ac 2,89+2,09Cd  14,40+2,01Ba
v 0,30+0,67Ca  12,50+2,27Ae  7,90+4,47Bd  7,204590Bd 2,30+1,33Cd  14,00+2,26Aa
VI 0,30£0,95Ca  7,40+3,17Bf  3,30#4,29Ce 2,40+1,58Ce 0,87+1,12Cd  11,80+244Aa

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de
Probabilidade pelo teste de Scott Knott.
= avaliagOes a cada 48 horas
T = testemunha
%P1 = Vinagre de banana 10% + Melago 10% + 4cido citrico 0,5%
P2 = Vinagre de banana 10% + Aclcar branco 10% + acido citrico, 0,5%
®P3 = Vinagre de banana 10% + Aclicar mascavo 10% + acido citrico, 0,5%
®P4 = Vinagre de arroz 10% + Melago 10% + &cido citrico, 0,5%
P5 = Vinagre de maca 10% + Melagco 10% + acido citrico, 0,5%

Ao longo de todas as avaliagcdes ndo houve diferenca nos valores de insetos capturados na
testemunha (Fs, 270 = 0,007; p = 0,99) e P5 (Fs, 270 = 1,50; p = 0,189). A avaliacdo Il
apresentou o maior numero de insetos capturados (55,60 + 5,56) para P1 em comparacéo
as demais (Fs, 270 = 187,14; p < 0,001). Para P2 as maiores médias de insetos capturados
foram na avaliagdo | com 34,10 + 4,20 e na Il com 37,10 = 4,04 (Fs »70 = 105,62; p < 0,001)
assim como para P3 nas mesmas avaliacdes com 42,90 £+ 6,24 e 44,70 + 7,45 (Fs 70 =

163,84; p < 0,001), respectivamente. Para P4 o maior nimero de insetos capturados foi na
avaliagéo | (Fs, 270 = 35,76; p < 0,001) (Tabela 1).
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A formulacdo P1 destacou-se em relacdo aos demais, seguido dos atrativos P3, P2, P4 e
P5. Durante todo o periodo as formula¢des reduziram sua capacidade atrativa, mantendo-se
apenas para P5, que apesar de nao atrair muitos individuos manteve-se estavel durante

todas as avaliagGes (Tabela 1).
2.3.1.2 Experimento com escolha binéria

Quanto aos experimentos de escolha binaria, todas as formulacdes testadas favoreceram a
atracdo de adultos de L. sativae, pois diferiram dos valores apresentados pela testemunha.

O fatorial 1 apresentou interacdo significativa (Fs, 119 = 30,88; p < 0,001). O P1 diferiu da
testemunha (T1) em todas as avaliacdes realizadas. As avaliagbes | e Il diferiram da demais
com o0s maiores valores de 74,80 £ 3,19 e 68,80+2,45 (Fs. oo = 61,17; p < 0,001),
respectivamente. Na testemunha (T1), as avaliacbes nao diferiram significativamente (Fs .90
=0,010; p = 0,99) (Tabela 2).

O fatorial 2 apresentou interacdo significativa (Fs, 110 = 139,56; p < 0,001). O P2 diferiu da
testemunha (T2) em todas as avaliagcOes realizadas. A avaliacéo | diferiu-se das demais com
o0 maior valor (34,20 = 3,83) em P2 (Fs. oo = 277,61; p < 0). Na testemunha (T2), as
avaliagdes ndo diferiram significativamente (Fs. 119 = 0,101; p = 0,99) (Tabela 2).

A interagdo foi significativa para o fatorial 3 (Fs. 110 = 52,75; p < 0,001). O P3 diferiu da
testemunha (T3) em todas as avaliagOes realizadas. As avaliacbes | e Il diferiram das
demais com os maiores valores (60,70 + 8,65 e 56,70 + 5,27) (Fs. 90 = 106,21; p < 0,001). Na
testemunha (T3), as avaliacdes ndo diferiram significativamente (Fs. 9o = 0,010; p = 0,99)
(Tabela 2).

Houve interagdo significativa para o fatorial 4 (Fs. 119 = 58,03; p < 0,001). O P4 diferiu da
testemunha (T4) em todas as avaliacdes realizadas. As avaliagbes | e Il diferiram das
demais com os maiores valores (23,40 £ 4,29 e 22,70 + 3,62) (Fs. 90 = 117,78; p < 0,001). Na
testemunha (T4), as avaliagbes nado diferiram significativamente (Fs. oo = 0,303; p = 0,90)
(Tabela 2).
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Tabela 2 Formulacdes versus testemunha (PXT) em relacdo ao nimero médio de adultos de
Liriomyza sativae capturados a cada 48 horas em formulagbes atrativas (grupo 1) em laboratorio
combinados com agua sob temperatura de 25 £+ 2°C e UR 60 + 10%.

Avaliacdo®

PXT | Il 1] \ \% VI

Numero médio de insetos

Fatorial 1
P1? 74,80+3,19Aa* 68,80+2,45Aa 45,20+4,58Ab 47,30+6,53Ab 30,50+3,50Ac  16,50+3,31Ad
T1 0,90+0,99 Ba 0,10+0,32 Ba 0,86+0,38 Ba 0,60+0,70Ba 0,60+0,70 Ba 0,90+0,03 Ba
Fatorial 2
P2° 34,20+3,83Aa 30,60+3,27Ab  23,80+2,8Ac 18,50+2,59Ad 11,50+2,17Ae 5,00+2,45Af
T2 0,40+0,70 Ba 0,90+0,57 Ba 0,30+0,48Ba 0,60+0,70 Ba 0,70+0,67 Ba 0,60+0,84 Ba
Fatorial 3
P3* 60,7048,65 Aa 56,70+5,27Aa 46,40+540Ab 33,00+2,80Ac 21,80+3,29Ad 11,20+2,39Ae
T3 0,70+0,82 Ba 0,70+0,82 Ba 0,60+0,50Ba 0,70+0,70 Ba  0,90+0,87 Ba 0,30+0,48 Ba
Fatorial 4
P4° 23,40+4,29 Aa 22,70+3,62Aa 14,70+2,31Ab 8,50+1,58Ac 7,50+2,22Ac 8,50+2,46Ac
T4 1,30+1,34 Ba 0,50+0,97 Ba 0,50+0,70Ba 0,90+0,10 Ba 0,40+0,52 Ba 1,10+0,87 Ba
Fatorial 5
P5°  13,60+4,83 Aa  12,90+6,26Aa 8,40+2,99Ab  4,70+2,71Ac 3,40+1,90Ac 3,80+1,93Ac
T5 0,80+0,63 Ba 0,30+0,48 Ba 1,00+1,15Ba 0,70+0,82Ba 0,30+0,48 Ba 0,70+0,82 Ba

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste F e Scott Knott, respectivamente.

' = avaliaces a cada 48 horas

T = testemunha

?p1 = Vinagre de banana 10% + Melago 10% + &cido citrico 0,5%;

%P2 = Vinagre de banana 10% + Aclicar branco 10% + acido citrico, 0,5%;

“P3 = Vinagre de banana 10% + Aclicar mascavo 10% + &cido citrico, 0,5%

°P4 = Vinagre de arroz 10% + Melago 10% + acido citrico, 0,5%

®P5 = Vinagre de maga 10% + Melaco 10% + 4cido citrico, 0,5%

O fatorial 5 apresentou interacdo significativa (Fs. 119 = 18,14; p < 0,001). O P5 diferiu da
testemunha (T5) em todas as avaliacdes. As avaliacdes | e Il diferiram das demais com os
maiores valores (13,60 + 4,83 e 12,90 £ 6,26) (Fs. oo = 117,78; p < 0,001). Na testemunha

(T5), as avaliagdes néo diferiram significativamente (Fs. o0 = 0,136; p = 0,909) (Tabela 2).

Todas as formulacbes foram atrativas pois diferenciaram estatisticamente da testemunha.
Ao longo do tempo, houve reducao da atratividade para todas as formulacdes avaliadas com

excegao para a testemunha (Tabela 2).
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2.3.1.3 Sexagem

Y

Nos resultados relacionados a sexagem dos adultos capturados em cada um dos
tratamentos, para o fatorial 1 (P1) ndo houve interacdo significativa entre os fatores sexo e
avaliacdo (Fs71= 1,75; p = 0,14). O numero de fémeas néo diferiu, significativamente, do
namero de machos nas seis avaliagbes (F1.10 = 2,36; p = 0,155). As avaliagbes I, 1l e Il
diferiram significativamente com o maior valor de insetos capturados, das demais avaliagbes
em numero de fémeas (35,50 + 8,01, 37,50+9,09 e 33,70+2,53, respectivamente) e machos
(39,30 £ 8,10, 32,5048,16 e 29,50 + 3,08, respectivamente) (Fs. 50 = 36,70; p < 0,001)
(Tabela 3).

Tabela 3 Niumero médio de machos (M) e fémeas (F) de Liriomyza sativae capturados em formulagdes atrativas
(grupo 1) em laboratério sob temperatura de 25 + 2°C e URG60 + 10%.

Avaliacao®

Sexo | I Il \ \Y \ Média

Numero médio de insetos

Fatorial 1 (P1?)

F 35,5048,01 37,50+9,09 33,70+2,53 19,00+6,00 13,17+1,83  3,00%1,67 24,36
M 39,30+8,10 32,504+8,16 29,50+3,08 28,00+3,00 17,33+0,75  4,50%4,55 26,12

Média 37,41 a* 35,00 a 31,58 a 23,33 b 1525¢ 8,90d

Fatorial 2 (P2°)

F 15,80+2,10 15,20+3,50 12,50+1,50 5,83+2,64 11,20+4,50  3,33+2,94 9,96
M 19,20+4,10 15,50+2,10 12,50+2,80 9,00+0,89 8,00+5,21 8,00£3,03 11,19

Média 17,50 a 15,33 a 12,50 b 9,58 ¢ 5,66d 290e

Fatorial 3 (P3%)

F 30,20+8,30 23,70+9,10 21,704#5,60 12,30+3,90 8,17+3,54 3,00£2,55 16,50B*
M 29,83+3,87 32,70+5,60 29,80+4,90 21,00+2,60 13,00+5,06  8,60+3,58 22,48A

Média 30,00 a 28,16 a 25,75 a 16,66 b 10,58 ¢ 5,80d

Fatorial 4 (P4°)

F 8,70+4,40 9,20+3,10 6,50+3,70 3,30+1,20 2,67+1,03 4,40+1,34 5,78B
M 13,83+1,17 14,70+3,30 8,50+2,80 5,67+1,21 4,50+1,05 5,17+1,67 8,76A

Média 1191a 1125a 750b 4,90 c 4,50 c 3,58 ¢

Fatorial 5 (P5°)

F 6,20+2,00 5,00+3,00 3,30+2,30 2,20+1,70 1,67+1,03 1,00+1,00 3,22
M 8,50+3,27 6,80+3,30 5,00+1,10 2,50+1,04 2,17+1,47 2,60£1,52 4,60

Média 7,33 a 591la 4,16 b 2,33¢c 191c 1,80c
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*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste F e Scott Knott, respectivamente.

' = avaliagdes a cada 48 horas

P12 = Vinagre de banana 10% + Melago 10% + &cido citrico 0,5%

P23 = Vinagre de banana 10% + Actcar branco 10% + &cido citrico, 0,5%

P3* = Vinagre de banana 10% + Aglcar mascavo 10% + acido citrico, 0,5%

P4° = Vinagre de arroz 10% + Melago 10% + &cido citrico, 0,5%

P5° = Vinagre de maca 10% + Melago 10% + acido citrico, 0,5%

O Fatorial 2 (P2) ndo apresentou interacdo significativa entre os fatores sexo e avaliacdo
(Fs.71= 2,24; p = 0,06). O numero de fémeas néo diferiu, significativamente, do numero de
macho nas seis avaliagdes (Fii;0 = 4,19; p = 0,06). As avaliagbes | e Il diferiram
significativamente com o maior valor de insetos capturados, das demais avaliacdes em

namero de fémeas (15,80 + 2,10 e 15,20 + 3,50, respectivamente) e machos (19,20 + 4,10 e
15,50 + 2,10, respectivamente) (Fs. 50 = 36,57; p < 0,001) (Tabela 3).

O Fatorial 3 (P3) ndo apresentou interacdo significativa (Fs;1= 1,74; p = 0,14) entre o0s
fatores sexo e avaliacdo. O numero de machos diferiu, significativamente com o maior valor
nas avaliagbes Il (23,70+9,10 machos e 32,70+5,60 fémeas) e V (13,00+5,06 machos)
8,17£3,54 fémeas) (F.. 10 = 11,33; p = 0,007). As avaliacbes I, Il e Il diferiram
significativamente com o maior valor de insetos capturados, das demais avaliacbes em
namero de fémeas (30,20 + 8,30, 23,70 + 9,10 e 21,70 * 5,60, respectivamente) e machos
(39,83+3,87, 32,70 + 5,60 e 29,80 * 4,90, respectivamente) (Fsso = 55,92; p < 0,001) (Tabela
3).

O fatorial 4 (P4) ndo apresentou interacao significativa (Fs.7;= 1,72; p = 0,14) entre os fatores
sexo e avaliagdo. Em todas as avaliagbes, o numero de machos diferiu significativamente
com 0 maior valor em comparagdo ao numero de fémeas (Fi0= 32,61; p < 0,001). As
avaliacdes | e Il diferiram significativamente com o maior valor de insetos capturados, das
demais avaliagbes em numero de fémeas (8,70 = 4,40 e 9,20 + 3,10, respectivamente) e
machos (13,83 £ 1,17 e 14,70 £ 3,30, respectivamente) (Fs. 5o = 154, 47 p < 0,001) (Tabela
3).

O Fatorial 5 (P5) ndo apresentou interacdo significativa entre os fatores sexo e avaliacdo
(Fs.72= 0,514; p = 0,76). O numero de fémeas nao diferiu, significativamente, do nimero de
macho nas seis avaliagdes (Fi;0 = 4,58; p = 0,06). As avaliagbes | e Il diferiram
significativamente com o maior valor, das demais avaliacdes para fémeas (6,20+2,00 e 5,00
* 3,00A, respectivamente) e machos (8,50 + 3,27 e 6,80 + 3,30, respectivamente) (Fs. 5o =
17,64; p < 0,001) (Tabela 3).



52

As formulagdes P3 e P4 capturaram maior nimero de machos em relacdo ao numero de
fémeas de L. sativae em determinadas avaliacdes. Para as demais formulagdes, ndo houve
diferenca entre os géneros. Ao longo de todas as avalia¢des, houve redugcdo nas médias de
adultos machos e fémas capturados (Tabela 3).

2.3.2 Atrativos grupo 2

2.3.2.1 Experimento com chance de escolha

Quanto ao grupo de atrativos 2, a interagédo entre os fatores formulacdes atrativas (produto)
e avaliagdo (numero de avaliag6es) foi significativa (F,4. 252 = 59,17; p < 0,001) (Tabela 4).

No experimento com chance de escolha, o P3 apresentou os maiores valores de nimero de
insetos nas avaliagbes I, Il, 1ll, IV, V e VIl com 40,10 £ 7,39 (F4. »5» = 157,53; p < 0,001),
68,00 * 4,14 (F4, 25, = 363,22; p < 0,001), 58,90 + 7,68 (F4, 252 = 302,25; p < 0,001), 58,50 +
7,91 (F4 252 = 280,64; p < 0,001), 29,00 £ 6,32 (F4. 252 = 57,94; p < 0,001) e 7,92 £ 2,99 (F4. 252
= 4,34; p = 0,002), respectivamente. Na avaliagdo VI, ndo houve diferenca significativa entre
os produtos, apenas o valor da testemunha diferiu significativamente dos demais (F: 25, =
16,98; p < 0,001), pois ndo houve captura de insetos (0,00+0,00) (Tabela 4).

Na testemunha, os valores de numero de insetos das avaliagbes ndo diferiram
significativamente (Fs. 25, = 0,019; p = 0, 100). Para P1, os valores das avaliagdes Il (16,60 *
3,37), IV (19,60 + 3,69) e V (17,90 £ 2,69) diferiram significativamente das demais (Fe; 252 =
26,42; p < 0,001). Para P2 e P3, a avaliacéo Il diferiu significativamente das demais, com 0s
maiores valores, com 21,00 + 3,20 (Fs. 252 = 31,23; p < 0,001) e 68,00 * 4,14 (Fg. 250 = 342,67,
p < 0,001), respectivamente. Para P4, os valores das avaliacdes Ill (40,10 + 6,35) e IV
(38,72 = 6,80) diferiram significativamente das demais (Fs. 25, = 119,45; p < 0,001) (Tabela
4).
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Tabela 4 Niamero médio de adultos de Liriomyza sativae capturados a cada 48 horas em formulagdes
atrativas (grupo 2) em laborat6ério com chance de escolha sob temperatura de 25 + 2°C e UR60 +

10%.

Formulag6es

Avaliagao® T? p1? p2* p3® p4°
Numero médio de insetos
' 0,00+0,00 Ca~  2,70+1,72 Cc 2,20#1,14Cd  40,10+7,39 Ac  15,00+4,52 Bc
I 0,00£0,00 Ea  16,60+3,37 Da  21,00£3,20 Ca  68,00+4,14 Aa  33,60+5,62 Bb
I 0,20:0,42 Da  14,40+320Cb  17,20:394Cb  58,90+7,68 Ab  40,10+6,35 Ba
v 0,20£0,42 Da  19,60+3,69 Ca  16,80+2,28 Cb  58,50+7,91 Ab  38,72+6,80 Ba
v 0,50+0,85 Ca  17,90+2,69 Ba  15,80+4,57 Bb  29,00+6,32 Ad  14,63+4,02 Bc
Vi 0,00£0,00 Ba  11,50+#4,58 Ab  10,80+4,71 Ac  10,60+3,57 Ae  14,41+4,30 Ac
Vi 0,10%0,32 Ba 4,00£3,09Bc  3,30+2,79 Bd 7,92+2,99 Ae 4,10+2,51 Bd

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de
Probabilidade pelo teste de Scott Knott.
= avaliagOes a cada 48 horas
°T = testemunha
%P1 = Aclcar invertido 3%, melaco 5%, Eugenol 0,5%, proteina hidrolisada 0,5%, &cido citrico 0,5%, Sorbitol 0,5%
P2 = Aclcar invertido 3%, melaco 5%, Eugenol 0,5%, acido citrico 0,5%, Sorbitol 0,5%
°P3 = Aclicar invertido 3%, melago 5%, proteina hidrolisada 0,5%, &cido citrico 0,5
®P4 = Aclcar invertido 3%, melaco 5%, acido citrico 0,5%
A formulacdo P3 destacou-se em relacdo aos demais, seguido dos atrativos P4, P2 e P1.

