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RESUMO

Buscando alternativas de controle, frente aos efeitos deletérios ocasionados pelos inseticidas
sintéticos, avaliamos interacdes naturais existentes nos agroecossistemas com o0 intuito de
identificar novas moléculas com potencial bioinseticida. Para tanto, avaliamos a interacdo
parasitoide-hospedeiro, através do qual utilizamos como modelo experimental o ectoparasitoide
Bracon vulgaris e, posteriormente, avaliamos a composi¢cdo e mortalidade acarretada pelas
toxinas vegetais existentes nos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus, Cedrus atlantica,
Corymbia citriodora, Pelargonium graveolens e Amyris balsamifera; onde, através de testes de
toxicidade, propusemos um bioinseticida, preliminarmente denominado Triunvirato. Por fim,
avaliamos os impactos fitotoxicos desse bioinseticida bem como sua interferéncia na acdo de
parasitismo de Psyttalia concolor, um endoparasitoide de Ceratitis capitata, uma praga agricola
de importancia global ja registrada infestando mais de 350 hospedeiros vegetais. Caracterizamos
as estruturas de producdo e estocagem do veneno de B. vulgaris e entdo, entendemos o
funcionamento do aparato de veneno e a acdo da sua toxina, que acarreta uma paralisia

irreversivel ao seu hospedeiro, resultando posteriormente, sua morte. Quanto ao bioinseticida



proposto, concluimos que este é dotado de seletividade em favor do inimigo natural, podendo ser
aplicado em conformidade com o parasitoide P. concolor, além de ndo desenvolver quaisquer

efeitos fitotoxicos a planta onde a interacéo parasitoide-hospedeiro ocorre.
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IDENTIFICATION OF MOLECULES WITH BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL FROM
NATURAL INTERACTIONS PARASITOID-HOST AND INSECT-PLANT
por
THIAGO JOSE DE SOUZA ALVES

(Under the Direction of Professor Valéria Wanderley Teixeira — UFRPE)

ABSTRACT

Searching for control alternatives, in view of the deleterious effects caused by synthetic
insecticides, we evaluated the natural interactions in agroecosystems in order to identify new
molecules with bio - insecticidal potential. For this, we evaluated the parasitoid-host interaction,
through which we used the ecto parasitoid Bracon vulgaris as an experimental model and later
evaluated the composition and mortality caused by the plant toxins present in the essential oils of
Cymbopogon citratus, Cedrus atlantica, Corymbia citriodora, Pelargonium graveolens and
Amyris balsamifera; where, through toxicity tests, we proposed a bioinseticide, preliminarily
called Triunvirato. Finally, we evaluated the phytotoxic impacts of this bioinseticide as well as its
interference in the parasitism of Psyttalia concolor; an endo parasitoid of Ceratitis capitata, an
agricultural pest of global importance already registered infesting more than 350 vegetable hosts.
We uncover the structures of production and storage of venom of B. vulgaris and then we
understand the functioning of the venom apparatus and the action of its toxin, which causes an
irreversible paralysis to its host, resulting in its death. As for the proposed bioinseticide, we

conclude that it is endowed with selectivity in favor of the natural enemy and can be applied in



agreement with the P. concolor parasitoid, besides not developing any phytotoxic effects to the

plant where the parasitoid-host interaction occurs.

KEY WORDS: Bioinspired  system,  toxins,  physiological selectivity,
bioinseticide, histophysiology, Bracon vulgaris, Psyttalia

concolor, histochemistry.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O conhecimento acerca dos efeitos deletérios relacionados as intoxicacdes provocadas por
inseticidas, somado a insatisfacdo pertinente a contaminacdo ambiental e alimentar,
desencadearam uma busca por alternativas de controle de pragas que fossem ecologicamente
viaveis (Siqueira & Kruse 2008, Ootani et al. 2013). Entre estas alternativas, se destacaram as
interacdes naturais, como o controle bioldgico realizado pelos parasitoides, que sdo responsaveis
pela reducdo natural das populagdes de praga; bem como, os produtos de origem boténica, como
o0s 6leos essenciais, substancias defensivas oriundas do metabolismo secundario das plantas e que
apresentam elevada propriedade inseticida (Parra et al. 2002, Bakkali et al. 2008).

Oleos essenciais s30 misturas de compostos de origem botanica distintas e que, devido a
sua composicdo, apresentam a propriedade de atuar em diversos modos e sitios de acdo nos
insetos, podendo exercer efeitos biologicos (mortalidade e inani¢do) (Amer & Mehlhorn 2006,
Koul et al. 2008, Palacios et al. 2009), comportamentais (repeléncia, dissuasdo e inibicdo da
oviposicdo) (Mdller et al. 2009, Brari & Thakur 2016) e fisiolégicos (regulacdo do crescimento e
alteracbes morfo-histoldgicas) (Hummelbrunner & Isman 2001, Alves et al. 2014, Cruz et al.
2015). Como afirmam Tripathi et al. (2009) e Isman (2008), existem mais de 3.000 toxinas
botanicas ja identificadas, em contradicdo, nos Ultimos 30 anos apenas um inseticida botanico,
Neem, foi formulado, registrado e comercializado com éxito.

Entre os impasses relacionados a utilizacdo de inseticidas sintetizados a partir de 0Oleos
essenciais e apontados como promissores ao controle de uma praga, se faz necessario avaliar se

este poderia ser aplicado sem gerar efeitos indesejados, tais como danos a planta hospedeira ou ao



controle biologico realizado naturalmente pelos predadores e parasitoides da praga, ja que alguns
inseticidas, mesmo que de origem natural, sdo capazes de exercer efeitos fitotoxicos
(Poonpaiboonpipat et al. 2013; Sarmento-Brum et al. 2014) e também interagir com 0s inimigos
naturais devido a liberacdo de moléculas odoriferas (volateis), que se ligam a proteinas olfativas
de recepcgdo presentes nas antenas e palpos maxilares destes insetos, podendo atrai-los ou causar
Ihes repeléncia (Maia & Moore, 2011).

A mosca-das-frutas-do-mediterraneo (Medfly), Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera:
Tephritidae) é uma praga agricola de importancia global que resulta, anualmente, duplos prejuizos
econémicos tanto com a perda financeira investida em seu controle, como também prejuizos
resultantes da invalidacdo comercial dos frutos danificados por este inseto ser muito polifago, ja
registrado infestando mais de 350 hospedeiros (Nash & Chapman, 2014). Assim, qualquer
alternativa que se apresente como promissora ao controle de C. capitata deveria ser valorizada e
avaliada para 0 manejo desta praga, pois, como relatam Couso-Ferrer et al. (2011) e Arouri et al.
(2014) ja foram identificadas populacbes de Medfly resistentes a inseticidas, até 0 momento,
recomendados para seu controle, como Lambda-cyhalothrin, Fosmet, Methyl-chlorpyrifos,
Deltamethrin e Spinosad, o que limita ainda mais o niumero de inseticidas indicados eficazmente
para o controle desta praga.