Durante todo o periodo as formulacdes reduziram sua capacidade atrativa. (Tabela 4).
2.3.2.2 Experimento com escolha binéria

No experimento de escolha bindria do grupo de atrativos 2, as formulacdes avaliadas
capturaram um valor superior aos valores da testemunha, diferenciando-se estatisticamente

da mesma (Tabela 5).

O Fatorial 1 apresentou interagdo significativa (Fs. 63 = 88,93; p < 0,001). O P1 diferiu,
significativamente com os maiores valores, da testemunha (T1l) nas sete avaliagbes. A
avaliacdo Il diferiu, significativamente com o maior valor (29,20 + 2,20), das demais
avaliagbes em Pl (Fs ¢ = 188,98; p < 0,001). Em T1, as avaliacbes nao diferiram

significativamente (Fe. 63 = 0,30; p = 0,93) (Tabela 5).
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Tabela 5 Nimero médio de adultos de Liriomyza sativae capturados a cada 48 horas em formulagdes
atrativas (grupo 2) em laboratério combinados com agua sob temperatura de 25 + 2°C e UR60 + 10%.

Avaliagao*

PXT Il 1] v \ \ Vil

NuUmero médio de insetos

Fatorial 1

p1’ 12,50£3,34Ad"  19,00£2,36Ab  29,20+2,20Aa  14,10+2,85Ac  15,60+2,27Ac  6,90+2,69Ae  3,10+2,51Af
T1 0,30+0,67Ba  0,33+0,67 Ba  1,00+0,94Ba  0,20+0,42Ba  0,50+0,53 Ba  0,80+1,03Ba  1,00+0,94Ba

Fatorial 2

p2° 15,20+2,30Ac  28,60+2,67Aa 25,20+3,94Ab  14,00+2,79Ac  16,10+4,33Ac  4,30+2,54Ad 2,10+2,02Ae
T2 0,70+0,67 Ba 1,10+1,45Ba  1,50+1,51Ba 0,60+0,70 Ba  0,60+0,70Ba  0,70+1,06Ba 0,50+1,08Aa

Fatorial 3

p3* 68,10+3,14Ab  73,30+£5,96Aa 65,90+5,36Ab 32,60+7,95Ac 23,10+3,41Ad 9,70+3,83Ae 5,60+3,37Af
T3 0,70+0,82 Ba 1,00+1,33Ba 0,50+0,71Ba 0,60+0,70 Ba  0,90+0,88 Ba  1,00+1,05Ba 1,00+1,05Ba

Fatorial 4

p4° 34,70+6,50Ab  41,70+7,39Aa  38,30+8,14Ab  36,30+6,00Ab 16,70+1,95Ac 4,10+2,13Ad 2,30+1,70Ad
T4 0,70+1,06 Ba  0,60+1,26 Ba 0,20+0,42Ba  0,60+0,70Ba  0,80+0,79Ba  1,40+1,17Aa 1,00+1,25Aa

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem significativamente a 5% de
Probabilidade pelo teste F e Scott Knott, respectivamente.
= avaliagOes a cada 48 horas
T = testemunha
’P1 = Aclcar invertido 3%, melaco 5%, Eugenol 0,5%, proteina hidrolisada 0,5%, &cido citrico 0,5%, Sorbitol 0,5%
3p2 = Aclcar invertido 3%, melaco 5%, Eugenol 0,5%, acido citrico 0,5%, Sorbitol 0,5%
*P3 = Aclcar invertido 3%, melaco 5%, proteina hidrolisada 0,5%, &cido citrico 0,5
°P4 = Aclcar invertido 3%, melaco 5%, acido citrico 0,5%

O Fatorial 2 apresentou interagdo significativa (Fs. 63 = 78,54; p < 0,001). O P2 diferiu,
significativamente com o0s maiores valores, da testemunha (T2) até a avaliagdo VI. Na
avaliacao VII, o P2 néo diferiu significativamente de T2 (Fy. 63 = 2,23; p = 0,14). A avaliagéo Il
diferiu, significativamente com o maior valor (28,60 + 2,67), das demais avaliagdes em P2
(Fe: 63 = 182,48; p < 0,001). Em T2, as avaliagbes néo diferiram significativamente (Fg. 63 =
0,24; p = 0,96) (Tabela 5).

O Fatorial 3 apresentou interagéo significativa (Fe. 63 = 297,80; p < 0,001). O P3 diferiu,
significativamente com os maiores valores, da testemunha (T3) nas sete avaliacbes. A
avaliagdo Il diferiu, significativamente com o maior valor (73,30 + 5,96), das demais
avaliagbes em P3 (Fs o3 = 644,12; p < 0,001). Em T3, as avaliacbes nao diferiram
significativamente (Fg. 63 = 0,034; p = 0,9998) (Tabela 5).

O Fatorial 4 apresentou interagdo significativa (Fs. 63 = 97,36; p < 0,001). O P4 diferiu,

significativamente com os maiores valores, da testemunha (T4) até a avaliacdo V. Os
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valores de P4 néo diferiram significativamente da testemunha T4 nas avaliacdes VI (F1. 63 =
2,41;p=0,12) e VIl (F1.63 = 0,56; p = 0,45). A avaliacéo Il diferiu, significativamente com o
maior valor (41,70 £+ 7,39), das demais avaliacbes em P4 (Fg. 63 = 182,34; p < 0,001). Em T4,
as avaliacdes néo diferiram significativamente (Fe. 3 = 0,09; p = 0,997) (Tabela 5).

Todas as formulagGes foram atrativas, pois diferenciaram estatisticamente da testemunha.
Ao longo do tempo, houve reducdo da atratividade para todas as formulacBes avaliadas,
porém as formula¢gdes P1 e P3 mantiveram a atratividade na ultima avaliagcdo, com valores

gue diferenciaram da testemunha (Tabela 5).

2.3.2.3 Sexagem

Em relacdo aos dados de nimero médio de machos e fémeas de adultos de L. sativae, o
fatorial 1 (P1) ndo apresentou interacdo significativa entre os fatores sexo e avaliagdo (Fs: 60
= 2,03; p = 0,074). O numero de fémeas nao diferiu, significativamente, do ndmero de
macho nas sete avaliagbes (Fpip = 0,06; p = 0,798). A avaliacdo Il diferiu,
significativamente.com o maior valor, das demais avaliacdes para fémeas (16,00 + 2,53) e
machos (12,67 * 3,08) (Fe. 60 = 45,91; p < 0,001) (Tabela 6).

O fatorial 2 (P2) apresentou interacéo significativa entre os fatores sexo e avaliagéo (Fs. g0 =
2,68; p = 0,02). O numero de machos diferiu, significativamente com o maior valor em
relacdo ao numero de fémeas apenas nas avalia¢des IV (9,00+0,89 machos e 5,83 + 2,64
fémeas) (F1. 0 = 5,40; p = 0,02) e V (9,50+2,88 machos e 5,67 * 2,34 fémeas) (F1.¢0 = 7,91;
p = 0,006). As avaliacdes Il e Ill diferiram, significativamente das demais, com 0s maiores
valores para fémeas (13,00 + 2,83 e 13,83 + 4,45, respectivamente) (Fe. 60 = 28,20; p <
0,001) e apenas a avaliacdo | diferiu, significativamente com o maior valor para machos
(14,67 £ 3,50) (Fe, 60 = 20,67; p < 0,001) (Tabela 6).

O fatorial 3 (P3) apresentou interagdo significativa entre os fatores sexo e avaliagao (Fe. 60 =
2,60; p = 0,03). O numero de fémeas diferiu, significativamente com o maior valor em
relacdo ao numero de machos apenas na avaliacdo | (39,17+5,04 fémeas e 29,17+6,82
machos) (F1. 0 = 9,03; p = 0,004). As avaliagbes |, Il e lll diferiram significativamente das
demais, com os maiores valores para fémeas (39,17 + 5,04, 39,33 + 6,92 e 32,83 %
4,88,respectivamente) (Fe. 60 = 46,29; p < 0,001) e para machos (29,17 + 6,82, 34,83 + 4,88
e 33,83 £ 9,42, respectivamente) (Fs. 60 = 27,14; p < 0,001) (Tabela 6).
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Tabela 6 Numero médio de machos (M) e fémeas (F) de Liriomyza sativae capturados em diferentes
formulag@es atrativas (grupo 2) em laboratério sob temperatura de 25 + 2°C e UR60 + 10%.

Avaliacéo

Sexo Il 1] v \ \ Vil Média

NUmero médio de insetos

Fatorial 1 (P1)

F 5,3342,5 9,33+2,1 16,00+2,5 6,17+1,3 8,33+1,7 3,00£1,6 1,67£1,2 71
M 5,50+0,8 9,33+2,3 12,67+3,0 7,67+2,7 7,17+0,7 4,50+2,1 2,33£1,3 7,0
Média 541d 9,33b 14,33 a 6,91c 7,75¢ 3,75e 2,00f

Fatorial 2 (P2)

8,00+0,8Ab 13,00+2,8Aa 13,83+4,4Aa 5,83+2,6Bb 5,67+2,3Bb 1,33+1,2Ac  1,00+1,1Ac
M 7,5042,2Ab  14,67+3,5Aa 11,17+1,9Ab 9,00£0,8Ab 9,50+2,8Ab 3,33+1,6Ac  2,17+1,1Ac

Fatorial 3 (P3)

39,1745,0Aa  39,33+6,9Aa 32,83+4,8Aa 15,00+5,4Ab  9,33+7,0Ab 2,50+1,5Ac 2,33+1Ac
M 29,17+6,8Ba  34,83+4,8Aa 33,00+9,4Aa  18,83+7,4Ab  1550+5,6Ab  6,17+3,8Ac 3,00+1Ac

Fatorial 4 (P4)

F 16,83+4,7 20,33+2,6 20,33+5,5 18,33+2,1 7,33%1,0 1,33+1,0 0,83%0,7 121
M 17,83+£3,3 17,17+4,8 14,5043,6 17,67+6,0 9,67+0,8 3,17+1,3 1,33+0,8 11,6
Média 17,33a 18,75a 17,41a 18,00a 8,50b 2,25¢ 1,08¢c

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste F e Scott Knott, respectivamente.

T = testemunha

P1 = Agucar invertido 3%, melago 5%, Eugenol 0,5%, proteina hidrolisada 0,5%, acido citrico 0,5%, Sorbitol 0,5%
P2 = Agucar invertido 3%, melago 5%, Eugenol 0,5%, &cido citrico 0,5%, Sorbitol 0,5%

P3 = Agucar invertido 3%, melago 5%, proteina hidrolisada 0,5%, acido citrico 0,5%

P4 = Agucar invertido 3%, melaco 5%, acido citrico 0,5%

O fatorial 4 (P4) ndo apresentou interagao significativa entre os fatores sexo e avaliagéo (Fe:
e = 2,21; p = 0,054). O numero de fémeas nédo diferiu, significativamente do nimero de
machos nas sete avalia¢cdes (F1.10 = 0,93; p = 0,35). As avaliacdes I, Il, Il e IV diferiram
significativamente das demais, com 0s maiores valores para fémeas (16,83+4,71, 20,33 £
2,66, 20,33 £ 5,57 e 18,33 + 2,16,respectivamente) e para machos (17,83 + 3,37, 17,17 +
4,88,14,50 + 3,61 e 17,67 £ 6,09, respectivamente) (Fes. 60 = 61,92; p < 0,001) (Tabela 6).

A formulacdo P2 capturou mais machos de L. sativae nas avaliagbes IV e V em comparacdo
a fémeas, ndo diferenciando nas demais avaliagbes. Para a formulagdo P3 houve diferenca
apenas na avaliagdo | com maior numero de fémeas capturadas. Nas demais avaliacdes
ndo houve diferenca entre os nimeros de machos e fémeas capturados. Ao longo de todas

as avaliacdes, houve reducao nas médias de adultos capturados (Tabela 6).
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2.3.3 Comparacéao entre as formulacfes selecionadas de cada grupos de atrativos

Com base nos resultados dos experimentos anteriores, foi selecionada a formulagdo P1
para o grupo de atrativos 1 (vinagre de banana 10% v/v + Melago 10% v/v + &acido citrico
0,5% v/v) e a formulagcdo P3 para o grupo de atrativos 2 (agUcar invertido 3% v/v, melago
5% vlv, proteina hidrolisada 0,5% v/v, &cido citrico 0,5% v/v) devido a maior expressividade
na atracdo de adultos de L. sativae.

A interacdo entre os fatores substancias atrativas e avaliagdo foi significativa (Fi4,125 = 8,82,
p < 0,001). O P1 diferiu significativamente na avaliacdo | (18,67 + 3,39), Il (18,55 + 4,58) e lll
(20,00 £ 3,46) (F7 168 = 14,36; p < 0) das demais avaliagbes enquanto que o P3 obteve o
maior numero de insetos capturados na avaliagéo | (22,22 + 4,49) (F7 163 = 31,13, p = 0). Na

testemunha (T) ndo houve diferenca nas oito avaliagées (F7,16s = 0,112; p = 0,99) (Tabela 7).

Na avaliacdo |, o P3 diferiu significativamente dos outros tratamentos com 0s maiores
valores (22,22 + 4,49) (F,.190 = 93,82; p < 0,001). Na avaliacéo Il (F;190 = 69,28; p = 0), IV
(Fo100 = 48,73; p = 0), V (F2100 = 35,73; p = 0) e VI (Fz100 = 32,29; p < 0,001) ndo houve
diferenca significativa entre P1 e P3, apenas entre a testemunha. Na avaliacdo 1ll, o P1
apresentou os maiores valores (20,00 + 3,46) e diferiu significativamente dos demais
tratamentos (F; 190 = 73,69; p < 0,001), assim como nas avalia¢des VIl e VIII, com ,11 + 2,93
(F2100=12,74; p < 0,001) e 8,66 * 4,63 (F,100 = 12,74; p < 0,001), respectivamente (Tabela
7).

Tabela 7 Nimero médio de adultos de Liriomyza sativae capturados em formulagdes atrativas em laboratério a cada 48 horas
sob temperatura de 25 + 2°C e UR60 + 10%.

Formulacdes

Avaliacio T P1' P3°

Numero de adultos

1,33+1,93Ca*

18,67+3,39Ba

22,22+4,49Aa

I 0,71+0,71Ba 18,55+4,58Aa 15,66+5,15Ab
1l 1,00+0,73Ca 20,00+3,46Aa 13,55+4,09Bb
\% 1,62+1,68Ba 15,11+4,04Ab 16,00+4,47Ab
\% 0,55+0,52Ba 13,44+4,18Ac 11,44+3,50Ac
Vi 0,88+1,05Ba 13,00+5,42Ac 10,44+2,40Ac
Vil 0,88+1,05Ca 9,11+2,93Ad 4,55+3,94Bd
VIlI 0,77+0,66Ba 8,66+4,63Ad 2,66+2,06Bd

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de

g)robabilidade pelo teste de Scott Knott.
T

=testemunha

'P1 = Vinagre de banana 10% + Melago 10% + é&cido citrico 0,5% (P1 do grupo 1)
?pP3 = Aclcar invertido 3%, melago 5%, proteina hidrolisada 0,5%, &cido citrico 0,5% (P3 do grupo 2)
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2.3.4 Avaliacdo de injurias de L. sativae em plantas de feijao de porco na presenca de
atrativos

As formulag6es P1 e P3 diferenciaram significativamente da testemunha nos valores médios
de adultos capturados e néo diferenciaram entre si (F, ;= 14,42, p = 0,0003). O nimero de
puncturas ndo diferenciou para P1, P3 e testemunha (F,;7 = 3,61, p = 0,052). Quanto ao
namero de larvas, a testemunha diferenciou significativamente de P1 e P3 com os maiores
valores (261,67 = 96,24) (F,17= 5,36 p = 0,017) (Tabela 8).

Tabela 8 NUmero médio de puncturas, larvas de Liriomyza sativae em plantas de feijdo de porco e nUmero médio

de adultos capturados em formulacgdes atrativas em laboratério, no periodo de 24 horas sob temperatura de 25 +
2°C e UR60 * 10%.

Tratamentos Numero de puncturas Numero de larvas Numero de adultos
T° 1610,67+426,69 a 261,671£96,24 a 3,1743,13 b
p1t 1270,17+373,27 a 157,00£23,59 b 22,00+4,73 a
p2° 859,83+618,17 a 152,17+54,93 b 19,0049,78 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
°T = testemunha

'P1 = Vinagre de banana 10% + Melaco 10% + acido citrico 0,5% (P1 do grupo 1)

2p3 = Aclcar invertido 3%, melago 5%, proteina hidrolisada 0,5%, cido citrico 0,5% (P3 do grupo 2)

2.4 DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos comparando cada uma das
formulacdes com a respectiva testemunha, foi possivel observar que todas as formulagbes
foram atrativas para os adultos de L. sativae. Essa atratividade dos adultos pelas
formulacdes testadas pode estar relacionada a percepc¢do dos volateis emitidos pelas
substancias e a consequente a mudanga de comportamento em direcdo as mesmas, as

quais estimularam o sistema nervoso dos insetos (CHAPMANN, 1998).

As espécies pertencentes ao género Liriomyza utilizam varios recursos do sistema sensorial
para desempenhar diversas fungbes, que funciona simultaneamente e em sequéncia.
Dentre esses recursos, o olfato € considerado o mais importante devido a utilizagdo de
cairoménios para a localizacdo de hospedeiros e parceiros sexuais (KANG et al. 2009).
Essa especializacao do sistema olfativo é consequéncia de uma estrutura presente nas
antenas de machos e fémeas, cuja funcdo é aumentar a capacidade receptiva e concentrar
os estimulos olfativos (ROSS; ANDERSON, 1987; ZHAO; KANG, 2002), encontrados
também em outras espécies de dipteros como Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824)
(Diptera: Tephritidae) (MAYO et al., 1987). Portanto, a resposta positiva dos adultos de L.
sativae aos odores emitidos pelas substancias atrativas pode estar associada a essa

especializagao e eficiéncia do sistema olfativo.
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Quanto as substancias utilizadas nas formulacBes para o primeiro grupo cujos atrativos
foram a base de diferentes tipos de vinagres, foi verificado que a maior atratividade se deu
na presenca do vinagre de banana combinado com melago, em comparagdo ao uso de
vinagre de macéa e vinagre de arroz. A maior atratividade de adultos de L. sativae por essa
formulacdo pode inferir que 0s mesmos possuem atracéo pelos compostos provenientes da
fermentagcédo da banana. Esse fato foi verificado por Cruz (1988) em que atrativos contendo
banana amassada com melago foram mais eficientes em comparacéo ao vinagre de maca e
vinagre de uva para L. huidobrensis. A mistura de banana com melaco mostrou-se atrativa
também para outras espécies de insetos como Rhynchophorus palmarum Linnaeus, 1764
(Coleoptera: Curculionidae) em comparacdo a outros atrativos contendo abacaxi e foi
semelhante as armadilhas contendo feroménios (MURGUIA-GONZALES et al., 2018).
Segundo Plata-Rueda et al. (2016), a fermentacdo de atrativos contendo banana em sua
composi¢ado produz maior quantidade de compostos como etanol, pentano e acetato de etila

gque sao atrativos a alguns grupos de insetos.

A presenca do melago nas formulagbes do grupo 1 favoreceu a captura de adultos de L.
sativae em comparacao as demais formulacdes contendo outras fontes de aglcares. Apesar
dos acUcares serem provenientes da mesma matéria prima do melago, as substancias
presentes nos volateis emitidos diferem em quantidade e grupo quimico (EL-SAYED et al.,
2005). O melaco possui em sua constituicdo compostos formados pela decomposicéo e
degradacdo microbiana provenientes de fermentacdo, incluindo acetaldeido e etanol, os
guais sdo considerados atrativos para dipteros (QUINN et al., 2007) e outros grupos de
insetos (BREZOLIN et al., 2018). Outros compostos presentes na composi¢cao quimica do
aroma do melaco sé@o ésteres os quais sdo atrativos e estdo presentes em ferdbmonios de
diversos grupos de insetos, como o acetato de etila produzido pela espécie C. capitata (EL-
SAYED et al., 2005). Portanto, devido as caracteristicas dos odores emitidos pelo melaco,

essa substancia foi significativamente efetiva na atracdo de adultos de L. sativae.

A atratividade das formulagfes que continham o eugenol em sua composicao foi inferior em
comparagdo as outras formulagdes. Resultados semelhantes foram encontrados em testes
de odores realizados em olfatbmetros, em que os adultos de L. sativae responderam de
forma n&o significativa para esse composto isolado, apesar do mesmo estar presente em
folhas de plantas de tomate, enquanto que para os odores provenientes das plantas, os
adultos responderam de forma significativa. Portanto, a atratividade por odores muitas
vezes estad associada ao conjunto de substancias, como nas plantas de tomate e nao
somente a um composto isolado (ZHAO; KANG, 2002). Além disso, a concentracdo do

composto pode interferir na atratividade, pois quando os insetos encontram uma fonte de
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odor atraente, geralmente a resposta € em funcdo de um grupo de volateis emitidos
simultaneamente (CHA et al.,, 2015). Portanto, embora o eugenol seja um composto
presente em plantas de tomate, o0 mesmo isoladamente ndo confere atratividade a adultos
de L. sativae e a escolha por plantas de tomate como hospedeiros pode estar associada a

mistura de compostos volateis presentes no vegetal.

A presenca de proteina hidrolisada nas formula¢des atrativas que ndo continham o eugenol
favoreceu a atratividade de adultos de L. sativae (P3 do grupo 2 - acgUcar invertido 3% v/v,
melagco 5% v/v, proteina hidrolisada 0,5% v/v, acido citrico 0,5% v/v). Essa atividade pode
ser decorrente da necessidade de ingestdo de substancias proteicas para o
desenvolvimento ovariano, maturagdo sexual, incremento na produgéo de ovos, aumento na
taxa de acasalamento e longevidade que ocorre em diversas espécies de insetos, incluindo
os dipteros (PROKOPY; VARGAS, 1996, MILLER, 2004; PINERO et al., 2017; VARGAS et
al., 2018; BIASAZIN et al.,, 2018; LASA; AGUAS-LANZAGORTA; WILLIAMS, 2020) e
Liriomyza sp., principalmente no periodo de pré-oviposicido (GUIMARAES et al., 2009). Além
disso, adultos recém-emergidos concentram as suas atividades na dispersdo e localizagdo
de fontes de alimentos (EPSKY et al., 2014) e o padrdo de resposta a odores atrativos dos
mesmos esta relacionado a fatores fisiologicos como idade, sexo e estado nutricional
(LASA;AGUAS-LANZAGORTA;WILLIAMS, 2020). Os adultos de L. sativae utilizados nos
experimentos eram recém-emergidos, portanto a necessidade de alimentacao priorizou a
busca por recursos alimentares e consequentemente e atracdo pelas formulacdes que
continham esses recursos. Embora a proteina hidrolisada ndo tenha desempenhado um
efeito atrativo para adultos de L. sativae em estudos realizados por Rocha et al. (2010), a
mistura da mesma com outros componentes como 0 melago e o agucar invertido favoreceu
a captura de adultos, cuja explicacdo pode ser decorrente a diferenciacdo dos odores
emitidos. Mas é importante ressaltar que nos experimentos realizados por Rocha et al.
(2010) foi utilizado proteina hidrolisada de milho e no presente trabalho foi utilizado proteina
hidrolisada proveniente do soro do leite. Portanto, o tipo de produto utilizado pode alterar a

resposta atrativa dos adultos de L. sativae.

Quanto a atratividade para machos e fémeas, foi observado que em algumas avaliacdes
com determinadas formula¢des, o numero de insetos machos foi superior em comparagéo
ao numero de fémeas e em outras foi observado a situagdo contraria. Em estudos
realizados com a preferéncia de odores de diversas plantas hospedeiras de L. sativae foi
verificado que machos e fémeas possuem distribuicdo semelhante de sensilas e que o
comprimento das sensilas dos machos é superior que as das fémeas (ZHAO; KANG, 2003),

cujo fato pode ter favorecido a maior atratividade de machos no presente estudo para o
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grupo de atrativo 1. Outro fator é que os machos de Liriomyza sp. dependem das fémeas
para se alimentar pois ndo possuem 0 ovipositor para realizar as puncturas. Portanto, a
emissdo de volateis pelas plantas ocasionadas pela alimentacdo das fémeas favorece a
localizacdo do alimento e do parceiro sexual (GE et al., 2018). Devido a essas
caracteristicas, os machos de Liriomyza sp. podem possuir maior sensibilidade a odores em
comparagdo a fémeas (RADZIUTE; BUDA, 2013). A maior atratividade de fémeas em
determinada avaliacdo do grupo 2 pode relacionar-se com a necessidade nutricional que as
mesmas possuem, principalmente apds a emergéncia, para a maturacdo dos ovos. Essa
observacdo foi elucidada para diversos grupos de insetos, incluindo os dipteros
(WOLLMANN et al., 2019).

Na presenga das substancias atrativas houve reducdo de aproximadamente 60% das
injurias ocasionadas pela fase imatura de L. sativae, devido a redugcdo do numero de
adultos. Quanto ao numero de puncturas de alimentacdo, ndo houve diferenca em relagéo a
testemunha, ou seja, ha auséncia dos atrativos. Os adultos utilizados no experimento
possuiam trés dias de idade e foram submetidos a alimentacdo com plantas de feijao
anteriormente a conducdo do experimento. Dessa forma, devido ao seu desenvolvimento
prévio nessas plantas, ao serem confinados com as substancias atrativas e plantas da
mesma espécie que se desenvolveram, foram atraidos a principio pelos volateis emitidos
pelas mesmas. Essa condicdo foi observada em Liriomyza spp. cuja resposta aos odores foi
em funcdo das plantas em que se desenvolveram e possuiam experiéncia de alimentagao,

mesmo comparando com plantas hospedeiras preferenciais (RADZIUTE; BUDA, 2013).

Quanto a reducao do numero de larvas na presenca dos atrativos, uma possivel explicacao
seria que os adultos de L. sativae ao perceberem a presenca de odores diferentes ao das
plantas, mudaram o comportamento em dire¢do aos mesmos, com o intuito de avaliar a
gualidade do substrato para alimentacdo e oviposicdo. O comportamento de escolha do
hospedeiro para Liriomyza sp., baseia-se na localizacdo pelos compostos volateis, avaliacdo
da qualidade através da alimentagéo e posteriormente a oviposicdo (PARRELLA, 1987; GE
et al.,, 2018). Embora essas espécies tenham preferéncia pelos volateis emitidos pelos
exsudados das puncturas, por fornecerem fontes de carbono e nitrogénio confiaveis (GE et
al.,, 2019), os adultos foram atraidos pelas substancias as quais forneciam recursos como

fontes de energia para oviposicao.

Ao longo do tempo todas as formulacbes reduziram sua capacidade de atracdo devido a
presenca de contaminantes e a consequente deterioracdo dos compostos. Para o grupo 1,

as avaliagbes foram realizadas durante 12 dias enquanto que para o grupo 2 durante 14
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dias. Semelhantemente, substancias atrativas a base de proteinas foram avaliadas em
média de 10 dias por Raga et al. (2015), as quais resultaram na reducdo da capacidade
atrativa a moscas-das-frutas (C. capitata) devido a processos de deterioragdo. Segundo
Mazor (2002), o nitrogénio amoniacal é o principal componente da decomposi¢cao de
atrativos a base de melaco e proteinas. Algumas espécies de mosca-das-frutas como
Anastrepha obliqua (Macquart, 1971) (Diptera: Tephritidae) séo atraidas por esse composto
em altas concentragBes, enquanto que outras espécies sdo atraidas em baixas
concentracdes (LASA; WILLIAMS, 2021). Apesar de algumas espécies de dipteros serem
atraidos por esse produto proveniente da decomposicao, a faixa de rejeicdo € muito ampla
(MAZOR et al. 2002; MAZOR, 2018). Portanto, a menor atratividade a adultos de L. sativae
no final das avaliacdes pode ser decorrente a alta taxa de liberagédo de nitrogénio amoniacal.
Além disso, substancias que possuem pH reduzido possuem maior velocidade de
decomposicdo (HEATH et al., 2009). As formulagdes utilizadas no experimento possuiam o
acido citrico como conservante, por se tratar de um acido, o0 mesmo pode ter sido o fator

gue reduziu o pH, favoreceu a decomposigéo das substancias.
2.5 CONCLUSAO

Todas as formulagbes testadas promovem atratividade a adultos de L. sativae,
principalmente a que contém vinagre de banana (10%) v/v, melaco (10%) v/v e &acido citrico
(0,5% v/v) e a que contém acucar invertido (3%) v/v, melaco (5%) v/v, proteina hidrolisada
(0,5%) v/v e acido citrico (0,5%) v/v.

Na presenca das formulagbes que contém banana (10%) v/v, melaco (10%) v/v e acido
citrico (0,5%) v/v e que contém acucar invertido (3%) v/v, melaco (5%) v/v, proteina
hidrolisada (0,5%) v/v e acido citrico (0,5%) v/v ha reducédo das injlrias ocasionadas por L.

sativae devido a captura dos adultos.

Todas as formulagdes reduzem a capacidade atrativa ao longo do tempo.
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3 CAPITULO

Toxicidade e deterréncia de 6leos fixos, essenciais e compostos majoritarios sobre
diferentes fases de vida de Liriomyza sativae Blanchard 1939 (Diptera: Agromyzidae)

RESUMO

Como opc¢do de manejo, o uso de inseticidas botanicos como os 6leos fixos e essenciais
pode auxiliar na reducéo de populactes de espécies praga de forma mais sustentavel. Além
disso, 0s compostos majoritarios presentes nos Oleos essenciais podem ser precursores
para o desenvolvimento de novos produtos. Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar a
mortalidade de larvas de Liriomyza sativae submetidas a aplicacdo dos 6leos de alecrim,
eucalipto, citronela, gengibre, limao siciliano, nim e dos compostos majoritarios d-limoneno,
citral, citronelal, 1,8cineol/eucaliptol e cénfora; estimar a concentracdo letal dos o6leos e
compostos majoritarios e avaliar o efeito deterrente dos mesmos sobre adultos de L. sativae.
Os experimentos foram realizados em condi¢des de laboratorio, sob temperatura de 25 +
2°C e umidade relativa de 60+10%. A caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais foi
realizada por analises nos equipamentos de cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo em chama (CG-DIC) e cromatografia gasosa acopada ao espectrébmetro de
massas (CG-EM). Para os testes de toxicidade, discos foliares contendo uma larva de
Liriomyza sativae foram imersos por 5 segundos em solu¢des contendo os 6leos essenciais,
fixos e compostos majoritarios. Os testes de deterréncia foram realizados mediante a
aplicacdo dos mesmos tratamentos em plantas de feijdo de porco e liberacdo de adultos de
L. sativae em gaiolas de TNT. As avaliacdes para os testes de toxicidade foram realizadas
por meio da contagem do nimero de pupas formadas e para os testes de deterréncia da
contagem do numero de puncturas e larvas nas folhas. Todos os 6leos essenciais com
concentracdo 2% v/v apresentaram 100% de mortalidade com excecao do 6leo fixo de nim
(2% vlv), cuja mortalidade foi de 48,86 + 0,24%. Os compostos majoritarios (2%v/v)
ocasionaram valores superiores a 90% de mortalidade nas larvas, com excecado da canfora
(21,48%) e eucaliptol (23,40%). As CLs, mais téxicas foram provenientes dos 6leos de
citronela (0,11% v/v), gengibre (0,15% v/v) e do composto majoritério citral (0,13% v/v). O
menor indice de deterréncia foi ocasionado pelo 6leo de nim (0,221) assim como o menor
namero de larvas (5,67 £ 0,33). Os Oleos e 0s compostos majoritarios possuem acao
inseticida e deterrente sobre larvas e adultos de L. sativae, com maior expressividade os

Oleos de citronela, gengibre e o citral com acao téxica e o 6leo de nim como deterrente.

Palavras-chave: Mosca minadora. Inseticidas botanicos. Concentracao letal.
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Toxicity and deterrent effects of fixed, essential oils and major components on

different life stages of Liriomyza sativae Blanchard 1938 (Diptera: Agromyzidae)

ABSTRACT

As a management option, the use of botanical insecticides such as fixed and essential oils
can help reduce pest species populations in a more sustainable way. Furthermore, the major
compounds present in essential oils can be precursors for the development of new products.
Therefore, the objective aimed to evaluate the mortality of Liriomyza sativae larvae subjected
to the application of rosemary, eucalyptus, citronella, ginger, lemon, neem and the major
compounds d-limonene, citral, citronellal 1,8 cineol/eucalyptol and camphor; estimate the
lethal concentration of major oils and compounds and evaluate their deterrent effect on L.
sativae adults. The experiments were carried out under laboratory conditions, under a
temperature of 25+2°C and a relative humidity of 60£10%. The chemical characterization of
essential oils was carried out by analysis in equipment of gas chromatography with flame
ionization detector (GC-DIC) and gas chromatography coupled to a mass spectrometer (GC-
MS). For the toxicity tests, leaf discs containing a Liriomyza sativae larva were immersed for
5 seconds in solutions containing the essential oils, fixed and major compounds. The
deterrence tests were carried out by applying the same treatments to bean plants and
releasing L. sativae adults in TNT cages. The evaluations for the toxicity tests were carried
out by counting the number of formed pupae and for the deterrence tests by counting the
number of punctures and larvae on the leaves. All essential oils (2%) had 100% mortality,
except for the fixed neem oil (2%), whose mortality was 48.86+0.24%. The most toxic LCx
came from citronella oil (0.11%), followed by ginger oil (0.15%), eucalyptus oil (0.22%) and
rosemary oil (0.48%). The lowest deterrence index was caused by neem oil (0.221) as well
as the lowest number of larvae (5.67+2.33). The major oils and compounds have insecticidal
and deterrent action on larvae and adults of L. sativae, with greater expressiveness citronella

oil with toxic action and neem oil as a deterrent.

Keywords: Leafminer.Botanical insecticides.Lethal concentration.
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3.1 INTRODUCAO

A principal estratégia de controle utilizada no manejo de pragas agricolas incluindo espécies
pertencentes ao género Liriomyza, é a aplicacdo de inseticidas sintéticos (CUTLER, 2013;
DEVKOTA et al., 2016). Embora esses produtos tenham trazido beneficios para a producéo
agricola, 0 seu uso excessivo e irregular acarreta diversos problemas em relacdo a
contaminacao, tanto humana quanto ambiental (FOUNTAIN; WRATTEN, 2013). Além disso,
outros problemas sdo ocasionados como a ressurgéncia de pragas secundarias, o efeito
sobre organismos ndo alvo e a selecdo de gendtipos resistente aos ingredientes ativos
(DUBEY et al., 2011; REDDY; CHOWDARY, 2021).

Devido aos diversos fatores ocasionados pelo uso indiscriminado de inseticidas sintéticos,
as pesquisas relacionadas ao uso de produtos provenientes da natureza como 6leos
essenciais e extratos de plantas, os quais sdo denominados “pesticidas verdes”,
destacaram-se como uma alternativa mais sustentavel, principalmente em cultivos orgénicos
(MOSSA, 2016; KARANI et al., 2017).

Os 6leos essenciais provenientes do metabolismo secundario de determinadas plantas sdo
considerados inseticidas botanicos constituidos por misturas de compostos organicos que
desempenham func¢des na redugéo de populacdes de insetos praga e consequentemente de
injurias nas plantas. Esses 06leos ocasionam efeitos toxicos, ovicida, repelentes e
antialimentares a diversos grupos de insetos (TRIPATHI et al., 2009, KUMAR et al., 2013;
WANG et al., 2019; BOULAMTAT et al., 2021). Devido a fatores como a menor persisténcia
no ambiente e a baixa toxicidade a insetos benéficos e mamiferos, o uso dos Oleos
essenciais é considerado de menor impacto ambiental em compara¢ao ao uso de inseticidas
sintéticos (SINTHUSIRI; SOONWERA, 2014; LEVCHENKO et al., 2021).