A utilizacdo de uma mistura de toxinas botanicas, de acordo com Isman (1997), poderia
interferir no desenvolvimento da resisténcia apresentada por C. capitata, ja que é muito mais
dificil para um inseto conseguir destoxificar um complexo de substancias que apenas um ou
poucos componentes, além disso, uma mistura de toxinas botanicas pode apresentar mais de um
modo de atividade e multiplos sitios de agéo.

No entanto, para viabilizar o uso de uma mistura de toxinas botanicas sobre C. capitata, se

faz necessario, segundo Silva et al. (2002), considerar o efeito desse bioinseticida sobre o inimigo



natural da praga. Psyttalia concolor (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae), € um importante
parasitoide responsavel pela reducdo natural de populacdes de Tefritideos nos agroecossistemas
frutiferos, dentre elas Medfly (Adan et al. 2007, Bengochea et al. 2014). Zapata et al. (2004)
relataram que esse parasitoide € um excelente bioindicador para avaliacdo da toxicidade de
inseticidas, sendo um excelente modelo experimental devido a sua sensibilidade quanto a
interacdo com moléculas toxicas.

Quanto aos programas de controle bioldgico, a utilizacdo de parasitoides tem sido aplicado
com sucesso através da analise da interacdo desses insetos e seus respectivos hospedeiros
(Omwega et al. 1995, Barbalho & Penteado-Dias 1997, Parra et al. 2002). Dentre os parasitoides,
0os Braconideos tém se destacado nos programas de controle de pragas agricolas em
agroecossistemas tropicais e subtropicais (Matthews 1974, Obonyo et al. 2008, Marinho et al.
2009, Wang et al. 2010). Diversas ordens de insetos de importancia econdmica, dentre elas
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e Hemiptera; sdo descritas sendo parasitadas por uma ou mais
espécies de braconideos (Matthews 1974, Foerster et al. 1999, Huber 2009, Marinho et al. 2009,
Zikic et al. 2011).

Os Braconideos constituem um grande e benéfico grupo de himendpteros parasitoides de
alta relevancia na reducdo natural de populacfes de pragas, com aproximadamente 40.000 espécies
distribuidas por diversas regiGes do mundo. Toscano & Carvalho (2000) e Carvalho et al. (2000)
relataram que populagfes de Bracon vulgaris Ashmead, em condic¢des naturais, foram encontradas
expressando indices de parasitismo superiores a 70% em cultivos infestados com Anthonomus
grandis Boheman (Coleoptera: Curculionidae), enquanto que Vacari et al. (2012) afirmaram que
no Brasil, o controle biolégico da broca-da-cana, realizado pelo braconideo Cotesia flavipes

Cameron, é considerado o maior programa de controle bioldégico do mundo em relacdo a extenséo



de area tratada, cerca de 3 milhdes de hectares, constituindo um método eficiente capaz de resultar
uma economia superior a 80 milhdes de délares por ano.

Uma questdo a ser considerada em uma relacdo parasitoide/hospedeiro, é o fato de que
quando desafiados por microrganismos e/ou parasitas 0s insetos hospedeiros apresentam
mecanismos de defesa caracterizados pela reacdo humoral e celular. A reagdo humoral envolve
a biossintese de peptideos antimicrobianos e proteinas (Hoffmann 2003, Lemaitre & Hoffmann
2007). As reacdes celulares, por sua vez, estdo relacionas a atuagdo dos hemacitos sobre os
organismos invasores desencadeando a fagocitose, nodulagdo e, no caso de invasores maiores, a
encapsulacdo (Lavine & Strand 2002, Stanley & Miller 2006, Wood & Jacinto 2007), o que
pode levar a alteragdes na estrutura e no nimero dessas células e, consequentemente, refletir
mudancas nos processos fisiologicos e bioquimicos do inseto (Qamar & Jamal 2009),
desenvolvendo assim uma corrida armamentista ao longo do curso evolutivo entre parasitoides e
seus respectivos insetos hospedeiros.

Durante o parasitismo alguns agentes imunossupressores sdo injetados no hospedeiro. Estes
agentes incluem virus endossimbioticos (polidnavirus - PDVs), particulas semelhantes a virus
(VLPs), fluidos ovarianos, teratocitos (derivado a partir de ovos injetados) e toxinas (Schmidt et
al. 2001, Luo & Pang 2006). Em espécies ectoparasitoides desprovidos de PDVS e VLPs, o
veneno parece ser o grande responsavel por alterar a fisiologia e bioquimica do hospedeiro,
provocar paralisia, e perturbar a homeostase do célcio nos tecidos (Coudron et al. 2000, Rivers et
al. 2002, Ergin et al. 2006).

Himenopteros, em sua maioria, apresentam uma grande diversidade funcional de toxinas,
variando desde efeitos citoliticos a neurotoxicos (Moreau et al. 2009, Er et al. 2011); logo o
conhecimento de seus principais constituintes pode servir de base para o desenvolvimento de

novas metodologias de controle de pragas, como inseticidas sintéticos mais eficazes e seletivos.



Estudos tem mostrado a interferéncia da toxina de vespas sobre o sistema imunologico de grupos
com grande importancia agricola e econdémico, como os Lepiddpteros (Nakamatsu et al. 2001,
Nakamatsu & Tanaka 2003, Mochiah et al. 2003, Cai et al. 2004, Ibrahim & Kim 2006, Er et

al. 2010) e dipteros (Eslin & Prevost 1996, Rivers et al. 2002).

Analises bioquimicas da toxina nos parasitoides Nasonia vitripennis (Walker)
(Hymenoptera: Pteromalidae) (Rivers et al. 2006), Pteromalus puparum (L.) (Hymenoptera:
Pteromalidae) (Wu et al. 2008), Chelonus inanitus (L.) (Hymenoptera, Braconidae) (Hochuli &
Lanzrein 2001) e Pimpla hypochondriaca (L.) (Hymenoptera: Ichneumonidae) (Parkinson et al.
2002 a,b), revelaram que a composicdo é bastante complexa e varidvel dentro dos grupos
parasitoides, podendo ser constituida por moléculas de baixo ou alto peso molecular e/ou
compostos como aminas, peptideos, proteinas, enzimas, e glicoproteinas; tal complexidade
permite aos parasitoides se adaptar a varias espécies hospedeiras.