A constituicdo dos Oleos essenciais é de aproximadamente 20 a 60 componentes, embora
existam 6leos de espécies vegetais cujo nimero de compostos € inferior ou superior a esses
valores. A concentracdo desses compostos é variavel e 0s que apresentam concentracdes
superiores a 5% v/v sdo denominados de compostos majoritarios (DEVI et al., 2020), que
geralmente determinam as propriedades biol6gicas dos 6leos (PAVELA, 2015). Portanto,
além do uso dos inseticidas botanicos diretamente no manejo de pragas, esses produtos
sdo precursores de pesquisas no intuito de desenvolver novos agentes sintéticos com

melhor desempenho e atributos em comparacéao ao natural (CANTRELL et al., 2012).
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Dentre os estudos com 6leos essenciais, diversas espécies botanicas sdo consideradas
promissoras na toxicidade e repeléncia a insetos como o 6leo de eucalipto (Eucalyptus
citriodora - Myrtaceae) (BATISH et al., 2008; SEMMLER et al., 2014), o 6leo de alecrim
(Rosmarinus officinalis — Lamiaceae) (BENELI, et al., 2012; DUARTE et al., 2015;
MENDOZA-GARCIA et al., 2019), o 6leo de citronela (CLOYD et al., 2009; HAZARIKA et al.,
2020), o bleo de gengibre (ATAIDE et al., 2020; BULGARINI; BORTOLINI; MAISTRELLO,
2021) e o 6leo de lim&o siciliano (GUPTA et al., 2017).

Outro grupo de inseticidas botanicos sdo os 6leos vegetais fixos, extraidos de diversas
partes das plantas como sementes, raizes, caule e polpa de frutos. Sao constituidos por
misturas de ésteres de acidos graxos, geralmente triglicerideos e outros lipideos, cujos mais
comuns séo os acidos palmitico, estérico, linoleico e oleico (PIRAS et al., 2012; ROSA et al.,
2017). A presenca desses compostos na constituicAo dos o6leos fixos € a principal
caracteristica que os diferenciam dos Oleos essenciais, pois 0s acidos graxos possuem
baixa volatilidade enquanto que os Gleos essenciais sdo constituidos por substancias com
alta voltatilidade (SIMOES, 1999; ALMEIDA et al., 2015). Tratando-se do manejo de insetos
praga, dentre os 6leos fixos, o 6leo de nim (Azadiracta indica — Meliaceae) possui efeitos
téxicos, antialimentar e repelente contra diversos grupos de insetos, incluindo os dipteros
(HOSSAIN; POEHLING, 2006; SILVA et al., 2015; DUARTE et al., 2019).

Diante disso, o objetivo do trabalho foi avaliar a mortalidade de larvas de L. sativae
submetidas a aplicacdo de Oleos fixos, essenciais € compostos majoritarios, estimar a
concentracdo letal dos 6leos e compostos majoritarios e avaliar o efeito deterrente dos

mesmos sobre adultos de L. sativae.
3.2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no laboratério de Entomologia do Nuicleo de
desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas
(NUDEMAFI) no Campus de Ciéncias Agrérias e Engenharias (CCAE) da UFES, em Alegre
-ES.

3.2.1 Obtencéo dos insetos

Item 2.2.1 (pagina 42)
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3.2.2 Obtencéo dos 6leos e compostos majoritarios

Os oOleos utilizados nos bioensaios foram adquiridos comercialmente com excecao do 6leo
de gengibre, cuja extracao foi realizada no Laboratério de Fitoquimica e Catalise do Instituto
Federal do Espirito Santo (IFES - Campus Alegre). As informacdes a respeito dos 6leos
adquiridos comercialmente ou extraidos que foram utilizados nesse trabalho sao:

- Oleo essencial de Eucalipto (Eucalyptus citriodora) Ferquima, lote 114. Fabricac&o:
junho 2019, Validade: junho 2021.

- Oleo essencial de Citronela (Cymbopogon winterianus) Ferquima, lote 158.
Fabricacdo: agosto 2019. Validade: agosto 2021.

- Oleo essencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis), Destilaria Bauru, lote DBKT-
ALIP1218/312. Fabricacdo: dezembro 2018. Validade: dezembro 2020.

- Oleo fixo de Nim (Azadirachta indica), Ltda. Fabricacao: fevereiro 2019. Validade: fevereiro
2021.
- Oleo de gengibre (Zingiber officinale) Extracdo: os rizomas adquiridos

comercialmente foram triturados, misturados com agua destilada e colocados em um balédo
de destilacdo com capacidade de dois litros, em um aparelho Clevenger, o qual realiza a
extracdo do Oleo por meio da hidrodestilagdo, conforme a metodologia descrita por Bravim
dos Santos et al. (2021). Ap6s o periodo de quatro horas, a mistura de 6leos com a agua
(hidrolato) foi submetido a centrifugagédo a 6.000 rpm pelo periodo de 10 minutos, com o
intuito de separar as fases 6leo e agua. ApOs a separagdo do 6leo, 0 mesmo foi coletado e
armazenado sob refrigeragéo a temperatura inferior a -5°C.

- Composto majoritario D-limoneno, Fraction — Quimicos Fracionados, lote
190715/01. Fabricacédo: julho 2019. Validade: julho 2021.

- Composto majoritario canfora, Distriol — Comércio e Insumos Ltda, lote 2081/22782.
Fabricacdo 23/05/2019. Validade: maio 2021.

- Composto majoritario Citral — Jacy Fragrancias. Validade: abril de 2018. A pureza foi
confirmada por analise de CG/EM.

- Composto majoritario Citronelal — Sigma Aldrich, pureza 295%

- Composto majoritario Eucaliptol: Sigma Aldrich, natural, pureza = 99%
3.2.3 Caracterizacdo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram analisados em cromatografo gasoso com detector de ionizacéo
em chama (CG-DIC) (equipamento da marca Shimadzu modelo GC-2010 Plus) e em
cromatografo gasoso acoplado a espectrébmetro de massas (CG-EM) (marca Shimadzu
modelo QPMS-2010 Plus) seguindo a metodologia descrita por Bravim dos Santos et al.

(2021). Para os dois equipamentos foi utilizada coluna capilar de silica fundida RTx-5MS de
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30,0 m de comprimento, espessura de 0,25 mm e 0,25 pum de filme de fase estacionaria. O
gas de arraste usado no CG-DIC foi 0 N, e no CG-MS foi o He ambos com velocidade de
fluxo na coluna de 3,0 mL/min. O aquecimento do forno seguiu uma programacdo com
aumento linear da temperatura que iniciou a 40°C e aumentou a uma taxa de 3°C/min até
atingir a temperatura de 240°C. A temperatura do injetor e detector foram mantidas
constantes a 250 e 280°C respectivamente. Foi utilizada uma razdo split de 1:30. O
equipamento de CG-MS operou por impacto eletrdbnico a 70eV, velocidade de
escaneamento de 1000, intervalo de 0,50 fragmentos/segundo e sendo detectados
fragmentos de massa/carga de 29 a 400. A identificacdo dos compostos presentes nos
Oleos essenciais foi realizada por comparacédo do espectro de massas das substancias com
aqueles disponiveis nas espectrotecas Wiley7, NistO5 e NistO5s e indices de retencdo
LTPRI (indice de retencdo para programacéo linear de temperatura). Uma mistura de n-
alcanos lineares (C7-C40) foi usada para o célculo dos indices LTPRI que apés calculados
foram comparados com os dados da literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2011). Foram
considerados para identificagdo todos os compostos que possuiam area relativa superior a
0,5% presentes nos 6leos essenciais. Para o célculo da porcentagem em area relativa de
cada composto foi considerada a razéo entre a area do pico dele e a area total de todos os
picos presentes no cromatrograma obtido por analise de CG-DIC.

As analises de CG-DIC foram realizadas na Central Analitica do Laboratério de Fitoquimica
e Catdlise do IFES — Campus de Alegre e as analises de CG-MS foram feitas na Central
Analitica 1 do CCENS - UFES.

3.2.4 Mortalidade de larvas de L. sativae submetidas a aplicacao de 6leos fixos,
essenciais e compostos majoritarios

Para o teste de mortalidade, as solu¢cdes de cada um dos Oleos e dos compostos
majoritarios foram preparadas de acordo com a metodologia de Mc Donnell et al. (2016)
com adaptacdes, por meio da mistura do 6leo com Tween 80 a 0,05% v/v e adicdo de agua
para obter a concentracdo de 2% v/v. Como testemunha foi utilizada dgua com Tween 80 a
0,05%. Os bioensaios com o6leos foram realizados separadamente dos bioensarios com

compostos majoritarios.

Para efeito de padronizacdo do tamanho dos individuos, discos foliares de 1lcm foram
cortados contendo uma larva com trés dias de idade de L. sativae (Figura 1A). Os discos
foram imersos durante o periodo de cinco segundos na solu¢cdo de 6leo ou compostos
majoritarios a 2% (Figura 1B), baseado na metodologia de Ferguson (2004) e Oliveira et al.

(2020), com adaptacoes.
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Posteriormente, os discos foliares foram acondicionados em recipiente plastico redondo com
6 cm de diametro, sob papel filtro, vedados com filme plastico PVC (Figura 1C) e mantidos a
temperatura de 25 + 2°C e umidade de 60 + 10%.

As avaliagbes foram realizadas quatro dias apds a exposi¢cdo das larvas as solucdes de

Oleos ou compostos majoritarios mediante a contagem do numero de pupas formadas
(Figura 1D).

O delineamento foi inteiramente casualizado com 10 repeticdes, em que cada recipiente
plastico foi considerado uma repetigédo, a qual continha 10 discos foliares com 10 larvas de
L. sativae. A mortalidade foi corrigida através da férmula de Abbott (1925), submetidas a
analise de variancia e comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de significancia. As

analises foram realizadas no software estatistico R (R Development Core Team, 2019).

Figura 1. Bioensaio de mortalidade de 6leos e compostos majoritario sob larvas de
Liriomyza sativae. (A) Discos foliares contendo larva de L. sativae (B) Imerséo dos discos
foliares em solug&o contendo éleos ou compostos majoritarios (C) Recipiente plastico com
discos foliares tratados com 6leos ou compostos majoritarios (D) Pupas de L. sativae.
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3.2.5 Estimativa da concentracao letal de 6leos essenciais e compostos majoritarios

Para a determinacdo da concentracao letal, foram selecionados os 6leos que apresentaram
mortalidade superior a 80% na concentracdo a 2% v/v. A metodologia para obtencdo dos
valores dos limites inferiores (mortalidade de aproximadamente 10%) e superiores
(mortalidade superior a 80%) de cada um dos 6leos e dos compostos majoritarios e suas

respectivas concentracdes foi semelhante a adotada para o ensaio de mortalidade.

Foram utilizadas as seguintes concentragdes (% v/v) para os 6leos essenciais:

Oleo de citronela (C. winterianus): 0,000; 0,016; 0,037; 0,056 0,085; 0,130 e 0,200.
Oleo de alecrim (R. officinalis): 0,000; 0,080; 0,092; 0,120; 0,147; 0,180 e 0,332.
Oleo de eucalipto (E. citriodora): 0,000; 0,050; 0,120; 0,180; 0,280; 0,420; 0,650.
Oleo de gengibre (Z. oficinale): 0,000; 0,050; 0,071; 0,085; 0,145; 0,172; 0,206.

Para os compostos majoritarios, foram utilizadas as seguintes concentragdes em % Vv/v:

Citral: 0,000; 0,020; 0,027, 0,035; 0,081; 0,107; 0,143; 0,188.
Citronelal: 0,000; 0,050; 0,064, 0,083; 0,139; 0,300; 0,386.
D-limoneno: 0,000; 0,100; 0,130; 0,170; 0,210; 0,360; 0,770.

O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes, em que cada recipiente
foi considerado uma repeticdo contendo 10 discos foliares com 1 larva de L. sativae em
cada disco .Para a estimativa das concentracdes letais, os dados foram submetidos a
analise de Probit (FINNEY, 1971). As analises foram realizadas no software estatistico R (R
Development Core Team, 2019). O bioensaio foi realizado duas vezes para cada um dos

6leos e dos compostos majoritarios.

3.2.6 Deterréncia a adultos de L. sativae em plantas submetidas a aplicacéo de 6leos
fixos, essenciais e compostos majoritarios

Para os testes de deterréncia foram utilizados os mesmos 6leos e compostos majoritarios
avaliados para mortalidade e determinacdo da concentracdo letal. As solucdes foram
preparadas de acordo com a metodologia de Mc Donnell et al. (2016) na concentracédo de
2% (vIv).

O experimento foi realizado em plantas de feijdo de porco com 15 dias de idade as quais

foram submetidas a aplicacdo com aerografo (pressurizagdo maxima 25psi) de 1mL das
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solucdes dos Oleos ou compostos majoritarios (Figura 2A). Posteriormente, as plantas
foram deixadas sobre bancada até a secagem das folhas.

Apos a secagem das folhas, as plantas foram colocadas em gaiolas cilindricas (1Im x 0,5m)
confeccionadas em tecido néo tecido (TNT) e armacdo de arame, com base de papelédo
(Figura 2B). Foram liberados 24 casais de L. sativae com quatro a seis dias de idade em
cada uma das gaiolas (Figura 3C). A idade utilizada para os adultos correspondeu ao
periodo de maior taxa de oviposicdo de fémeas de L. sativae (COSTA LIMA; GEREMIAS;
PARRA, 2010). Em cada uma das gaiolas foi colocado uma solu¢éo de mel a 10% v/v como

substrato alimentar para os adultos.

Apbs o periodo de 24 horas, as plantas foram retiradas da gaiola e foi realizada a contagem
do nimero puncturas nas folhas (Figura 2D). Posteriormente, as plantas foram mantidas em
camaras climatizadas sob temperatura de 25 + 2°C e umidade de 60£10%. Apds quatro dias

foi realizada a contagem do nimero de larvas de L. sativae em cada uma das folhas.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com seis repeticbes em que cada folha da
planta foi considerada uma repeticao. Foi realizado o célculo do indice de deterréncia (ID),
de acordo com Mendonza-Garcia et al. (2019), através da formula ID = 2TR/ (TR + T),
adaptada, em que TR corresponde ao numero de larvas no tratamento e T o nimero de
larvas na testemunha. O indice foi classificado como ID = 1 neutro, ID < 1 deterrente e ID >
1 atraente. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e comparadas pelo teste de
Scott Knott a 5% de significancia. As analises foram realizadas no software estatistico R (R

Development Core Team, 2019).
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Figura 2 Bioensaio de deterréncia a adultos de Liriomyza sativae em plantas submetidas a
aplicacao de 6leos fixos, essenciais ou compostos majoritarios.(A) Aplicacédo das solucdes
utilizando aerégrafo em folhas de feijdo de porco. (B) Plantas em gaiolas de TNT. (C)
Adultos de L. sativae (D) Adultos e puncturas de L. sativae em folhas de feijao de porco.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais

Na analise cromatografica do 6leo essencial de alecrim (R. officinalis) foi possivel identificar
16 componentes o que correspondeu a 98,53% dos compostos presentes 6leo em termos
de area relativa: 1,8 cineol/eucaliptol (32%), canfora (20,48%), a-pineno (18,73%), canfeno
(7,0%), B-pineno (3,37%), a-terpineol (2,74%), p-cimeno (2,53), borneol (2,36%), linalol
(2,10%), acetato de isobornila (1,94%), mirceno (1,79%), geraniol (1,16%), tricicleno
(1,06%), terpinen-4-ol (0,76%) e y-terpineno (0,52%) (Tabela 1).



78

Para o O6leo essencial de citronela (C. winterianus), foram identificados 98,11% da
composi¢cdo em relacdo a area relativa o que correspondeu a 14 compostos: citronelal
(42,52%), geraniol (21,64%), citronelol (15,72%), acetato de geranil (3,33%), citronelil
acetato (3,10%), elemol (2,26%), &-cadineno (2,10%), germacreno D (2,09%), B-elemeno
(1,35%), limoneno (1,03%), a-muuroleno (0,95%), isopulegol (0,72%), linalol (0,66%) e y-
cadineno (0,64%) (Tabela 2).

Um total de 5 compostos foram identificados no 6leo essencial de eucalipto (E. citriodora),
correspondendo a 97,94% da composigcdo total: citronelal (78,32%), citronelol (9,90%),
isopulegol (7,28%), citronelil acetato (1,23 %), E- cariofileno (1,21%) (Tabela 3).

Para o 6leo de gengibre (Z. officinale) foram identificados 20 compostos correspondendo a
87,53% da éarea relativa total: a-zingibereno (16,34%), geranial (12,23%), neral (9,06%), a-
farneseno (8,97%), B-sesquifelandreno (7,22%), canfeno (2,88%), eucaliptol (5,53%), B-
felandreno (5,04%), a-curcumeno (5,02%), a-pineno (1,64%), citronelol (1,57%), mirceno
(1,47%), borneol (1,35%), geraniol (1,17%), a-terpineol (1,06%), a-amorfeno (1,00%), linalol
(0,91%), 2-heptanol (0,79%), germacreno-B (0,64%) e (E) trans-nerolidol (0,64%) (Tabela 4).

A composicao quimica do 6leo de limao siciliano (C. limon) apresentou 8 compostos sendo
100% dos compostos identificados: limoneno (75,08%), B-pineno (12,76%), y-terpineno
(7,08%), a-pineno (1,68%), mirceno (1,53%), geranial (0,81%), neral (0,61%), B-bisaboleno
(0,45%) (Tabela 5).
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Tabela 1 Composi¢éo quimica do 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis).

Pico Inéi;fceull_;jF;Rl Indice tedrico Nome da Substancia Estrutura Area Relativa (%) % Similaridade MS

1 727 NI 0,88

2 918 921 tricicleno 1,06 96

3 930 932 a-pineno 18,73 97

4 944 946 canfeno 7,00 96

6 991 988 mirceno 1,79 96

7 1023 1020 p-cimeno 2,53 96

-
X
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8 1029 1026 1,8-cineol // eucaliptol Lﬁko 32,00 97
9 1057 1054 y-terpineno W 0,52 94
10 1101 1095 linalol 4>< 2,10 95
—_— OH
11 1142 1141 canfora %% 20,48 98
(0]
12 1154 1155 isoborneol gf _OH 2,36 95
OH
13 1175 1174 Terpinen-4-ol /©_< 0,76 94
HO
14 1189 1186 a-terpineol / 2,74 95
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15 1256 1249 geraniol / 1,16 91
HO
16 1285 1283 Isobornil acetato E%/OY 1,93 95
o}

17 1949,0 NI 0,59
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 35,00 %
Monoterpenos oxigenados 63,53 %
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 0%
Sesquiterpenos oxigenados 0%
Nao Identificados 1,47 %
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Tabela 2 Composi¢éo quimica do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus).

Pico lng;ffull‘;;m Indice teérico Nome da Substancia Estrutura Area Relativa (%) % Similaridade MS
1 1026 1024 limoneno 1,03 94
2 1101 1095 Linalol 0,66 94

— OH
3 1143 1145 isopulegol 0,72 96
OH
0
G =

4 1156 1148 citronelal 42,52 96

OH
5 1232 1223 citronelol Y\/\(\/ 15,72 96

\
OH

6 1259 1249 geraniol 21,64 95

o
=
7 1354 1350 Citronelil acetato 3,10 95
o)
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8 1385 1379 Acetato do geraniol 3,33 97
9 1389 1389 B-elemeno /L§ 1,35 95
10 1411 NI 0,88

\=/

N -

11 1477 1484 Germacreno D NN 2,09 94

X
12 1500 1500 a-Muuroleno 0,95 94
13 1510 1513 y-cadineno 0,64 93
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14 1521 1522 o-cadineno | 2,10 92
-
PN
15 1547 1548 Elemol 2,26 91
"y,
OH
16 1752 NI 1,01
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 1,03 %
Monoterpenos oxigenados 87,69 %
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 7,13 %
Sesquiterpenos oxigenados 2,26 %
N&o Identificados 1,89 %




Tabela 3 Composicdo quimica do 6leo essencial de eucalipto (Eucalyptus citriodora).
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Pico Ing:l::ull‘;;m Indice tedrico Nome da Substancia Estrutura Area Relativa (%) % Similaridade MS
1 1144 1145 Isopulegol 7,28 97
OH
0
F =
2 1158 1148 citronelal 78,32 95
OH
3 1232 1223 citronelol Y\/\(\/ 9,90 95
4 1333 NI 0,81
o
=
5 1354 1350 Acetato do citronelol 1,23 94
o]
6 1411 NI 1,25
7 1414 1417 E-cariofileno Hilu,, 1,21 95
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 0
Monoterpenos oxigenados 96,73%
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 1,21%
Sesquiterpenos oxigenados 0
Na&o Identificados 2,06%




Tabela 4 Composicéo quimica do 6leo essencial de gengibre (Zingiber officinale).
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Pico lng;ffull‘;;;m Indice tedrico Nome da Substancia Estrutura Area Relativa (%) % Similaridade MS
OH
1 904 894 2-heptanol /\/\)\ 0,79 93
2 930 932 a-pineno @\ 1,64 96
3 944 946 canfeno A?/ 5,88 95
4 991 988 mirceno \—<‘_ 1,47 95
5 1026 1025 B-felandreno :<;>—< 5,04 92
6 1028 1026 1,8-cineol // eucaliptol L%o 5,53 96
7 1100 1095 linalol 0,91 93
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8 1163 1165 borneol 1,35 94
OH
OH
9 1189 1186 a-terpineol 1,06 93
OH
10 1230 1223 citronelol Y\/\(\/ 1,57 93
X
11 1241 1235 neral 9,06 95
\
[¢]
\
OH
12 1256 1249 geraniol 1,17 91
\ \O
13 1272 1264 geranial 12,23 97
14 1420 NI 3,77
15 1441 1476 NI 6,67




16 1477 1483 a-amorfeno 1,00 88
17 1481 1479 a-curcumeno 5,02 96
18 1494 1493 a- zingibereno 16,34 90
19 1507 1505 a-farneceno 8,97 93
20 1522 1521 B-sesquifelandreno % 7,22 90
21 1552 1559 germacreno B 0,64 80
i /;i : X
22 1562 1561 (E)trans-nerolidol X 0,64 85
o]

SO
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23 1611 NI 0,91

24 1687 NI 1,12

Hidrocarbonetos Monoterpénicos 14,03 %
Monoterpenos oxigenados 32,88 %
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 39,19 %
Sesquiterpenos oxigenados 0,64 %
Nao ldentificados 12,47 %
Outros 0,49 %




Tabela 5 Composi¢éo quimica do 6leo essencial de limé&o siciliano (Citrus limon)
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Pico Indice LTPRI . - Nome da Substancia Estrutura Area Relativa (%) % Similaridade MS
calculado Indice tedrico
1 930 932 o-pineno g\‘ 1,68 96
2 972 974 B-pineno %b 12,76 97
3 991 088 mirceno \_<— 1,53 95
4 1029 1024 limoneno 4@_< 75,08 95
5 1057 1054 y-terpineno 4@_< 7,08 97
X
6 1241 1235 neral 0,61 94
X
o
\ \o
7 1271 1264 geranial 0,81 95

"
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B-bisaboleno ---mm/

1506 1505 0,45 91
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 98,13 %
Monoterpenos oxigenados 1,42 %
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 0,45 %
Sesquiterpenos oxigenados 0
N&o ldentificados 0
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3.3.2 Mortalidade de larvas de L. sativae submetidas a aplicacdo de 6leos fixos,
essenciais ou compostos majoritarios

Os maiores valores de mortalidade na concentracdo 2% v/v foram ocasionados pelos 6leos
essenciais de alecrim (R. officinalis), citronela (W. winterianus), eucalipto (E. citriodora) e
gengibre (Z. officinale), com médias de 97,72+0,05%, 98,86+0,03%, 94,31+0,18% e
98,86+0,03%, respectivamente, as quais nao diferenciaram significativamente entre si. As
mortalidades ocasionadas pelo 6leo de nim (A. indica) (48,86+0,24%) e de limao siciliano (C.
limon) (57,77+0,19%) nao diferenciaram entre si, porém diferenciaram das mortalidades
superiores a 90% (F= 20,67, p < 0,01) (Tabela 6).

Tabela 6 Mortalidade (+desvio padrédo) de larvas de Liriomyza sativae com trés dias de idade ap6s a exposicao a

Oleos fixos e essenciais ha concentragdo de 2%, em laboratdrio sob temperatura de 25+2°C e umidade de
60£10%.

Oleo (2%) Média de individuos mortos Mortalidade corrigida (+DP)

(%)
Eucalipto 9,5+1,58 94,31+0,18 a*
Citronela 9,9+0,31 98,86+0,03 a
Alecrim 9,8+0,42 97,72+0,05 a
Gengibre 9,9+0,31 98,86+0,03 a
Lim&o Siciliano 6,2+2,12 57,77+0,19 b
Nim 5,56+2,12 48,86+0,24 b

*Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade
pelo teste de Scott Knott.

Quanto aos compostos majoritarios, ndo houve diferencga significativa entre as mortalidades
ocasionadas pelo citral (100+0,00%), citronelal (100+£0,00%) e d-limoneno (91,48+0,08%). O
eucaliptol ocasionou mortalidade de 23,40%+0,12% e a cénfora mortalidade de
21,48+0,26%, os quais ndo diferenciaram significativamente entre si, porém diferenciaram
dos demais compostos majoritarios (F =90,32, p < 0,01). (Tabela 7).

Tabela 7 Mortalidade (+desvio padrédo) de larvas de Liriomyza sativae com trés dias de idade ap6s a exposicéo a

compostos majoritarios de 6leos essenciais na concentracdo de 2%, em laboratdrio sob temperatura de 25+2°C
e umidade de 60+10%.

Mortalidade corrigida (xDP)

Composto majoritario (2%) Média de individuos mortos (%)
D-limoneno 9,2+0,27 91,48+0,08 a*
1,8Cineol/Eucaliptol 2,8+0,12 23,40+0,12 b
Canfora 2,5+0,27 21,48+0,26 b
Citral 10+0,00 100,00+0,00 a
Citronelal 10+0,00 100,00+0,00 a

*Médias seqguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade
g p g p
pelo teste de Scott Knott.
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3.3.3 Determinacdo da concentracdo letal de 6&leos essenciais e compostos
majoritarios

As concentracdes letais (% v/v) mais baixas consideradas mais toxicas foram as dos 6leos
essenciais de citronela (W. winterianus) CLs; = 0,11% v/v (0,09 - 0,14), gengibre (Z.
officinale) CLso= 0,15% v/v (0,13 - 0,18) e do composto majoritario citral presente no 6leo
essencial de gengibre ClLs, = 0,13% v/v (0,09 - 0,19). O 6leo essencial de eucalipto (E.
citriodora) apresentou CLsy = 0,22% v/v (0,19 - 0,29) diferenciando do 6leo essencial de
alecrim (R. officinalis) CLso = 0,48% v/v (0,31 - 1,72) e dos compostos majoritarios citronelal,
presente nos 6leos essenciais de eucalipto e citronela, e o d-limoneno, presente no 6leo
essencial de limao siciliano apresentaram CLsy= 0,38% v/v (0,25 - 0,92) e CLso= 0,87% viv
(0,53 - 2,90), respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8 Concentracdo letal (CLso), inclinagdo (+ erro padrdo) da curva, Qui-Quadrado (X?) dos éleos e

compostos majoritarios em larvas de Liriomyza sativae em laboratdrio sob temperatura de 25+2°C e umidade de
60+10%.

Oleo/Composto

majoritario GL' N2 Inclinacdio +EP®  CLso (ICes”") (% V/IV) X2
Citronela 5 1000 2,03+0,14 0,11 (0,09 — 0,14) 2,32
Alecrim 5 1000 1,3620,11 0,48 (0,31 —1,72) 0,812
Eucalipto 5 1000 2,50+0,35 0,22 (0,19 -0,29) 6,83
Gengibre 5 1000 2,64+0,24 0,15 (0,13 -0,18) 341
Citral 5 1000 1,60+0,20 0,13 (0,09 — 0,19) 9,21
Citronelal 5 1000 1,05+0,24 0,38 (0,25 — 0,92) 8,69
D-limoneno 5 1000 1,11+0,19 0,87 (0,53 — 2,90) 4,22

'GL: Graus de liberdade; °N: Ntimero de insetos utilizados no bioensaio; >EPM: Erro padrdo médio; “IC95:
Intervalo de confianga das CL50 95% de probabilidade; x2 : Qui-quadrado

3. 3. 4 Deterréncia a adultos de L. sativae em plantas submetidas a aplicacéo de 6leos
fixos, essenciais ou compostos majoritarios

Todos os numeros de puncturas e de larvas foram inferiores na presenca dos 6leos em
comparagéo a testemunha. Para 0 numero de puncturas, o menor valor foi para o 6leo de
nim (A. indica) (44,83 * 10,30), seguido dos 6leos de eucalipto (E. citriodora) (92,67 %
31,46), citronela (C. winterianus) (97,67 + 12,97) e alecrim (R. officinalis) (101,00 + 35,41),
0s quais ndo diferenciaram entre si (F= 28,67, p < 0,01). O éleo de nim (A. indica) ocasionou
0 menor numero de larvas de L. sativae (5,67 + 2,33) e 0 menor indice de deterréncia (0,221
+ 0,08) diferenciando-se dos demais (F = 12,18, p < 0,01). Os 6leos de alecrim (R.

officinalis), citronela (C. winterianus) e limao siciliano (C. limon) também ocasionaram
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reducdo no numero de larvas com valores de 15,83 * 3,76, 14,67 + 7,20 e 11,17 + 2,13,
respectivamente, cuja diferenca significativa ndo foi observada entre os mesmos (F= 25,26,
p < 0,01). Quanto a classificacdo da deterréncia, todos os 6leos foram classificados como
deterrentes por apresentaram valores inferiores a 1 (Tabela 9).

Tabela 9 Nimero médio de puncturas (xdesvio padrao), nimero médio de larvas de Liriomyza sativae (tdesvio

padréo) e indice de deterréncia (xdesvio padrdo), em plantas submetidas aplicagdo de éleos essenciais e fixos
em laboratério sob temperatura de 25+2°C e umidade de 60+£10%.

ol 0 Numero de Numero de larvas I'ndice de Classg(iacagéo

eos (2%) puncturas (+DP) (+DP) deter(;eD“;)'f‘ IO) beterrencia?
Testemunha 233,67+37,94 a* 44,83+10,38 a - -
Eucalipto 92,67+31,46d 20,50+5,64 b 0,617+0,13 a D
Citronela 97,67+12,97 d 14,67+7,20 c 0,477+0,15b D
Alecrim 101,00+£35,41 d 15,83+3,76 c 0,517+0,08 b D
Gengibre 176,67+25,53 b 22,50+10,07 b 0,646+0,17 a D
Lim&o Siciliano 123,83+18,54 c 11,17+2,13 c 0,396+0,06 c D
Nim 44,83+10,30 e 5,67+2,33d 0,221+0,08 d D

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott Knott.

'indice de deterréncia adaptado de Mendonza-Garcia et al. 2019

*Classificagéo do indice de deterréncia: DI = 1 Neutro, DI < 1 = deterrente, DI > 1 atraente.

N&o houve diferenca significativa para o numero de puncturas (F= 3,29, p = 0,017) nUmero
de larvas (F= 8,36, p < 0,01) e indice de deterréncia (F= 2,12, p = 0,10) entre 0s compostos
majoritarios, porém ambos diferiram-se estatisticamente da testemunha (Tabela 10). Todos
0s compostos majoritarios foram classificados como deterrentes por apresentaram valores
inferiores a 1.

Tabela 10 Niumero médio de puncturas (xdesvio padrao), nimero médio de larvas (tdesvio padréo) e indice de

deterréncia (tdesvio padrdo) em plantas submetidas aplicacdo de compostos majoritarios em laboratério sob
temperatura de 25+2°C e umidade de 60+10%.

Compostos Numero de Numero de larvas detierl(:é%?:i?ae(lD) Class(ijf(iacagéo
majoritarios (2%) puncturas (+DP) (xDP) (+DP)! Deterréncia?
Testemunha 215,17+17,56 a* 41,33+12,33 a -
D-limoneno 142,00+62,78 b 13,83+4,530 b 0,464+0,11 a D
1,8 Cineol/Eucaliptol ~ 139,67+29,17 b 18,00+4,930 b 0,598+0,12 a D
Céanfora 162,50+21,89 b 11,66+8,040 b 0,387+0,21 a D
Citral 135,50+55,78 b 22,16+15,06 b 0,642+0,28 a D
Citronelal 163,17+30,24 b 17,502,340 b 0,593+0,05 a D

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de

Scott Knott.

'indice de deterréncia adaptado de Mendonza-Garcia et al. 2019
*Classificagéo do indice de deterréncia: Rl = 1 Neutro, Rl < 1 = repelente, RI > atraente.
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3.4 DISCUSSAO

Os principais constituintes encontrados no 6leo essencial de alecrim (R. officinalis) foram o
1,8 cineol/eucaliptol (32,00%), a canfora (20,48%) e o a-pineno (18,73%). Resultados
semelhantes foram encontrados no 6leo essencial da mesma espécie vegetal por Mursia-
Meseguer et al., (2018) e Bedini et al. (2020) em que o 1,8 cineol/eucaliptol estava presente
com mais de 30% de area relativa. Resultados distintos foram encontrados por
Katerinopoulos et al. (2005), Ainane et al., (2019) e Mendonza-Garcia et al., (2019) em que
a canfora foi o constituinte majoritario principal, seguido pelo 1,8 cineol/eucaliptol e [3-

cariofileno.

Para o 6leo essencial de citronela (C. winterianus), alguns dos compostos majoritarios
identificados foram o citronelal (42,52%), seguido pelo geraniol (21,64%) e citronelol
(15,72%). Esses resultados séo coincidentes com os dados obtidos por Mursia-Meseguer et
al., (2018) em que o aldeido citronelal apresentou-se também com mais de 40% da
composi¢do, assim como para Devi et al. (2020b) e Hazarika et al. (2020). O citronelal
(78,32%) também foi 0o composto majoritario principal encontrado no 6leo essencial de
eucalipto (E. citriodora), assemelhando-se aos resultados da caracterizacdo quimica do 6leo
dessa espécie encontrados por Olivero-Verbel et al. (2010), Bossou et al. (2015) e Cruz et
al., (2017).

O dleo essencial de gengibre (Z. officinale) apresentou em sua composigado os compostos a-
zingibereno (16,34%), geranial (12,23%), neral (9,06%) e a-farneseno (8,97%) com os
maiores valores de &rea relativa. E interessante pontuar que o citral € um composto
comercial que consiste na mistura dos isdmeros geranial e neral que juntos correspondem a
21,29% da composicdo do Oleo essencial de gengibre analisado nesse trabalho. O
composto a-zingibereno foi encontrado por Parreira et al., (2018) e Ataide et al. (2020) como
0 constituinte com maior porcentagem na composic¢do total. Por outro lado, o geranial foi
superior em resultados obtidos por Debogue et al. (2011), em que o tempo de secagem dos

rizomas influenciou na quantidade obtida desses compostos.

A composigdo quimica do 6leo essencial de lim&o siciliano apresentou o limoneno (75,08%)
como o principal constituinte, seguido pelo B-pineno (12,76%) e y-terpineno (7,08%).
Resultados semelhantes foram encontrados por Caputo et al. (2020) e Paw et al. (2020), em
que o limoneno foi com composto com maior area relativa, seguido pelos mesmos
compostos encontrados no presente estudo. Por outro lado, em outro estudo, embora o

limoneno tenha sido o constituinte com maior porcentagem na composicdo, 0s outros
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componentes com maior &rea relativa foram sabineno (15,9%), citronelal (11,6%) e linalol
(4,6%) (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ et al., 2020).

A variacdo na concentracdo dos compostos majoritarios presentes em alguns dos 0leos
essenciais foi evidente no presente trabalho quando comparado a outros estudos. Essa
alteracdo na composicdo quimica dos 6leos essenciais pode ocorrer devido a fatores como
a distribuicdo geogréfica, ou seja, locais em que as plantas se desenvolveram (PANDY et al.
2003; MARZOUK et al., 2008; CHAABAN et al., 2019) bem como as condicbes em se
desenvolveram como temperatura, umidade relativa, luminosidade e precipitacdo (VIEIRA;
SIMON 2000; BOUKHEBTI et al., 2011; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020).

Os 6leos essenciais utilizados no presente estudo foram provenientes de plantas
pertencentes as familias botanicas Rutaceae, Lamiaceae e Myrtaceae as quais foram
relatadas como potentes inseticidas botanicos toxicos as ordens Lepidoptera, Coleoptera,
Diptera, Hemiptera e Isoptera (MOSSA, 2016; ZIMMERMANN et al., 2021), assim como a
familia Poaceae (PLATA; RUEDA, 2020) e Zingiberaceae (BABARINDE et al., 2018). O
efeito toxico dos Oleos testados sobre as larvas de L. sativae foi diferente em comparacgéo a
outros grupos de insetos submetidos a aplicacao dos 6leos da mesma espécie vegetal e na
mesma concentracdo. Esse padrdo de resposta é variavel de acordo com a composicao do
Oleo e com caracteristicas da espécie alvo, como peso, espessura ou dano ocasionado na
cuticula e consequentemente ao nivel de absor¢cdo dos compostos quimicos presentes nos
Oleos essenciais (GILLOTT, 2005; DEVI et al. 2020a), além do estagio de desenvolvimento
(RAJASHEKAR et al. 2014; KIRAN; PRAKASH 2015).