A diversidade funcional de toxinas nos braconideos é notéria, de modo que, componentes
majoritarios ja foram isolados e avaliados quanto ao seu potencial biotecnoldgico. Kaeslin et al.
(2010), por exemplo, afirmaram que Chelonus inanitus (L.) (Hymenoptera: Braconidae), possui
uma toxina composta por mais de 25 proteinas, com massas variando de 14 kDa a cerca de 300
kDa; bioensaios indicaram que esse composto exerce pelo menos trés diferentes agOes sobre
insetos hospedeiros: interrompe o desenvolvimento larval, exerce efeito paralitico e altera a
permeabilidade da membrana celular. Er et al. (2011), por sua vez, demonstraram que a
toxina da vespa Pimpla turionellae (L.) (Hymenoptera: Ichneumonidae) é capaz de induzir a
morte celular nos hemocitos do seu hospedeiro natural Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera:
Pyralidae) tanto na fase larval como pupal. Ratificando assim que o veneno de artropodes

constitui um vasto arsenal de neuropeptidios inseticidas (Schwartz et al. 2012).



Bracon vulgaris € um braconideo ectoparasitoide gregario e larval que, junto a
Catolaccus grandis Burks (Hymenoptera: Pteromalidae) constituem o0s principais agentes
bioldgicos responsaveis pela reducdo natural das populagbes de bicudo, A. grandis, nos
agroecossistemas do algodoeiro no Nordeste brasileiro (Ramalho et al. 2007, Ramalho et al.
2009b). As fémeas de B. vulgaris paralisam as larvas de A. grandis, mediante inoculacdo de
veneno, ainda ndo precisamente identificado, enquanto realizam a oviposicdo. Os 0vo0s
depositados externamente ao corpo do hospedeiro medem 0,92 + 0,03 mm e apresentam
coloracdo branco translucido. Destes, eclodem larvas que imediatamente passam a se alimentar
externamente do hospedeiro, inserindo as mandibulas atraves da cuticula. Ao final do quarto
instar a larva do parasitoide cessa a alimentacdo e inicia a constru¢do de um casulo, dentro do
qual, permanece por toda a fase de pupa e, posteriormente, emergem os adultos (Peydro et al.
1996, Ramalho et al. 2009 a, b).

A toxina de B. vulgaris, guando inoculada no hospedeiro, acarreta uma paralisia
irreversivel, favorecendo a reducdo natural das populacbes de A. grandis e lagarta rosada,
Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae) nos agroecossistema algodoeiro,
assim, o conhecimento morfo-fisiolégico do aparato de veneno desse parasitoide, bem como a
caracterizagdo bioquimica, identificacdo e concentracdo dos componentes presentes na toxina,
poderd acarretar a descoberta de potenciais moléculas inseticidas e ou insetistaticas, cuja
aplicacdo dos isolados, em A. grandis, e em outros insetos pragas, resulte um controle especifico,
eficaz e de forma limpa sobre o0 meio ambiente.

Nesse contexto, a partir de uma analise fisiologica dos insetos estudados, o objetivo desta
investigacdo foi avaliar potenciais fontes de toxinas promissoras no desenvolvimento de formas
alternativas de controle de pragas. Para tanto, nos baseamos em potenciais moléculas de diferentes

naturezas: | - na interagéo parasitoide/hospedeiro desenvolvida por B. vulgaris e A. grandis e Il -



no potencial inseticida e insetistatico de toxinas botanicas. Assim, analisamos a morfo-histologia
do aparato de veneno de B. vulgaris e o perfil bioguimico do produto secretado por este
parasitoide. Quanto as toxinas de origem botanica investigamos a toxicidade, sobre a mosca-das-
frutas-do-mediterraneo, de um inseticida natural, desenvolvido por nossa equipe, a partir da
mistura de toxinas presentes nos Oleos essenciais de Capim limdo (Cymbopogon citratus,
Poaceae), Cedro (Cedrus atlantica, Pinaceae) e Eucalipto (Corymbia citriodora, Myrtaceae). Por
fim, avaliamos a fitotoxidade desse produto, bem como sua interferéncia sobre a capacidade

benéfica de P. concolor.
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RESUMO - Foram descritas a morfologia e composicdo histoldgica das estruturas relacionadas a
producdo, armazenamento e distribuicdo de veneno em Bracon vulgaris, uma vespa que parasita
seus hospedeiros apo6s a inoculacdo de uma peconha que ocasiona uma paralisia irreversivel.
Foram encontrados 22 filamentos glandulares, revestidos por epitélio secretor, associados a um
reservatorio revestido internamente por quitina e externamente por uma musculatura estriada.

Uma véalvula media a passagem da toxina ao ducto de veneno rumo ao ovipositor dos parasitoides.

PALAVRAS-CHAVE: Braconidae, aparato de veneno, parasitoide, analises histoldgicas.
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MORPHOLOGICAL AND HISTOLOGICAL CHARACTERIZATION OF PRODUCTION
STRUCTURES, STORAGE AND DISTRIBUTION OF VENOM IN THE PARASITIC WASP

Bracon vulgaris

ABSTRACT - It was described the morphology and histological composition of the structures
related to production, storage and distribution of Bracon vulgaris venom, a wasp that parasite
their hosts after the inoculation of a venom which causes irreversible paralysis. Were found 22
glandular filaments, coated with secretory epithelium associated with a reservoir coated internally
by a chitin layer and externally by striated muscular fibers. A valve mediates the passage of the

toxin to venom duct towards the parasitoids sting.

KEY WORDS: Braconidae, venom apparatus; parasitoid; histological analysis.
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Introducéo

Toxinas de insetos atualmente sdo apontadas como potenciais moléculas para uso
farmacologico (Moreau & Guillot 2005). Além disso, ao ser isolado e precisamente identificado,
0 veneno de um inseto pode servir de base para o desenvolvimento de inseticidas eficazes e
seletivos, favorecendo programas de controle de pragas (Beckage & Gelman 2004). O veneno de
vespas, por ser um multiplo composto, pode acarretar diversos efeitos sobre o hospedeiro
acometido, dentre eles, efeitos citoliticos e neurotoxicos (Ergin et al. 2006, Er et al, 2011). Assim,
a identificacdo das estruturas secretoras, o isolamento das toxinas e, posteriormente, suas
proteinas majoritarias preditas, sdo de grande valia para compreensdo dos efeitos resultantes da
interacdo toxina/hospedeiro; a exemplo, Cunha et al. (2005) e Wang et al. (2008) descreveram,
respectivamente, a acdo anticonvulsionante e antitumoral de peptideos isolados do veneno de
vespas predadoras do género Polybia.