O dleo essencial de citronela (C. winterianus) apresentou toxicidade elevada as larvas de L.
sativae, representada por valores baixos de CLs, (0,11% v/v) em comparacdo aos outros
6leos. Devi et al. (2020a) e Devi et al. (2020b) relataram a alta toxicidade do 6leo essencial
de C. winterianus em coledpteros praga de grdos armazenados; Pinheiro et al. (2013)
demonstraram a alta toxicidade o 6leo de C. winterianus em afideos (Myzus persicae
(Sulzer) (Hemiptera: Aphididae)) e tripes (Frankliniella schultzei (Trybom) (Thysanoptera:
Thripidae) e Manh et al. (2020) relataram o efeito toéxico do 6leo de C. winterianus em
comparagao a outras espécies pertencentes ao género Cymbopogon em larvas de dipteros
(Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera: Culicidae)). A agéo inseticida dos 6leos essenciais de
plantas pertencentes ao género Cymbopogon pode ser ocasionada pelos seus constituintes,
dentre eles o citronelal, cujo mecanismo de acdo em insetos ainda é desconhecido (WU et
al. 2020). Entretanto, no presente estudo, a ClLsy do 6leo de citronela (C. winterianus) foi

inferior em comparac¢éo ao seu composto majoritario citronelal (CLso = 0,38). Dessa forma, a
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toxicidade do 6leo essencial de citronela (C. winterianus) ndo € atribuida somente a um de
seus compostos majoritarios de forma isolada, mas da agéo conjunta de diversos compostos

presentes, os quais atuam de forma sinérgica (DEVI et al. 2020b).

Os compostos majoritarios 1,8 cineol/eucaliptol e canfora, presentes no 6leo de alecrim (R.
officinallis), ocasionaram mortalidade de 23,40 e 21,48%, respectivamente na concentragdo
2% v/v em larvas de L. sativae, representando 0s menores valores em comparagdo aos
outros compostos majoritarios testados. O 6leo de alecrim (R. officinallis) na mesma
concentracdo ocasionou mortalidade de 100% das larvas de L. sativae com CLg, de 0,38%
v/v. Os resultados obtidos mostram que 0s compostos majoritarios tem sua ac¢éo reduzida
guando testados individualmente. Tak; Isman (2015) observaram o mesmo fendbmeno em
lagartas de Trichoplusia ni (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) quando submetidas a
aplicacdo de 1,8 cineol/eucaliptol e canfora individualmente. Esses compostos possuem
mecanismo de ag¢do no sistema nervoso dos insetos. A cénfora e o 1,8 cineol/eucaliptol
agem como inibidores da acetilcolinesterase, competindo pelo seu sitio ativo e contribuindo
para 0o acumulo de acetilcolina levando o inseto a hiperexcitacdo (MILLS et al., 2004,
PICOLLO et al., 2008; YEOM et al., 2015; LOPEZ et al., 2015), além dessas acdes, a
canfora age também como agonista do neurotransmissor acido y-aminobutirico (GABA),
bloqueando a transmissao do estimulo nervoso e ocasionando a paralisia do inseto (HALL et
al., 2004). Embora esses compostos apresentem mecanismos de acdo inseticida, o efeito
isolado reduz sua efetividade. Na presenca do 1,8 cineol/eucaliptol, a afinidade da canfora
com o tegumento dos insetos é otimizada devido a quebra da tenséo superficial que este
composto confere além de aumentar a solubilidade da canfora e permitir maior penetracéo
do composto téxico (TAK; ISMAN, 2015).

A toxicidade do 6leo de eucalipto (E. citriodora) na concentragdo de 2% v/v foi de 94,31%
nas larvas de L. sativae e a CLs, foi de 0,22% v/v. Na mesma concentracdo de 2%, o
componente majoritario citronelal, presente no éleo de E. citriodora, ocasionou mortalidade
de 100% nas larvas de L. sativae com CLsg, de 0,38% v/v. Semelhante aos 6leos de citronela
(C. winterianus) e alecrim (R. officinallis), o 6leo de eucalipto (E. citriodora) foi mais toxico
em comparagao ao seu composto majoritario citronelal. Na caracterizagdo quimica do 6leo
essencial de eucalipto (E. citriodora), o composto citronelal destaca-se com grande
proporcdo em relacdo aos outros componentes. Segundo Pavela (2008), a atividade
biol6gica dos Oleos essenciais ndo esta relacionada somente a qualidade de seus
componentes, mas também a quantidade dos mesmos. Embora o constituinte ativo do 6leo
essencial esteja associado ao componente com maior porcentagem de area relativa,

existem outros compostos que em menor proporcado podem desempenhar e ou potencializar
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o efeito toxico (TAK; ISMAN, 2015). Esse fenbmeno explica a maior toxicidade de alguns
Oleos essenciais em relagcdo aos seus constituintes majoritarios, pois devido a
desintoxicacdo metabdlica dos insetos a determinados compostos, geralmente presentes
em grandes proporgdes, outros componentes podem ocasionar o efeito inseticida
(SCALERANDI et al., 2018, MANH et al., 2020).

Para o 0Oleo essencial de gengibre (Z. officinale), a CLso (0,15% v/v) foi superior a CLsg
encontrada para a mistura de dois dos seus compostos majoritarios, o citral (geranial e
neral) (CLsq = 0,13% v/v), cujo efeito téxico foi maior. Da mesma forma, o 6leo essencial de
limdo siciliano (C. limon) na concentracdo 2% v/v ocasionou 57,77% de mortalidade em
larvas de L. sativae enquanto que seu composto majoritario d-limoneno na mesma
concentracéo ocasionou mortalidade de 90,90% e CLso = 0,87 v/v. O efeito neurotoxico do
citral foi verificado para cole6pteros praga de grdos armazenados Sitophilus granarius
Linneaus (Coleoptera: Curcullionidae) (PLATA-RUEDA et al., 2020); moscas-das-frutas
(Drosophila sp.) (SILVA et al., 2018) e lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) (OLIVEIRA et al., 2018). De acordo com Jankowska et al. (2018), o
citral possui mecanismo de acdo de inibicdo da acetilcolinesterase por intermédio na
competicdo pelo sitio de acdo da enzima, assim como os inseticidas carbamatos e
organofosforados. Quanto ao d-limoneno, resultados semelhantes em que 0 composto
majoritario foi mais téxico que 6leo essencial de Citrus sp. foram encontrados em moscas-
das-frutas Anastrepha fraterculus (Wiedemann), Ceratitis capitata (Wiedemann) (RUIZ et al.,
2014) e Bactrocera tryoni (Froggatt) (Diptera: Tephritidae) (OYEDEJI et al. 2020) para o
coledptero Sitophilus zeamais (Motschulsky) (Coleoptera: Curculionidae) (Muthuthantri et al.
(2015). Semelhantemente ao citral, o d-limoneno é um potente composto neurotoxico, cuja
acao é na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AAZZA et al., 2011; JANKOWSKA et al.,
2018; OYELEYE et al., 2020). Apesar da maioria dos 6leos essenciais apresentarem maior
toxicidade em comparacdo aos seus componentes individuais, o oposto pode ser
observado, indicando que pode ocorrer 0 antagonismo ou nenhum efeito sinérgico entre os
compostos presentes no 6leo em menor propor¢cdo (TAK; ISMAN, 2015). Além disso, a
mortalidade ocasionada pelo composto majoritario ser superior & do 6leo essencial em
concentracbes semelhantes, atribui-se a acg&o inseticida principalmente ao composto
majoritario (NICULAU et al., 2013).

O dleo fixo de nim (A. indica) na concentracdo 2% v/v ocasionou valores inferiores de
mortalidade nas larvas de L. sativae. A acdo inseticida do 6leo de nim (A. indica) foi
verificada para diversas espécies de insetos (GAHUKAR, 2011; COELHO JUNIOR;
DESCHAMPS, 2014; PAVELA, 2016; MANTZOUKAS et al., 2020). A acado sobre larvas de
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L. sativae foi verificada por Hossain; Poehling (2006) em que foi encontrada mortalidade de
100% na concentracdo de 0,010% v/v de ingrediente ativo. Por outro lado, com resultados
semelhantes aos obtidos no presente estudo, Silva et al. (2015) encontraram valores
inferiores de mortalidade (35,70%) de larvas de L. sativae na concentracdo de 1% v/v do
6leo de nim (A. indica). Os menores valores de mortalidade ocasionados pelo 6leo de nim
(A. indica) podem estar relacionados com a idade das larvas utilizada no experimento e com
a concentracdo do 6leo. Segundo Lima et al. (2010), o efeito toxico do 6leo de nim (A.
indica) é superior em lagartas mais jovens. Além disso, o 6leo de nim (A. indica) possui
efeito antialimentar, reduzindo a ingestdo de alimentos pelos insetos (DUARTE et al., 2019).
Dessa forma, como as larvas de L. sativae utilizadas no experimento estavam no terceiro dia
de idade, a alimentag&o iria cessar no quarto ou quinto dia para transformarem em pupas.
Portanto, como o periodo de alimentacdo foi curto, o efeito antialimentar do 6leo de (A.
indica) pode ter sido reduzido. Quanto a concentracdo do 6leo, Coelho Janior; Deschamps
(2014) observaram que o 6leo de nim (A. indica) na concentracdo 10% v/v ocasionou 100%
de mortalidade em larvas de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), cujo
comportamento de desenvolvimento no mesdfilo foliar € semelhante ao comportamento de
L. sativae. Diante disso, a concentragéo elevada do 6leo ocasionou o efeito translaminar e
consequentemente a mortalidade das larvas. No presente estudo, a concentracdo utilizada

foi 2% v/v a qual proporcionou menor efeito translaminar.

No teste de deterréncia, todos os 6leos e compostos majoritarios ocasionaram uma reducao
no numero de puncturas, numero de larvas e indices de deterréncia inferiores a 1. Dentre o0s
Oleos, esses parametros foram inferiores nas plantas que receberam o 6leo de nim (A.
indica) indicando o potencial de deterréncia deste 6leo. Resultados obtidos por Bezzar-
Bendjazia, Kilani-Morakchi; Aribi (2016) mostraram que fémeas de Drosophila melanogaster
(Diptera: Drosophilidae) além de selecionarem o hospedeiro que ndo possuia residuo de
nim (A. indica) para oviposicdo, ao entrarem em contato com o 6leo reduziram o nimero de
postura. Esses resultados de efeito deterrente a alimentag&o e oviposicao do éleo de nim (A.
indica) sdo provenientes dos sinais volateis emitidos os quais ocasionam confundimento aos
insetos, reduzindo sua atividade proxima aos substratos em que h4 a presenca do 6leo.
Esse confundimento esta associado ao fato do 6leo de nim (A. indica) ocultar os compostos
secundarios das plantas atraentes aos insetos (CORDEIRO et al. 2010, HASAN; ANSARI,
2011, TOME et al., 2013), ocasionando a reducdo de procura por essas plantas para
oviposicdo e alimentacdo (BRUNHEROTTO et al. 2010). Outro efeito proveniente da
Azadiractina, composto presente no 6leo de nim (A. indica), € a alteracdo no comportamento
sexual dos insetos. O mecanismo de acao desta substancia ocorre por meio da interferéncia

na produc¢do do hormonio juvenil e do horménio ecdisona. Em fémeas adultas, a alteracao
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na sintese desses hormdnios ocasiona modificagdo na vitelogénese, processo fundamental
na formacgdo dos ovdcitos, e consequentemente reducdo na maturacdo sexual, fertilidade e
viabilidade de ovos (BOULAHBEL et al., 2015; EVANS; HALLETT, 2016). Além disso, a
alteracdo na producéo desses horménios reduz as vias de sinalizacdo no comportamento de
acasalamento (ARIBI et al., 2017). Embora ndo haja literatura a respeito do uso de
hormdnios no comportamento sexual de Liriomyza spp., a redu¢édo do nimero de larvas nas
folhas de feijao de porco na presenca do 6leo de nim (A. indica) pode estar relacionada a
interferéncia do mesmo nos hormonios, alterando a fecundidade e a producdo de ovos das
fémeas, assim como a reducédo do niamero de puncturas relacionado ao efeito antialimentar

deste 6leo.

3.5 CONCLUSAO

Os 6leos de eucalipto (E. citriodora), alecrim (R. officinalis), citronela (C. winterianus), limao
siciliano (C. limon), gengibre (Z. officinale) e nim (A. indica) ocasionam mortalidade em
larvas de L. sativae e deterréncia em adultos, assim como 0s compostos majoritarios citral,

citronelal, d-limoneno, 1,8cineol/eucaliptol e canfora.

Dentre as concentracdes letais (CLsy) estimadas, as mais toxicas foram para os 6leos
esséncias de citronela (C. winterianus) (0,11% v/v), gengibre (Z. officinale) CLso= 0,15% v/v
(0,13 - 0,18) e para 0 composto majoritario citral CLsy = 0,13% v/v (0,09 - 0,19).

O dleo de nim (A. indica) apresenta efeito deterrente promissor em larvas de L. sativae.
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4 CAPITULO

Compatibilidade de nematoides entomopatogénicos com 6leos essenciais, fixos e
compostos majoritarios no manejo de Liriomyza sativae Blanchard, 1938 em
laboratorio

RESUMO

A utilizagéo conjunta de mais de um método de controle é a base para o0 manejo integrado
de pragas. Tratando-se da espécie Liriomyza sativae Blanchard, 1938 a integracdo de mais
de uma estratégia como o emprego de nematoides entomopatogénicos e inseticidas
botanicos pode ser uma alternativa para a reducdo do uso de inseticidas sintéticos. Porém,
a associacao entre os metodos de controle deve ser avaliada para a garantia na eficiéncia
dos mesmos. Diante disso, 0 objetivo do trabalho foi avaliar o efeito téxico, o comportamento
de mobilidade e a infectividade dos nematoides entomopatogénicos Heterhabditis
amazonensis e Steinernema rarum em larvas de L. sativae submetidos a aplicacdo de 6leos
de alecrim, eucalipto, citronela, gengibre, nim e dos compostos majoritarios d-limoneno e
canfora. Para os testes de mortalidade e comportamento, foram preparadas solugdes a 1%
v/v contendo os Gleos e compostos majoritarios, as quais foram misturadas com suspensdes
contendo as espécies Heterorhabditis amazonensis e Steinernema rarum e deixadas em
temperatura de 20 + 2°C e umidade relativa de 70 £ 10% por um periodo de quatro dias.
Posteriormente, o nimero de juvenis mortos e vivos foi contabilizado. Para o teste de
comportamento, foi adotada metodologia semelhante ao teste de mortalidade, porém foram
selecionados nove juvenis e contabilizado o nimero de batidas laterais do corpo, 0, 30 e 60
minutos apés a exposicdo aos 6leos e compostos majoritarios. O teste de infectividade foi
realizado mediante a mistura das solu¢cdes com as suspensdes contendo 0s nematoides
entomopatogénicos, as quais permaneceram por 30 minutos em temperatura de 16+2°C e
umidade relativa de 70 + 10%. Apds esse periodo, o processo de lavagem dos nematoides
foi realizado trés vezes por meio da retirada do sobrenadante (3mL) e adicdo de agua
destilada, para eliminacdo dos residuos. Em seguida, foi retirada uma suspensdao com 50
juvenis e adicionada em recipientes plasticos contendo papel filtro e uma larva de L. sativae
com cinco dias de idade. As avaliacbes foram realizadas apds quatro dias através da
observacdo da coloracdo das larvas mortas e da dissecacdo de larvas e pupas. Para a
espécie H. amazonensis, a maior porcentagem de mortalidade foi ocasionada pelo 6leo de
gengibre (82,59% + 11,61) e pelo composto majoritario canfora (85,71% + 12,41) e para a
espécie S. rarum os 6leos de gengibre (84,40% * 10,41) e eucalipto (86,10% + 10,87). De
um modo geral, os 6leos de eucalipto e alecrim apresentaram 0s menores valores de
batidas laterais corporais para ambas as espécies de nematoides entomopatogénicos, com
valores proximos a 0 apdés 60 minutos de exposi¢cdo. As menores taxas de infectividade
foram ocasionadas pelos 6leos de eucalipto (27,77%), gengibre (38,88%), alecrim (27,77%)
e pelo composto canfora (44,44%) para a espécie H. amazonensis e pelos mesmos 0leos
para a espécie S. rarum, cujas médias foram 44,44%, 44,44% e 38,88%, respectivamente,
além do ¢6leo de citronela (50,00%). Os Oleos essenciais, fixos e compostos majoritarios
apresentaram toxicidade, reducdo da motilidade e infectividade de H. amazonensis e S.
rarum em larvas de L. sativae, principalmente os 6leos de gengibre, alecrim, eucalipto,
citronela e composto majoritario canfora.

Palavras-chave: Mosca minadora. Inseticidas botanicos. Infectividade.
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Compatibility of entomopathogenic nematodes with essential oils, fixed oils and major
compounds for Liriomyza sativae Blanchard, 1938 under laboratory conditions

ABSTRACT

The joint use of more than one control method is the basis for integrated pest management.
In the case of Liriomyza sativae, the integration of more than one strategy such as the use of
entomopathogenic nematodes and botanical insecticides can be an alternative to reduce the
use of synthetic insecticides. However, the association between the control methods must be
evaluated to ensure their efficiency. Therefore, the study aimed to evaluate the toxic effect,
mobility behavior and infectivity of entomopathogenic nematodes (Heterhabditis
amazonensis and Steinernema rarum) on L. sativae larvae subjected to the application of
oils of rosemary, eucalyptus, citronella, ginger, neem and the major compounds d-limonene
and camphor. For the mortality and behavior tests, 1% solutions were prepared containing
the major oils and compounds, which were mixed with suspensions containing the species
Heterorhabditis amazonensis and Steinernema rarum and left at a temperature of 20+2°C
and a relative humidity of 70+10 % for a period of four days. Subsequently, the number of
dead and alive juveniles was counted. For the behavior test, a methodology similar to the
mortality test was adopted, but nine juveniles were selected and the number of trashes was
counted, 0, 30 and 60 minutes after exposure to major oils and compounds. The infectivity
test was performed by mixing the solutions with the suspensions containing the
entomopathogenic nematodes, which remained for 30 minutes at a temperature of 16+2°C
and a relative humidity of 70+10%. After this period, the nematode washing process was
performed three times by removing the supernatant (3mL) and adding distilled water to
eliminate the residues. Then, a suspension with 50 juveniles was removed and added to
plastic containers containing filter paper and a five-day-old L. sativae larva. The evaluations
were carried out after four days by observing the color of dead larvae and dissection of
larvae and pupae. For the species H. amazonensis, the highest percentage of mortality was
caused by ginger oil (82.59%+11.61) and by the major compound camphor (85.71%+12.41)
and for the species S. rarum ginger (84.40%+10.41) and eucalyptus (86.10%+10.87) oils. In
general, eucalyptus and rosemary oils presented the lowest values of trashes for both
species of entomopathogenic nematodes, with values close to 0 after 60 minutes of
exposure. The lowest infectivity rates were caused by the oils of eucalyptus (27.77%), ginger
(38.88%), rosemary (27.77%) and by the compound camphor (44.44%) for the species H.
amazonensis and by the same oils for the species S. rarum, whose averages were 44.44%,
44.44% and 38.88%, respectively, in addition to citronella oil (50.00%). Essential oils, fixed
and major compounds showed toxicity, reduced motility and infectivity of H. amazonensis
and S. rarum in L. sativae larvae, especially ginger, rosemary, eucalyptus, citronella and
camphor major compound oils.