Bracon vulgaris Ashmead (Hymenoptera: Braconidae) € uma vespa parasitoide cujas
fémeas adultas parasitam seus hospedeiros mediante inoculagdo de veneno, ainda néo
precisamente identificado, enquanto realizam a oviposi¢do. A interagdo com o veneno leva o
hospedeiro a uma paralisia irreversivel, impedindo seu desenvolvimento e, posteriormente,
ocasionando sua morte (Alves et al. 2014).

Assim, se presume que a toxina dessa vespa pode representar uma potencial e valiosa fonte
no desenvolvimento de moléculas com atividade bioldgica para o controle de herbivoros, visto
que, naturalmente, o parasitismo realizado por esta vespa ocasiona taxas iguais ou superiores a
57% de mortalidade (Toscano & Carvalho 2000). No entanto, para utilizar essa peconha se faz
necessario conhecermos previamente o aparato de veneno dessa espécie, para compreender como

ocorre a producdo, armazenamento e utilizagdo da toxina por estas vespas parasitoides. Assim 0
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objetivo desta pesquisa foi avaliar e descrever a organizacgdo estrutural e a constituicdo histologica

das estruturas envolvidas na secrecdo, estocagem e distribuicdo do veneno de B. vulgaris. .

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CPgAM, Recife-PE. Os insetos, por sua vez, foram obtidos
através da emergéncia de adultos cujas formas larvais foram coletadas em cultivos de algodoeiro
em Surubim-PE.

Para a analise morfoldgica do aparato de veneno de B. vulgaris, fémeas adultas, (n=30),
com 5 dias de idade, acasaladas, alimentadas e sem experiéncia de parasitismo, foram
dissecadas, com o auxilio de pincas oftalmoldgicas, sob estereomicroscépio para avaliacdo da
constituicdo e localizacdo das estruturas que complBe o aparato de veneno dessa vespa
parasitoide. As estruturas foram entdo fotografadas com Camera iSight de 8MP, e a obtencéo
das medidas do comprimento e diametro foi realizada através do programa Image J V1.49p.
Posteriormente, a porcdo contendo o reservatorio de veneno, os filamentos glandulares e o ducto
de veneno foram isolados e fixado em formol 10% por 24 horas e desidratado em banhos
crescentes de alcool etilico (70, 80 e 95%), por 10 minutos cada. Por fim, o material foi
embebido em historesina e os cortes obtidos, 3 um, foram submetidos as técnicas de coloracdo
pelo azul de Toluidina (coloracdo geral) e Xilidina ponceau (proteina total). A anélise histolégica
foi realizada utilizando microscépio de luz, Leica DM 500, e as imagens obtidas através do

programa LAS EZ Version 2.0.0 ICC50.
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Resultados e Discusséo

O aparato de veneno de B. vulgaris estd localizado internamente na regido posterior do
abdémen das fémeas adultas. Ele é formado por um reservatorio de veneno de morfologia oval
circundado por 22 filamentos glandulares alongados, em forma de tentaculos, desse reservatorio
parte um ducto que se comunica com ducto da glandula de Dufour os quais se anastomosam para
formar o ducto de veneno, o qual desemboca no ovipositor (Fig. 1A). O reservatorio de veneno
apresentou as seguintes medidas 1,7 mm de comprimento e 0,9 mm de diametro, enquanto 0s
filamentos glandulares mediam aproximadamente 2,5 mm de comprimento e 0,5 mm de diametro,
variando de 3,2 a 1,4 mm em comprimento e 0,6 a 0,1 mm de diametro (Fig. 1B). Ja a glandula de
Dufour apresentou medidas de 4,2 mm de comprimento e 0,9 mm de diametro (Fig. 1C). De
acordo com a literatura o reservatério € um 6rgédo de estocagem e distribuicdo da toxina, enquanto
que a glandula de Dufour esta relacionada a marcacdo de hospedeiros ja parasitados (Abdala &
Cruz-Landim 2001), (Fig.1C).

A andlise histoldgica revelou que o reservatorio de veneno de B. vulgaris apresenta-se
revestido internamente por uma intima de quitina helicoidal e externamente por uma espessa
camada de fibras musculares estriadas orientadas longitudinalmente, na regido central da estrutura
pode ser visualizado um lamen, regido de estocagem do veneno (Fig.2A e 2B). Os filamentos
glandulares apresentam-se revestido por uma camada simples de epitélio secretor constituidos por
células cubicas, com nucleo esférico e central (Fig.2C). O produto secretado € entdo lancado no
limen central através de vesiculas densas (Fig.2C). O reservatorio de veneno de B. vulgaris na
sua porcdo final apresenta uma valvula de tecido muscular (Fig. 2D e 2E) que media a passagem
da toxina, contida no reservatorio, ao ducto de veneno (Fig. 2D), que por sua vez, também

apresenta uma espessa camada muscular externamente.
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A analise do aparato de veneno é de suma importancia tanto para correlacionar o processo
de producdo da toxina com o comportamento de parasitismo da vespa: se causam paralisia
temporaria ou irreversivel em seus hospedeiros e como 0s parasitam, se interna ou externamente
(Barbalho & Penteado-Dias 1997, Quicke 1997); como também para elucidar os caminhos
evolutivos seguidos por diferentes taxas, visto que a morfologia, insercdo e disposicdo dos
filamentos glandulares e do reservatorio de veneno, por exemplo, sdo extremamente divergentes
nesse grupo de insetos (Peydro et al. 1996, Barbalho & Penteado-Dias 1997; Vardal 2006,
Moreau et al. 2009).

A avaliacdo histologica revelou se tratar de um aparato de veneno, de origem ectodérmica,
do tipo I (Edson & Vinson 1979, Quicke 1997), onde a espessa camada externa de fibras
musculares estriadas e a hélice quitinosa interna do reservatorio de veneno funcionam em
associacdo para permitir a passagem da toxina rumo ao ovipositor. A alta gquantidade de
filamentos glandulares observada em B. vulgaris, 22, pode representar uma vantagem evolutiva, o
que justificaria 0 sucesso do parasitismo dessa espécie quando comparado a outras vespas que
competem com esta por hospedeiro (Ramalho et al. 2009), presumivelmente, a quantidade de
filamentos glandulares, bem como um reservat6rio de veneno com uma grande capacidade de
estocagem, pode favorecer respostas paralisantes mais eficientes por apresentarem propriedade de
sintese e/ou reposicdo do veneno com maior rapidez.

O tamanho corporal reduzido, geralmente apresentado pelas vespas parasitoides, constitui
uma limitacdo para pesquisas focadas em avaliar a anatomia de seu aparato de veneno e,
posteriormente, a aplicabilidade de sua toxina. B.vulgaris, por exemplo, mede cerca de 3,29 mm
de comprimento e aproximadamente 0,00512 pg/mL de peptideos toxicos foram coletados em
cada fémea (dados ndo publicados). Esse obstaculo justifica a grande divergéncia encontrada

quanto ao nimero de pesquisas realizadas com avaliacdes histoldgicas de estruturas secretoras de
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veneno em outros animais produtores de peconha de maiores dimensdes (Taib & Jarrar 1993,
Kovoor & Mufioz-Cuevas 2000, Jarrar & Al-Rowaily 2008, Antoniazzi et al. 2009, Dehghani et
al. 2010, Giannotti et al. 2013).

A escassez de bases cientificas sobre a morfo-histologia do aparato de veneno em vespas
parasitoides desfavorece a descoberta de moléculas potenciais e inovadoras, ja que toxinas, nesses
himendpteros, constitui um mecanismo fisiologico desenvolvido ao longo do curso evolutivo para
driblar as defesas imunoldgicas de seus insetos hospedeiros, apresentando assim, padrdes de
especializacdo para imobilizacdo e ou mortalidade destes (Beckage & Gelman 2004, Moreau et al.
2009). Além disso, a falta de conhecimento acerca da constituicdo histologica das células
secretoras de veneno e sua correta localizacdo pode acarretar danos mecéanicos as estruturas
guando manuseadas incorretamente, como propdem Giannotti et. al. (2013), se fazendo
necessario, por tanto, necessario conhecer previamente a organizacdo estrutural e composicao do

aparato de veneno no organismo estudado.
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Figura 1. Anatomia do aparato de veneno de B. vulgaris. A. Representacdo esquematica do
aparato de veneno. B. Reservatorio de veneno (RV) - 1,7 mm x 0,9 mm; e Filamentos Glandulares
(FG) = 2,5 mm x 0,5 mm. C. Glandula de Dufour (GD) - 4,2 mm x 0,9 mm. DV = Ducto de

veneno e OV = ovipositor.
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Figura 2. Histologia das estruturas de producdo, estocagem e distribuicdo de toxina na vespa parasitoide
Bracon vulgaris. A. Disposicao geral dos filamentos glandulares em torno do reservatorio de veneno. Azul
de toluidina, 100um. B. Filamentos glandulares. Epitélio secretor (asterisco) disposto de modo a circular
todo o filamento glandular, o produto secretado é entdo lancado no lumen central (Lf). Presenca de
vacuolos (cabeca de seta). Azul de toluidina, 20um. C. Reservatorio de veneno. Revestido internamente
por uma intima de quitina helicoidal (seta tracejada). L, - Lumen do reservatorio, estrela — Fibras
musculares externas. Azul de toluidina, 20um. D. Valvula de tecido muscular (seta) media a passagem da
toxina, contida no lumen do reservatério (L;) ao ducto de veneno (DV). Xilidina ponceau, 100um. E.
Destaque da valvula muscular (seta). Xilidina ponceau, 20 pum.
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COMPOSICAO E TOXICIDADE DE Triunvirato: UMA MISTURA DE OLEOS ESSENCIAIS
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RESUMO - Triunvirato, um inseticida natural desenvolvido por nossa equipe a partir da mistura
de dleos essenciais de Cymbopogon citratus, Cedrus atlantica e Corymbia citriodora, expressou
elevada mortalidade (DL50 = 0.018uL/inseto) sobre a mosca-das-frutas-do-mediterraneo, Medfly,
(Diptera: Tephritidae), uma praga agricola de importancia global ja registrada infestando mais de
350 hospedeiros vegetais. A caracterizacdo quimica do produto, analisada através de
cromatografia de massa (GC-MS), demonstrou que diversos constituintes identificados em
Triunvirato j& sdo conhecidos por suas propriedades inseticidas ou insetistatica sobre espécies
pragas. Os testes de fitotoxidade, por sua vez, revelaram que esse produto natural € indcuo para a
planta hospedeira onde a interacdo inseto/praga € desenvolvida. Triunvirato também se apresentou
compativel com o controle biol6gico realizado pelo parasitoide Psyttalia concolor (Hymenoptera:
Braconidae), ndo afetando a sobrevivéncia e nem a capacidade benéfica dessa vespa parasitoide
responsavel pela reducdo de populacbes de tefritideos, sendo por tanto classificado como
categoria 1 na escala IOLB. De acordo com 0s nossos resultados Triunvirato € uma proposta
ecologica e promissora ao manejo de Medfly, embora seu preco de producdo ndo seja competitivo
com os inseticidas sintéticos comerciais; assim, abordamos e discutimos as vantagens e impasses

relacionados a utilizacdo desse inseticida natural.

PALAVRAS-CHAVE: Biopesticida, Medfly, Psyttalia concolor, LD50, GC-MS, fitotoxicidade
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COMPOSITION AND TOXIC OF TRIUNVIRATO: A MIXTURE OF ESSENTIAL OILS
AGAINST MEDITERRANEAN FRUIT FLY, CERATITIS CAPITATA (WIEDEMANN)

(DIPTERA: TEPHRITIDAE)

ABSTRACT — We present a proposal of natural insecticide developed from the mixture of the
essential oils of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae), Cedrus atlantica (Endl.) Manetti ex
Carriére (Pinaceae) and Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson (Myrtaceae).
The mixture of oils caused high mortality (LDso = 0.018 pL/insect) to the Mediterranean fruit fly,
Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae), a globally important pest, after topical
application. Based on the chemical characterization of biopesticide using gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) analysis, many of the constituents had known insecticidal properties
(the monoterpenes a-citronellal and E-citral and the sesquiterpernes a-himachalene and -
himachalene, all at concentrations above 15%). Phytotoxicity tests on oranges demonstrated that
this natural product was harmless when the mixture was applied diluted in water with a surfactant.
The mixture of essential oils was also harmless (1, IOBC category) to the biological control agent
responsible for reducing populations of tephritids, the parasitoid Psyttalia concolor
(Hymenoptera: Braconidae), following exposure to treated orange trees in a semi-field assay
within a greenhouse. Our results suggest that mixture of Eos has potential for use as a biocide
against medfly, although the production price was exceedingly high compared with that of
commercial synthetic insecticides. Therefore, we discuss the advantages and disadvantages

related to the potential use of this natural insecticide.

KEY WORDS: biopesticide, medfly, Psyttalia concolor, LDsg, GC-MS, phytotoxicity.
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Introducéo

A utilizacéo de biopesticidas tem sido impulsionada pela ampliacdo dos cultivos organicos,
sobretudo devido as exigéncias de consumidores que buscam uma producdo sustentavel e livre de
residuos agroquimicos (Isman 2008, Regnault-Roger et al. 2012). O conhecimento acerca dos
efeitos deletérios relacionados as intoxica¢fes provocadas por inseticidas, somado a insatisfacao
pertinente a contaminacdo ambiental e alimentar, fomentaram a busca por métodos alternativos de
controle de pragas que fossem ecologicamente viaveis (Siqueira & Kruse 2008, Ootani et al.
2013). Dentre estas alternativas, destacaram-se 0s 6leos essenciais, substancias oriundas do
metabolismo secundario das plantas e que podem apresentar atividade inseticida (Bakkali et al.
2008).