Keywords:Leafminer. Botanical insecticides. Infectivity.
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4.1 INTRODUCAO

A implementac&o do manejo integrado de pragas (MIP) para controle de Liriomyza sp. pode
ser considerada uma estratégia eficaz para redugdo do uso de inseticidas sintéticos,
minimizar os efeitos negativos ocasionados pelos mesmos e consequentemente contribuir
para uma cadeia produtiva mais sustentavel (LIU et al. 2009; TAKEDA et al. 2020). Para o
desenvolvimento de um programa de manejo integrado, € necessario considerar a harmonia
entre os métodos de controle. Portanto, a compatibilidade entre as estratégias é de grande
relevancia para a garantia de eficiéncia das medidas de controle ao longo prazo (BARZMAN
et al, 2015).

Dentre os métodos de controle utilizados no manejo integrado, o uso de nematoides
entomopatogénicos, principalmente as espécies pertencentes as familias Steinernematidae
e Heterorhabditidae, como agentes de controle de pragas € uma estratégia do controle
biolégico aplicada em diversos grupos de insetos praga (GREWAL et al., 2005; LAZNIK;
TRDAN, 2017; DEVI, 2018). As espécies pertencentes aos géneros Steinernema e
Heterorhabditis sdo potenciais inimigos naturais e ocasionam mortalidade devido a sua
associacao simbiotica com as bactérias Xernorhabdus e Protorhabdus, respectivamente, as
quais colonizam o tecido do hospedeiro ap6s 0s juvenis penetrarem no mesmo,
ocasionando septicemia no periodo de 24 a 48 horas (POINAR JUNIOR; GREWAL, 2012;
BRIDA et al., 2021).

As principais vantagens do uso desses organismos estdo relacionadas ao seu curto ciclo de
vida, a ampla gama de hospedeiros e a persisténcia em condi¢cdes desfavoraveis. Devido a
adaptacdo em condicbes adversas, os hematoides entomopatogénicos podem ser utilizados
simultaneamente ou em seguida da aplicacdo de inseticidas sintéticos com o intuito de
reduzirem populacdes de diferentes espécies praga ou diferentes estagios de uma praga e
manterem sua viabilidade (KOPPENHOFER; FUZY, 2008; LAZNIK; TRDAN, 2014).
Entretanto, a sobrevivéncia e viabilidade dos mesmos vao depender da espécie utilizada, da
dose e ingrediente ativo do inseticida, cujos fatores podem interferir negativamente (LAZNIK
et al., 2012; BECK et al., 2013; OZDEMIR; INAK; LAZNIK, 2020).

Os inseticidas botanicos como Oleos essenciais e fixos sdo derivados das plantas
constituidos por compostos quimicos que atuam como repelentes, antialimentares e toxicos
para diversas espécies de insetos praga, fungos e nematoides (ISMAN, 200; KLEIN et al.
2020). Quanto ao efeito nematicida, 6leos essenciais provenientes de plantas pertencentes

as familias Lamiaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Lauraceae e Poaceae foram observados
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como potencias redutores de populacfes dos nematoides fitoparasitas Bursaphelenchus
xylophilus (Rhabditida: Aphelenchoididae) e Meloidogyne spp. (Rhabditida: Meloidogynidae)
(OKA et al., 2000). Por outro lado, em nematoides entomopatogénicos pertencentes a
espécie Steinernema feltiae (Rhabditida: Steinernematidae), a combina¢cdo com o 6leo de
nim nao afetou a sobrevivéncia e viabilidade dos mesmos no controle de Bactrocera zonata
(Saunders, 1842) (Diptera: Tephritidae) (MAHMOUD, 2007).

Embora os inseticidas botanicos sejam considerados substancias de menor impacto devido
a sua baixa persisténcia no ambiente, esses compostos podem ocasionar efeito negativos
em organismos nao alvos. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a mortalidade, o
comportamento de mobilidade e a infectividade dos nematoides entomopatogénicos
Hetorhabditis amazonensis isolado IBCB 10 (Rhabditida: Heterorhabditidae) e Steinernema
rarum isolado PAM 25 (Rhabdita: Steinernematidae) sob exposicdo de Oleos essenciais,

fixos e compostos majoritarios em larvas de Liriomyza sativae.

4.2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no laboratério de Entomologia do Nucleo de
desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas
(NUDEMAFI) no Campus de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE) da UFES, em Alegre
-ES.

4.2.1 Obtencéo dos insetos

Item 2.2.1 (pagina 42)

4.2.2 Obtencado dos nematoides entomopatogénicos

As espécies de nematoides entomopatogénicos utilizados foram provenientes do Instituto

Biologico de Campinas — SP.

A manutencdo das espécies de nematoides entomopatogénicos foi realizada em camaras
climatizadas sob temperatura de 16+1°C e umidade relativa de 60 *10%. Para a
manutencédo da viabilidade e revigoragéo, suspensdes de 1 mL contendo juvenis infectantes
(J1) foram colocadas sob placas de Petri (9cm@) contendo papel filtro e 10 larvas de
Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Tenebrionidae) como hospedeiro para
multiplicacdo. Apdés 48 horas as larvas foram transferidas para armadilhas de White

modificada (WHITE, 1927) e mantidas em temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 60
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+10% e auséncia de luz. Apos 11 dias os juvenis infectantes (JI) que emergiram foram
coletados e acondicionados em recipientes plasticos contendo agua destilada em camaras

climatizadas.

4.2.3 Obtencao dos 6leos e compostos majoritarios

Os oOleos utilizados nos bioensaios foram adquiridos comercialmente com excecao do 6leo
de gengibre, cuja extracdo foi realizada no Instituto Federal do Espirito Santo (Campus
Alegre). As informacdes a respeito dos 6leos adquiridos comercialmente utilizados séo:

- Oleo essencial de Eucalipto (Eucalyptus citriodora) Ferquima, lote 114. Fabricac&o:
junho 2019, Validade: junho 2021.

- Oleo essencial de Citronela (Cymbopogon winterianus) Ferquima,lote 158.
Fabricacéo: agosto 2019. Validade: agosto 2021.

- Oleo essencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis), Destilaria Bauru, lote DBKT-
ALIP1218/312. Fabricacdo: dezembro 2018. Validade: dezembro 2020.

- Oleo fixo de Nim (Azadirachta indica), Ribeirdo Comercial Agricola Ltda.
Fabricacdo: fevereiro 2019. Validade: fevereiro 2021.

- Oleo de gengibre (Zingiber officinale): os rizomas adquiridos comercialmente foram
triturados, misturados com agua destilada e colocados em um baldo de destilagcagdo com
capacidade de dois litros, em um aparelho Clevenger, o qual realiza a extracdo do 6leo por
meio da hidrodestilagcdo, conforme a metodologia descrita por Bravim dos Santos et al.
(2021). Apo6s o periodo de quatro horas, a mistura de 6leos com a agua (hidrolato) foi
submetido a centrifugacéo a 6.000 rpm pelo periodo de 10 minutos, com o intuito de separar
as fases Oleo e agua. Apoés a separacgdo do 6leo, o mesmo foi coletado e armazenado sob
refrigeragcéo a temperatura inferior a -5°C

- Composto majoritario D-limoneno, Fraction — Quimicos Fracionados, lote
190715/01. Fabricagéo: julho 2019. Validade: julho 2021.

- Composto majoritario canfora, Distriol — Comércio e Insumos Ltda, lote 2081/22782.
Fabricacdo 23/05/2019. Validade: maio 2021.

4.2.4 Mortalidade de nematoides entomopatogénicos submetidos a aplicacdo de 6leos
essenciais e fixos

Os bioensaios foram realizados no laboratério de Entomologia do Nuicleo de
desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico em Manejo Fitossanitario de Pragas e Doencas
(NUDEMAFI) no Campus de Ciéncias Agrarias e Engenharias (CCAE) da UFES, em Alegre
-ES.
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Para a avaliacdo do efeito toxico dos 6leos e compostos majoritarios sobre os nematoides
entomopatogénicos, solu¢des de cada um dos 6leos foram preparadas de acordo com a
metodologia de Mc Donnel et al. (2016), com adaptacdes, por meio da mistura dos 6leos e
compostos majoritarios com Tween 80 a 0,05% v/v e adicdo de agua para obter a
concentracdo de 1% v/v. Como testemunha foi utilizada &gua com Tween 80 a 0,05% v/v.

As suspensdes contendo nematoides foram preparadas de acordo com a média do ndmero
de juvenis infectantes em trés amostras de 20 pL e estimadas para que houvesse uma

média de 15 juvenis infectantes em 50pL.

Em recipientes plasticos (3,5cm @) foram colocados 2 mL de solugdo composta por 50 pL
de suspenséo de nematoides, 20 pL de éleo/compostos majoritarios com Tween 80 e 1,93
mL de agua. Posteriormente, os recipientes foram colocados em camaras climatizadas em
temperatura de 20 + 1°C e UR de 70 % 10%.

As avaliagbes foram realizadas apos quatro dias através da contagem e observacdo da
mobilidade dos juvenis, cuja mortalidade foi confirmada ao observar o individuo com o corpo
estendido apds o estimulo com estilete, e sobrevivéncia apdés a movimentacdo do corpo

(Figura 1) de acordo com a metodologia de Barua et al. (2020).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial (8 x 2) com
sete 6leos e testemunha e duas espécies de nematoides entomopatogénicos com 10
repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, as médias comparadas pelo
teste de Scott Knott a 5% de probabilidade no software estatistico R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2019).

4.2.5 Comportamento de nematoides entomopatogénicos submetidos a aplicacéo de
Oleos essenciais, fixos e compostos majoritarios

Para avaliagédo do efeito dos 6leos sobre a mobilidade dos nematoides entomopatogénicos,
foi realizado um teste analisando a frequéncia de batidas laterais do corpo dos juvenis em

meio liquido, de acordo com a metodologia de Sleigh (2010) com adaptacdes.

Solugbes contendo o0s juvenis infectantes e os 6leos e compostos majoritarios foram
preparadas utilizando metodologia semelhante ao teste de mortalidade e colocadas em
recipientes plasticos. Posteriormente, sob microscopio estereoscopio foi contabilizado o
namero de batidas para trés nematoides selecionados aleatoriamente durante um minuto

nos trés respectivos tempos: 0 minutos, 30 minutos e 60 minutos.
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Figura 1 Nematoide entomopatogénico em solugéo de 6leos essenciais,
fixos e compostos majoritarios. (A) Nematoide entomopatogénico imovel
com o corpo estendido (juvenil morto) (B) Nematoide entomopatogénico
em movimento (juvenil vivo).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em fatorial (8 x 3), com sete 6leos e a
testemunha e trés tempos, com 3 repeticdes para cada tempo. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia, as médias comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade no software estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).

4.2.6 Infectividade de nematoides entomopatogénicos em larvas de L. sativae
submetidos a aplicacdo de 6leos essenciais, fixos e compostos majoritarios

A viruléncia dos nematoides entomopatogénicos sobre as larvas de L. sativae foi verificada
mediante da mistura de 12 mL de suspensao contendo os juvenis infectantes de cada umas
das espécies com 120 pL de 6leos e compostos majoritarios e Tween 80 a 0,05% v/v. em
tubos de vidro (2,5x 8,5cm), os quais foram colocados a temperatura de 16°C = 1 e umidade
relativa de 60 + 10% (Figura 2A). Ap6s 30 minutos, o sobrenadante (3mL) foi retirado e
adicionado agua destilada com o intuito de remover o residuo de 6leo e/ou composto
majoritario, de acordo com a metodologia de Ozdemir et al. (2020). Esse procedimento foi
realizado trés vezes. Posteriormente, foi retirada dessa suspensdo uma aliquota contendo
50 juvenis infectantes de acordo com a estimativa da contagem tripla de amostras de 20pL,
e colocado em recipientes plasticos (3,5cm @) contendo papel filtro, um disco foliar com uma
larva de L. sativae com cinco dias de idade (Figura 2B). O numero de juvenis infectantes
utilizado foi de acordo com resultados de testes preliminares para as duas espécies de
nematoides entomopatogénicos, cujo numero foi capaz a infectar uma larva de L. sativae.
Os recipientes foram mantidos em temperatura de 25 + 1 °C e umidade relativa de 70 +10%.
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As avaliacdes foram realizadas ap6s quatro dias, de acordo com a metodologia de Gayatri e
Duraimurugan (2019), através da observacado da colorag¢édo das larvas mortas (Figura 2C) e
da dissecacéo de larvas e pupas (Figura 2D).

Figura 2 Bioensaio de infectividade de nematoides entomopatogénicos em larvas de L. sativae.
(A) Soluges de éleos/compostos majoritarios com suspensdes de H. amazonensis e S. rarum.
(B) Recipiente plastico contendo um disco foliar com uma larva de L. sativae. (C) Larva de L.
sativae infectada com nematoide entomopatogénico. (D) Dissecacao de larva de L. sativae.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 18 repeticdes. Os dados foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e as médias comparadas pelo teste
de Dunn a 5% de probabilidade no software estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2019). Para classificagdo de seletividade, a reducéo de infectividade foi calculada de acordo
com Peters e Poullot (2004), baseado no guia IOBC pela formula: Red (%) = (1 — It/Ic) x 100
modificada, em que It correspondeu a mortalidade nos tratamentos e Ic a mortalidade na
testemunha. De acordo com os resultados de reducdo da infectividade, os Oleos e
compostos majoritarios receberam as seguintes classificagdes: (1) néo toxicos (< 30%), (2)
pouco toxicos (30-79%), (3) moderadamente toxicos (4) (80-99%) e toxicos (>99%).

4.3 RESULTADOS
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4.3.1 Mortalidade de nematoides entomopatogénicos submetidos a aplicacao de 6leos
essenciais e fixos

Os Oleos e compostos majoritarios ocasionaram mortalidade nas duas espécies de
nematoides entomopatogénicos. A interacao entre os fatores 6leos/compostos majoritarios e
espécie de nematoide entomopatogénico foi significativa (F = 2,35; p < 0,05). Para a espécie
H. amazonensis, o 6leo de gengibre (Z. officinale) e o composto majoritario canfora
ocasionaram 82,59 + 11,61% e 8571 + 12,41% de mortalidade, respectivamente,
considerados os maiores valores os quais diferenciaram significativamente dos demais (F =
5,18, p < 0, 0,01). Para a espécie S. rarum, 0s maiores valores de mortalidade foram
observados nos 6leos de gengibre (Z. officinale) (84,40 + 10,41%) e eucalipto (E. citriodora)
(86,10 + 10,87%), diferenciando dos demais. Para a maioria das substancias ndo houve
diferenca na mortalidade entre as espécies, com exceg¢éo do 0Oleo de eucalipto (E. citriodora)
gue a mortalidade foi superior para S. rarum em comparacdo aos demais (F = 5,85; p <
0,05) e para o composto majoritario canfora, que a mortalidade foi superior para a espécie
H. amazonensis (F = 6,38; p < 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 Mortalidade corrigida (%) (+ desvio padrdo) das espécies de nematoides entomopatogénicos
Heterorhabditis amazonensis e Steinernema rarum submetidos a aplicacdo de Oleos essenciais, fixos e
compostos majoritarios em laboratério sob temperatura de 25+2°C e umidade de 60+10%.

Oleos 1% Heterorhabditis amazonensis Steinernema rarum
D-limoneno 62,50£15,92 Ab* 63,89+11,18 Ab
Eucalipto 67,86+10,27 Bb 86,10+10,87 Aa
Gengibre 82,59+11,61 Aa 84,40+£10,41 Aa
Alecrim 57,59+17,38 Ab 53,90+18,15 Ab
Citronela 69,64+12,77 Ab 57,80+£20,15 Ab
Canfora 85,71+12,41 Aa 66,70+£22,98 Bb
Nim 58,48+20,90 Ab 66,70+£20,80 Ab

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha n&o diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

4.3.2 Comportamento de nematoides entomopatogénicos submetidos a aplicacéo de
Oleos essenciais e fixos

A interacdo entre os fatores 6leos/compostos majoritarios e tempo foi significativa para a
espécie H. amazonensis (F = 7,08; p < 0,001). O numero de batidas laterais corporais na
presenca do Oleo de eucalipto (E. citriodora) (45,11 + 22,90) diferenciou significativamente
das demais, representando o menor valor observado no tempo 0 (F = 12,77; p < 0,001).
Apo6s 30 minutos, os menores valores de batidas do corpo foram observados para os 6leos
de eucalipto (E. citriodora) (5,22 = 5,84) e alecrim (R. officinalis) (3,11 + 6,31), os quais
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apresentaram diferenga significativa quando comparados aos outros o6leos/compostos
majoritarios (F = 20,95; p <0,001). Semelhantemente, apés 60 minutos ambos os 6leos
mencionados diferenciaram dos demais com o0s menores valores de batidas laterais
corporais, com médias de 0,55 + 0,52 para o 6leo de eucalipto (E. citriodora) e 0,00 + 0,00
para o Oleo de alecrim (R. officinalis) (F = 9,25; p <0,001). Em relacdo ao tempo 0, houve
reducdo no numero de batidas laterais do corpo para todos os 6leos, compostos majoritarios
e para a testemunha, com excec¢édo do 6leo de citronela (C. winterianus) que néo diferenciou
entre os trés tempos avaliados (F = 1,04; p = 0,35) (Tabela 2).