Oleos essenciais sdo substancias de defesa oriundas do metabolismo secundario de plantas e
que, devido a sua complexa composicdo, podem atuar em diversos sitios de a¢do nos insetos,
induzindo respostas biologicas (mortalidade e inanicdo) (Amer & Mehlhorn 2006, Koul et al.
2008, Palacios et al. 2009), comportamentais (repeléncia, dissuasdo e inibicdo da oviposic¢ao)
(Muller et al. 2009, Brari & Thakur 2016) e fisiologicas (regulacdo do crescimento e alteraces
morfo-histologicas) (Hummelbrunner & Isman 2001, Alves et al. 2014, Cruz et al. 2015). Apesar
de existirem mais de 3.000 toxinas boténicas ja identificadas, nos ultimos 30 anos, poucos
produtos a base dessas substancias naturais foram formulados, registrados e comercializados com
éxito (Tripathi et al. 2009, Isman 2008).

Entre os impasses relacionados a utilizagdo de um biopesticida, apontado como promissor,
se faz necessario avaliar se este poderia ser aplicado sem gerar efeitos indesejados, tais como
danos a planta hospedeira ou ao controle biologico realizado naturalmente pelos predadores e
parasitoides da praga, ja que alguns inseticidas, mesmo que de origem natural, sdo capazes de

exercer efeitos fitotoxicos (Poonpaiboonpipat et al. 2013, Sarmento-Brum et al. 2014) e também
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interagir com os inimigos naturais devido a liberacdo de moléculas odoriferas (volateis), que se
ligam a proteinas olfativas de recepcdo presentes nas antenas e palpos maxilares destes insetos,
podendo atrai-los ou causar Ihes repeléncia (Maia & Moore 2011).

Assim, o0 objetivo desta investigacdo foi avaliar a toxicidade de Triunvirato, um inseticida
natural desenvolvido por nossa equipe a partir da mistura de 6leos essenciais, sobre a mosca-das-
frutas-do-mediterraneo (Medfly), Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae), e a
interferéncia deste produto biolégico sobre a capacidade benéfica do parasitoide Psyttalia
concolor (Hymenoptera: Braconidae), um inimigo natural responsavel pela reducao de populacbes
de Tefritideos, dentre elas Medfly (Adéan et al. 2007, Bengochea et al. 2014). Por fim, avaliamos a
composicdo quimica de Triunvirato e se este bioinseticida possuia propriedades fitotoxicas sobre

a planta onde a interagdo P. concolor/Medfly é desenvolvida.

Material e Métodos
Insetos. Os insetos foram obtidos da criacdo estoque do Departamento de Protecdo de Cultivos,
da Universidad Politécnica de Madrid, onde os adultos de C. capitata foram mantidos em gaiolas
retangulares de metacrilato (50 x 40 x 40 cm) com bebedouro (250 mL), sendo alimentados com
uma dieta a base de proteina hidrolisada de soja e aglcar na propor¢do 1:4, respectivamente. As
gaiolas, por sua vez, estavam acondicionadas em camara climatizadas a temperatura de 25 + 2 °C,
74 + 5 % de umidade relativa e fotoperiodo de 16 h de luz. Sob estas mesmas condicdes, 0
parasitoide P. concolor foi criado seguindo a metodologia desenvolvida por Jacas & Vifiuela
(1994), tendo larvas de C. capitata como hospedeiro e alimentados com uma mistura de levedura
seca de cerveja e agucar moido, na proporcao de 4:1, e mantidos em cdmara climatizada sobre as

mesmas condi¢Oes de temperatura, umidade relativa e fotoperiodo.
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Oleos Essenciais e Selecdo de Triunvirato. Os 6leos essenciais de Capim limao (Cymbopogon
citratus, Poaceae), Cedro (Cedrus atlantica, Pinaceae), Eucalipto (Corymbia citriodora,
Myrtaceae), Geranio (Pelargonium graveolens, Geraniaceae) e Sandalo (Amyris balsamifera,
Rutaceae); produzidos e distribuidos por Arte dos aromas I.C. LDTA, foram obtidos em lojas de
especiarias na regido metropolitana do Recife-PE, Brasil. Para determinagdo da toxicidade dos
Oleos essenciais sobre C. capitata, 80 insetos adultos, 40 machos (0,00466 g) e 40 fémeas
(0,00498 g) com idade de 24 horas depois de emergidos, foram utilizados para cada uma das
doses em cada tratamento, sendo estas: 0,5, 0,25, 0,1, 0,06, 0,05, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01 e 0.005 pL
de oleo essencial/inseto, diluidos em acetona. Assim, cada inseto recebeu, através de aplicacdes
topicas com micropipetas eletronicas de alto rendimento (Pipet4®u Revolution), 1 pL de solugéo
na sua regido protoraxica. O grupo controle recebeu apenas acetona (1 uL).

Depois das aplicacdes topicas, os insetos foram acondicionados em recipientes plasticos de
12 cm x 5 cm (didmetro x altura) com tampa ventilada, alimentados e mantidos em camara
climatizada (25 °C + 2 °C, UR: 74 £ 5% e fotoperiodo 16 h de luz: 8 h escuro). Posteriormente,
depois de avaliar a toxicidade dos 0Oleos essenciais isolados, foram avaliadas, na proporcdo de
1:1:1, as seguintes misturas de oleos: I- Sandalo + Capim lim&o + Cedro; 11- Gerénio + Eucalipto
+ Sandalo e Ill- Capim limdo + Cedro + Eucalipto nas mesmas condi¢cbes ambientais e
metodolégicas. A mortalidade foi avaliada com 24, 48 e 72 horas depois da aplicacdo topica e o
critério de mortalidade, foi baseado na auséncia de mobilidade dos insetos ap0s serem tocados
com um pincel de cerdas suaves. Os dados da mortalidade foram submetidos ao programa POLO-
Plus, desta maneira foram calculadas as doses letais 50 (DL50). De acordo com os resultados
encontrados, selecionamos a mistura de 6Oleos essenciais que representa nosso bioinseticida

Triunvirato.
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Ensaios de Laboratdrio. Caracterizacdo Quimica de Triunvirato e de Seus Oleos Essenciais
Constituintes. Os constituintes dos o0leos essenciais de Cedro, Eucalipto, Capim limdo e
Triunvirato foram analisados através da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa (CG-EM). A analise CG-EM foi conduzida usando um Espectrémetro de Massa quadruplo
Thermo QP-5000 acoplado a um Cromatografo Gasoso Thermo modelo FOCUS equipado com
uma coluna capilar DB-5 (30 mm x 0,25 mm x 0,25 um de espessura; J] & W Scientific, CA,
USA). A temperatura foi programada a 60 °C por 5 min com aumento de 5 °C/min até 280 °C.
Foi injetada a aliquota de 1 puL de volume do 6leo diluido em Hexano. A temperatura do injetor
foi mantida a 250 °C, tendo o Hélio como gas carreador, em fluxo constante de 1,2 mL min?. A
transferéncia para a Espectrometria de Massa (EM) foi realizada a 280 °C, ja a EM quéadruplo e a
fonte de temperatura da EM foram 150 °C e 200 °C, respectivamente. A espectrometria de massa
por impacto eletrénico foi conduzida com a energia de ionizacdo estabelecida em 70 eV e a
temperatura da fonte de ions e interface foi 200 °C, estando o intervalo de varredura entre 40 e
450 u. O programa utilizado foi o0 Xcalibur (Thermo Fisher). Os constituintes dos 6leos essenciais
foram identificados em comparacdo com o indice de Retencdo (IR), calculado em relagdo ao
tempo de retencdo de uma série de alcanos lineares C8-C24 (Supelco Analytical, Bellefonte PA,
USA) sob condicGes com temperatura prépria, coinjecdo padronizadas e por comparagdo dos
dados de espectro de massa com Wiley 275L e biblioteca NIST.

Avaliacdo da Fitotoxicidade de Triunvirato. Para avaliar uma possivel atividade fitotoxica do
Triunvirato, foram selecionadas as doses letais capazes de causar 50 e 90% da mortalidade para
machos e fémeas de C. capitata, 0,018 e 0,048 uL/inseto, respectivamente. Assim, o bioensaio foi
composto por 3 grupos: tratamento a 0.018 (1.8 mL de Triunvirato + 1.5 mL de Tween 80 + 96.7
mL de &gua destilada), tratamento a 0.048 (4,8 mL de Triunvirato + 1,5 mL de Tween 80 + 93.7

mL de &gua destilada) e controle (1,5 mL de Tween 80 + 98,5 mL de &gua destilada). Para o
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preparo das solugdes, Triunvirato foi adicionado em recipientes de vidro (200 mL) e em seguida o
agente dispersante, Tween 80 a 1,5 %; por fim foram acrescentadas as respectivas quantidades de
agua destilada e os recipientes levados ao agitador ultrassdnico para promover a mescla dos
componentes. Posteriormente, 10 folhas com cerca de 4,4 cm x 11 cm, obtidos de laranjeiras
variedade Navelina com 16 meses de idade, foram pulverizadas com aplicadores manuais de 100
mL até o ponto de gotejamento, com cada solucéo correspondente ao seu grupo e depositadas para
secar em temperatura ambiente.

Um segundo estudo foi realizado para avaliar se a acetona, utilizada nos ensaios de
laboratério para veicular a utilizacdo de Triunvirato, seria capaz de danificar o vegetal, foram
estabelecidos os grupos: 0,018/acetona (1,8 pL de Triunvirato + 98,2 ulL de acetona),
0,048/acetona (4.8 mL de Triunvirato + 95,2 uL. de acetona) e Testigo/acetona (apenas acetona).
Apo6s 24 e 48 horas das aplicagBes, foram realizadas avaliagBes utilizando a escala de
fitotoxicidade indicada por Sarmento-Brum et al. (2014): 0% = auséncia de fitotoxicidade, 1 a
25% = clorose a inicio de necrose, 26 a 50% = necrose em algumas areas, 51 a 75% = acentuada
necrose em Vvarias zonas foliares e 76 a 100% = murcha total.

Ensaios de Semicampo. Em casas de vegetacdo, se aplicou sobre laranjeiras, variedade Navelina
com 16 meses e 60 cm de altura, os tratamentos: Triunvirato (DL 90 = 0,048uL), controle
negativo (agua + Tween 80 a 1,5 %) e como controle positivo, Karate Zeon + 1,5 CS® (Syngenta)
na dose registrada para o controle de C. capitata em cultivos de citricos (0,065-0, 13 %)
(Magrama). Depois de pulverizagdo manual até o ponto de gotejamento e t&o pronto estivessem
secas, cada laranjeira, considerado uma unidade experimental (n=4), foi introduzida em uma
gaiola (60 cm de altura x 25 de largura x 25 de comprimento) cuja duas bases sdo de madeira,
enquanto que trés faces séo de tela de voil, uma delas apresentava uma malha tecidual pela qual se

introduziram os insetos, a quarta face da gaiola era de metacrilato e apresentava a transparéncia
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necessaria para visualizar os insetos. Por fim, foram liberados 20 adultos de C. capitata com 24
horas de idade, 10 machos (0,00483 g) e 10 fémeas (0,00485 g), juntamente com 10 adultos de P.
concolor, 5 machos (0,0019 g) e 5 fémeas (0,0022 g), em cada gaiola, onde foram
disponibilizados bebedores e recipientes com alimento para Medfly (soja hidrolisada + agUcar) e
P.concolor (levedura seca de cerveja + aglcar moido). Foram avaliadas a sobrevivéncia desses
insetos durante 24, 48 e 72 horas apds exposicao as laranjeiras tratadas.

Andlises Estatisticas. Os dados obtidos nos diferentes bioensaios foram analisados
estatisticamente utilizando o aplicativo informético Statgraphics version Centuriun® (STSC,
1987) e SPSS Statistics® (IBM, 2013). Para comparar os efeitos de cada tratamento, se utilizou o
teste F de analise de variancia (ANOVA) (p < 0,05). Posteriormente se realizou o teste de
minimas diferencas significativas (LSD), o qual separa a média dos dados em grupos
homogéneos, facilitando a comparacao entre os tratamentos.

Segundo o pardmetro a avaliar se utilizou uma analise de variancia para comparar a média
entre os fatores. No caso do ensaio de semicampo se utilizou uma Anova de uma via para cada
espécie e sexo, em cada momento da avaliacdo de mortalidade (24 h, 48 h e 72 h), da mesma
maneira que uma Anova de trés vias, cujos fatores foram espécie, tratamento e sexo dos
individuos, também para o efeito de mortalidade segundo cada momento da avaliagdo. No caso do
ensaio da selecdo de Triunvirato foram avaliados os efeitos dos Oleos essenciais de forma
individual e com 3 misturas para a mortalidade. Em ambos os casos, se utilizaram Anova de trés
vias, cujos fatores foram tratamento, dose e sexo dos individuos.