Tabela 2 NUmero médio de batidas corporais de Heterorhabditis amazonensis (tdesvio padrdo) submetidos a

aplicacdo de 6leos essenciais, fixos e compostos majoritarios em trés intervalos de tempo, em laboratério sob
temperatura de 25+2°C e umidade de 60+£10%.

Oleos 1% 0 30 60

Testemunha 138,44+27,41Aa* 108,00+21,36 Ba 79,66+14,22 Ca
D-limoneno 99,44+37,87 Ab 52,77+33,40 Bb 28,77+22,25 Cc
Eucalipto 45,11+22,90 Ad 5,2245,84 Bd 0,55+0,52 Bd
Gengibre 67,77+29,53 Ac 58,22+9,98 Ab 31,44+425,23 Bc
Alecrim 79,77+22,41 Ac 3,11+6,31 Bd 0,00+0,00 Bd
Citronela 77,11+28,86 Ac 65,22+27,21 Ab 77,66+£16,84 Aa
Canfora 129,88+31,63 Aa 30,44+38,22 Bc 48,77+18,36 Bb
Nim 66,55+23,34 Ac 33,22+16,90 Bc 25,11+11,93 Bc

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha néo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

Para a espécie S. rarum, a interacdo entre os fatores 6leos/compostos majoritarios e tempo
foi significativa (F = 7,03; p < 0,001). No tempo 0, 0 menor nimero de batidas corporais foi
observado na presenca do 06leo de eucalipto (E. citriodora) com valor de 43,44 + 34,00,
diferenciando dos demais (F = 12,77; p < 0,001). Assim como para a espécie H.
amazonensis, 0 numero de batidas laterais corporais na presenc¢a dos 6leos de eucalipto (E.
citriodora) e alecrim (R. officinalis) ap6s 30 minutos diferenciou dos outros tratamentos com
0S menores valores, representados por 7,11 + 4,42 e 1,88+2,08, respectivamente. (F =
20,95; p < 0,001). Ap6s 60 minutos, os 6leos de eucalipto (E. citriodora), alecrim (R.
officinalis), gengibre (Z. officinale) e nim (A. indica) apresentaram os menores valores de
batidas laterais corporais, diferenciando dos demais (F = 9,25; p < 0,001). Ao longo do
tempo houve reducdo no nimero de batidas para todos os 6leos, compostos majoritarios e
para a testemunha. Ap6s 30 minutos, o 6leo de gengibre (Z. officinale) apresentou valor
semelhante ao nimero de batidas encontrados no tempo O e diferenciou apenas apos 60
minutos (F = 34,22; p < 0,001). (Tabela 3).
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Tabela 3 Nimero médio de batidas corporais de Steinernema rarum (xdesvio padrao) submetidos a aplicagdo de
Oleos essenciais, fixos e compostos majoritarios em trés intervalos de tempo, em laboratério sob temperatura de
25+2°C e umidade de 60+10%.

Oleos 1% 0 30 60
Testemunha 127,77+30,49 Aa* 108,44+22,03 Ba 79,66+14,22 Ca
D-limoneno 127,004£50,02 Aa 59,11+35,08 Bb 40,44+16,79 Bb
Eucalipto 43,44+34,00 Ad 7,11+4,42 Bd 5,77+16,96 Bc
Gengibre 98,33+32,56 Ab 90,33+24,93 Aa 26,66+23,46 Bc
Alecrim 73,33+28,42 Ac 1,88+2,08 Bd 0,00+0,00 Bc
Citronela 76,77+16,55 Ac 27,00+16,55 Bc 42,11+18,05 Bb
Canfora 122,88+37,9 Aa 30,44+38,22 Bc 48,77+18,36 Bb
Nim 95,3319,28 Ab 27,66+9,28 Bc 20,33+£13,10 Bc

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha néo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

4.3.3 Infectividade de nematoides entomopatogénicos em larvas de L. sativae
submetidos a aplicagdo de 6leos essenciais, fixos e compostos majoritarios

A infectividade de ambas as espécies de nematoides entomopatogénicos reduziu ao serem
expostos a determinados 6leos e compostos majoritarios. Para a espécie H. amazonensis
as menores médias foram observadas para os 6leos de eucalipto (E. citriodora) (27,77%),
alecrim (R. officinalis) (27,77%), gengibre (Z. officinale) (38,88%) e para o composto
majoritario canfora (44,44%) Em relagcédo a testemunha, a infectividade de H. amazonensis
manteve-se quando exposto aos 6leos de citronela (C. winterianus) (55,55%), nim (A. indica)
(77,77%) e ao composto majoritario d-limoneno (66,66%). Quanto aos 6leos de eucalipto (E.
citriodora), alecrim (R. officinalis) e gengibre (Z. officinale) e o composto majoritario canfora,
os mesmos diferenciaram do 6leo de nim (A. indica) apresentando menores taxas de
infectividade (Qui Quadrado = 23,46; p < 0,01). (Tabela 4).

Semelhantemente, para a espécie S. rarum, os 6leos de eucalipto (E. citriodora) (44,44%),
alecrim (R. officinalis) (38,88%) e gengibre (Z. officinale) (44,44%) ocasionaram as menores
taxas de infectividade, além do 6leo de citronela (C. winterianus) (50,00%). O 6leo de nim
(A. indica) (77,77%) e os compostos majoritarios d-limoneno (66,66%) e canfora (66,66%)
ndo diferenciaram da testemunha em relacdo a infectividade. Dentre os 0leos e compostos
majoritarios avaliados, houve diferenca entre os 6leos de alecrim (R. officinalis) (38,88%) e
nim (A. indica) (72,00%) (Qui Quadrado = 18,23; p < 0,01) (Tabela 5).



121

Tabela 4 Infectividade de Hetorhabditis amazonensis submetidos a aplicacdo de o6leos essenciais, fixos e
compostos majoritarios em laboratério sob temperatura de 25+2°C e umidade de 60+10% mensurada pela
mortalidade de larvas de Liriomyza sativae.

Oleos 1% Testemunha i D- Eucalipto Gengibre Alecrim Citronela Canfora  Nim
imoneno
D-limoneno 0,1591 - - - - - - -
Eucalipto 0,0004* 0,0099* - - - - - -
Gengibre 0,0039* 0,0481 0,2529 - - - - -
Alecrim 0,0040* 0,0099* 0,5000 0,2529 - - - -
Citronela 0,0481 0,2529 0,0481 0,1591 0,0481 - - -
Canfora 0,0099* 0,0916 0,1591 0,3697 0,1591 0,2529 - -
Nim 0,3687 0,2529 0,0014* 0,0099* 0,0014* 0,0916 0,0230* -
Mort(%/'(')‘)]'ade 83,33 66,66 27,77 38,88 27,77 55,55 4444 77,77
Kruskal-
Wallis Qui- 23,46
quadrado
Graus de 7
liberdade
p-valor < 0,05

*Valores p-valor diferem em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn.

Tabela 5 Infectividade de Steinernema rarum submetidos & aplicacdo de Oleos essenciais, fixos e compostos
majoritarios em laboratério sob temperatura de 25+2°C e umidade de 60+10%, mensurada pela mortalidade de
larvas de Liriomyza sativae.

Oleos 1%  Testemunha i D- Eucalipto Gengibre Alecrim Citronela Céanfora  Nim
imoneno
D-limoneno 0,0452 - - - - - - -
Eucalipto 0,0012* 0,0878 - - - - - -
Gengibre 0,0012* 0,0878 0,5000 - - - - -
Alecrim 0,0004* 0,0452 0,3674 0,3674 - - - -
Citronela 0,0034* 0,1548 0,3674 0,3674 0,2491 - - -
Canfora 0,0452 0,5000 0,0878 0,0878 0,0452 0,1548 - -
Nim 0,0878 0,3674 0,0452 0,0452 0,0211* 0,0878 0,3674 -
Mort(%/'('gade 94,44 66,66 44,44 4444 3888 5000 66,66 72,00
Kruskal-
Walllis Qui- 18,23
quadrado
Graus de 7
liberdade
p-valor < 0,05

*Valores p-valor diferem em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn.

Quanto a classificacdo da toxicidade dos 6leos e compostos majoritarios, o 6leo de nim (A.
indica) e o composto majoritario d-limoneno foram classificados como (1) ndo téxicos para
ambas as espécies de nematoides e o composto majoritario canfora para a espécie S.
rarum. Os demais 6leos receberam classificacdo (2) pouco toxicos para as espécies H.

amazonensis e S. rarum (Tabela 6).
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Tabela 6 Reducdo da infectividade de nematoides entomopatogénicos em larvas de Liriomyza sativae e
classificagcdo de toxicidade de 6leos essenciais, fixos e compostos majoritarios sob temperatura de 25+2°C e
umidade de 60£10%.

Oleos 1% Red (%) Classificacdo Red (%)? Classificaco
Testemunha - - - -
D-limoneno 20,00 1 29,41 1
Eucalipto 66,67 2 52,94 2
Gengibre 53,34 2 53,94 2
Alecrim 66,67 2 58,83 2
Citronela 33,33 2 47,05 2
Canfora 46,66 2 29,41 1
Nim 6,67 1 23,76 1

"Reducso da infectividade: Red (%) = (1 — It/Ic) x 100
? Classificag&o toxicoldgica de acordo com I0BC: (1) n&o téxicos (< 30%) e (2) pouco téxico (30-79%)

4.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que todos os Oleos essenciais, fixos e compostos
majoritarios apresentaram toxicidade e ocasionaram mortalidade superior a 50% para as
espécies de nematoides entomopatogénicos H. amazonensis e S. rarum apés o periodo de
gquatro dias. Diversos estudos mostraram que os 6leos essenciais e fixos possuem efeito
téxico sobre nematoides fitoparasitas (PANDEY et al., 2000; PARK et al., 2005; CABONI et

al., 2013) e no presente estudo foi elucidado o efeito sobre nematoides entomopatogénicos.

Os Oleos de gengibre (Z. officinale) e eucalipto (E. citriodora) ocasionaram 0s maiores
valores de mortalidade para S. rarum e para H. amazonensis, as maiores mortalidades
foram obtidas pelo 6leo de gengibre (Z. officinale) e para o composto majoritario canfora.
Embora os mecanismos de a¢do dos 6leos essenciais sobre os nematoides ainda nédo tenha
sido bem esclarecidos (BARUA et al., 2020), acredita-se que a auséncia da quitina em sua
estrutura pode facilitar a penetracdo dos compostos presentes nos 6leos (VEECH, 1978;
NEGRISOLI JR. et al., 2010). O outro fator € em relacao a epiderme dos nematoides, cuja
formacdo € de apenas uma Unica camada de células (BIRD; BIRD, 1991). Embora essa
camada seja resistente aos fatores adversos, a protecdo da mesma € regulada por
proteinas especificas as quais sao inibidas na presenca de algumas substancias quimicas
(DING et al.,, 2018). Dessa forma, a exposicdo aos Oleos essenciais € compostos
majoritarios pode ter interferido na expressdo dessas proteinas ocasionando a mortalidade

dos mesmos.

Os componentes majoritarios presentes no 6leo de gengibre (Z. officinale) séo classificados

principalmente como hidrocarbonetos sesquiterpénicos (Capitulo 3, p.86). O efeito tdxico
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desses compostos foi verificado em nematoides pertencentes a espécie Meloidogyne
incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949) (Rhabditida: Meloidogynidae) através da
reducdo da populagdo em baixas concentracbes dos compostos (KHOSHKHOO; HEDIN;
MC CARTY, 1994; CHITWOOD, 2002) e também para 0os nematoides entomopatogénicos
pertencentes a espécie Steinernema carpocapsae (Rhabdita: Steinernematidae) e
Heterorhabditis sp. (Rhabditida: Heterorhabditidae), cuja viruléncia sobre larvas de Ceratitis
capitata (Diptera: Tephritidae) foi reduzida (ROHDE et al., 2013).

A alta mortalidade dos nematoides entomopatogénicos ocasionada pelo 6leo de eucalipto
(E. citriodora) no presente estudo assemelha-se aos resultados obtidos por Ibrahim;
Traboulsi e El-haj (2006) e Gupta; Sharma e Naik (2011), ambos para a espécie de
nematoide fitoparasita M. incognita. Segundo os autores, o efeito do 6leo de eucalipto (E.
citriodora) sobre os juvenis é decorrente da mistura complexa de monoterpenos oxigenados
gue desempenham alteragdes no organismo dos mesmos. Com base nos resultados obtidos
no presente trabalho, é possivel observar que o 6leo essencial de eucalipto ocasionou
mortalidade superior ao 6leo de citronela para a espécie S. rarum. Dessa forma, pode-se
atribuir o maior efeito toxico a mistura dos componentes presentes no 6leo e ndo somente
ao seu composto majoritario, uma vez que ambos os 6leos de eucalipto (E. citriodora) e
citronela (C. winterianus) possuem o composto citronelal como majoritario (Capitulo 3, p.
78).

A mortalidade ocasionada pelo 6leo de alecrim (R. officinalis), foi uma das menores em
comparacgao a outros 6leos e compostos majoritarios para as duas espécies de nematoides
entompatogénicos, enquanto que para a canfora, composto majoritario do mesmo, a
mortalidade para a espécie H. amazonensis foi superior. Segundo Nicolau et al (2013), em
determinadas situagbes, o efeito toxico de um Oleo essencial pode ser atribuido
principalmente ao seu composto majoritario. Dessa forma, pode-se observar que o efeito
nematicida do 6leo essencial de alecrim (R. officinalis) pode ocorrer principalmente devido a

presenca da canfora, que é um componente em elevada concentragdo em sua composigao.

Embora o 6leo de nim (A. indica) tenha apresentado redug&o na sobrevivéncia das espécies
H. amazonensis e S. rarum, a infectividade do mesmo foi equivalente aos juvenis que ndo
receberam a aplicagdo do Oleo. Esses resultados assemelham-se aos obtidos por Stark
(1990); Krishnayya e Grewal (2002) e Raheel et al. (2017) em que se verificou baixa
toxicidade e influéncia no comportamento de espécies pertencentes aos géneros
Hetorhabditis e Steinernema submetidos a aplicacdo do composto Azadiractina. Por outro

lado, resultados distintos foram observados por Alumai et al. (2004), os quais evidenciaram
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alta sensibilidade de juvenis na presenca do 6leo de nim. Essas divergéncias de resultados
sdo decorrentes de caracteristicas de cada espécie de nematoide bem como de cada
isolado de uma mesma espécie (LAZNIK; TRDAN, 2014), além da concentragdo e tempo de
exposi¢cdo do produto (NEGRISOLI JR. et al., 2010). Além disso, os componentes na
composicao do 6leo de nim podem influenciar no comportamento dos nematoides, como 0s
terpenos ninbim e salanin, cujo efeito nematicida foi evidenciado (MOJUMDER et al., 2002;
PETRIKOVSZKI et al., 2019).

As menores médias de infectividade para ambas as espécies de nematoides
entomopatogénicos foram ocasionadas principalmente pelos oOleos de eucalipto (E.
citriodora), gengibre (Z. officinale) e alecrim (R. officinalis), os quais apresentaram reducéo
significativa do niamero de batidas laterais ao longo do tempo. De acordo com Faske et al.
(2015), diversas substancias quimicas utilizadas no manejo de pragas atuam na inibi¢cdo da
acao da enzima succinato desidrogenase presente no ciclo de Krebs, reduzindo a produgdo
de energia e consequentemente a mobilidade dos nematoides. Dessa forma, como a agéo
dos componentes presentes nos 6leos essenciais sobre esses organismos é desconhecida,
pode-se atribuir a reducéo da infectividade e movimentos do corpo a algum composto que
tenha acdo no funcionamento da enzima succinato desidrogenase. Por outro lado, embora
0s Oleos e compostos majoritarios tenham reduzido a infectividade e ocasionado um efeito
téxico nos nematoides entomopatogénicos, a mortalidade de larvas de L. sativae foi
observada devido a acdo dos mesmos, enfatizando que mesmo sob aplicacdo desses
compostos, esses agentes de controle desempenharam sua funcéo. Essas observagfes sédo
decorrentes a insuscetibilidade desses organismos a determinadas substancias quimicas
que podem estar presentes nos inseticidas botanicos se 0s mesmos possuirem mecanismo
de acdo neurotoxico. Segundo Khan et al. (2018), a enzima butirilcolinesterase presente na
sinapse dos nematoides atua como protetora da enzima aceticolinesterase em situagfes

que haja alguma substéncia de inibicdo e competicao pelo sitio ativo.

No presente estudo, os 6leos que ocasionaram reducdo da infectividade foram semelhantes
aqueles que apresentaram reducdo no numero de batidas laterais ao longo do tempo, como
0 Oleo de alecrim (R. officinalis). Entretanto, a auséncia de movimento do corpo dos
nematoides entomopatogénicos submetidos a aplicagédo desse 6leo néo se relacionou com a
mortalidade, uma vez que apds quatro dias houve sobrevivéncia dos mesmos. Esses
resultados sdo devido ao comportamento quiescente que os nematoides entomopatogénicos
possuem em reduzir sua atividade e permanecerem em uma posicao em formado de “J,
apos a exposicdo a produtos quimicos ou condi¢cdes adversas, mesmo depois do estimulo

mecéanico. Devido a esse fator, incongruéncias entre os resultados de bioensaios de
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comportamento com resultados de mortalidade e infectividade s&o comumente observados
(NEGRISOLI JR. et al., 2010; LAZNIK et al., 2012; LAZNIK; TRDAN, 2014).

4.5 CONCLUSAO

Os dleos essenciais, fixos e compostos majoritarios apresentam efeitos toxicos para as duas
espécies de nematoides entomopatogénicos, principalmente o O6leo de gengibre (Z.
officinale) e o composto majoritario canfora para a espécie H. amazonensis e os 6leos de

gengibre (Z. officinale) e eucalipto (E. citriodora) para a espécie S. rarum.

Os Oleos de eucalipto (E. citriodora), alecrim (R. officinalis), citronela (C. winterianus),
gengibre (Z. officinale) e o composto majoritario canfora ocasionam reducdo na mobilidade

das espécies H. amazonensis e S. rarum e na infectividade em larvas de L. sativae.

O 6leo de nim (A. indica) e o composto majoritario d-limomeno sdo compativeis com as

espécies H. amazonensis e S. rarum no manejo de L. sativae.
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