Categorias OILB. Para classificar os produtos segundo as categorias de toxicidade da OILB, se
calculou o incremento da mortalidade acumulada as 72 h, com respeito ao grupo controle,

mediante a equacdo de Schneider-Orelli (Plintener, 1981):
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As categorias utilizadas foram as de condi¢Ges de semicampo, sendo: 1 = inocuo (<25 %),
2= ligeiramente toxico (25-50 %), 3= moderadamente toxico (51-75 %) e 4= toxico (> 75%)

(Hassan, 1994, Sterk et al. 1999).

Resultados e Discusséo

Toxicidade dos Oleos Essenciais sobre Ceratitis capitata e Sele¢do de Triunvirato. Os 6leos
essenciais avaliados, depois de 72 horas, apresentaram uma expressiva atividade inseticida sobre
adultos de C. capitata, com doses letais 50 % que variaram de 0,012 a 0,032 pL/inseto para
machos e 0,015 a 0,033 uL/inseto para fémeas (Tabela 1). O 6leo essencial de Cedro foi 0 mais
toxico tanto para os machos como para as fémeas, seguido por Capim limdo e Sandalo, enquanto
0 Oleo essencial de Eucalipto, o de menor toxicidade (Tabela 1). De acordo com as doses letais
encontradas, foram estabelecidas 3 misturas: | - SCLC, composta pelos 0leos essenciais que
apresentaram as maiores toxicidades: Sandalo, Capim limédo e Cedro; Il - GES, formada pelos
6leos que registraram as mais baixas toxicidades (Geranio, Eucalipto e Sandalo) e 11l - CECL,
composta pelos dois 6leos essenciais mais toxicos, Cedro e Capim liméo, juntamente com o 6leo
de menor toxicidade, Eucalipto.

O nome Triunvirato foi inspirado na comparacéo da alianga entre trés imperadores romanos
que buscaram combater o progresso da resisténcia de um potencial inimigo. Sua selecdo foi
baseada de acordo com a relagédo custo/eficiéncia das misturas avaliadas (preco para a producgéo
de 30 mL do produto/ DLso), assim que, a mistura CECy, (18€) foi determinada como o nosso
bioinseticida Triunvirato e utilizada nos ensaios posteriores ja que ela apresentou a mesma dose

letal 50 % para as fémeas de C. capitata que SCLC (26€) e foi mais eficiente que GES (33,25€)
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para este mesmo grupo de insetos, de modo que 0,018 uL de CECL seriam necessarios para matar
50 % de todos os adultos, independente do sexo, visto que as fémeas exibiram DLsg mais elevadas
que os machos (Tabela 2). Quando comparado seu rendimento com a mortalidade encontrada nas
avaliacbes com o0s O6leos isolados, também sobre as fémeas adultas de Medfly, Triunvirato
demonstrou DLso mais toxica que 4 dos 5 6leos essenciais avaliados (Tabela 1).

Silva et al. (2002) afirmam que, em geral, os produtos de origem botanica exibem um efeito
mais insetistatico que inseticida, ou seja, inibem o comportamento alimentar, a oviposi¢ao, ou 0
crescimento dos insetos ao inves de mata-lo diretamente por suas propriedades téxicas. No
entanto, a interacdo de C. capitata com 0s 5 6leos essenciais avaliados resultou consideravel taxas
de mortalidade. Através de aplicacdo tdpica foi possivel avaliar o efeito direto da toxicidade de
produtos de origem boténica sobre a praga, diferente dos ensaios de ingestdo, que apresentam
como sitio de acdo, primordialmente, o trato digestivo dos insetos e que sao largamente utilizados
em analises inseticidas com Oleos essenciais sobre Medfly (Moretti et al. 1998, Passino et al.
1999, Clemente et al. 2008, Papachristos et al. 2009, Miguel et al. 2010), a aplicacdo topica é
uma metodologia cujos dados resultantes da sua interacdo com esta praga sao escassos (Lépez et
al. 2011) e que pode representar uma nova estratégia para 0 manejo de baixo risco de C. capitata.

A toxicidade do bioinseticida indica que Triunvirato é uma alternativa ecoldgica promissora
ao controle de C. capitata, pois doses baixas do produto foram suficientes para causar elevada
mortalidade dos adultos da praga quando comparadas a outros inseticidas botanicos também
avaliados através de ensaios de aplicacao topica sobre Medfly, por exemplo, Benelli et al. (2012)
determinaram DLsp de 0,047, 0,066 e 0,024 pL/mosca para 0s 6leos essenciais de Rosmarinus
officinalis, Hyptis suaveolens e Thuja occidentalis (Triunvirato = 0,017 pL/macho e 0,018
pL/fémea); Lopez et al. (2011) informaram DLso de 18,32, 14,50 e 19,97 uL/g, respectivamente,

para os Oleos essenciais de Tagetes minuta, T. rupestres e T. terniflora sobre machos adultos,
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enquanto Triunvirato apenas 4,5 uL/g (quantidade inseticida em pL/peso do macho). Quando
comparado a outras espécies de dipteros, Triunvirato também se demonstrou eficiente e
promissor, por exemplo, Pavela (2008), utilizando a mesma metodologia sobre Musca domestica,
avaliou 35 Gleos essenciais, dos quais 34 apresentaram DLso maiores que Triunvirato.

A utilizacdo de uma mistura ao invés de um s6 6leo, de acordo com Isman (1997), interfere
no desenvolvimento da resisténcia pela praga, ja que é muito mais dificil para um inseto conseguir
destoxificar um complexo de substancias que apenas um ou poucos componentes, além disso,
uma mistura pode apresentar mais de um modo de atividade e multiplos sitios de acdo, atuando
sobre parametros fisiologicos e comportamentais. Possivelmente, Triunvirato foi capaz de causar
a morte de C. capitata por se impor sobre as barreiras estruturais e quimicas do tegumento, além
disso, € possivel especular também que o bioinseticida venceu defesas celulares e humorais, ja
que, segundo Marmaras et al. (1993), Medfly possui um mecanismo proteico de defesa em sua
cuticula capaz de reconhecer e eliminar corpos invasores, enquanto Silva (2002) afirma que nos
insetos, os hemacitos participam da eliminagdo de toxinas e, como testifica esta mesma autora, o
sistema imunoldgico dos insetos ndo é especifico e desenvolve uma mesma reacdo de defesa ao
reconhecer a presenca de uma substancia ou organismos invasores, assim que, presumivelmente, o
bioinseticida Triunvirato foi capaz de vencer estas duas linhas de defesa na praga.

Medfly ¢ uma praga agricola de importancia global que resulta, anualmente, duplos
prejuizos econdmicos tanto com a perda financeira investida em seu controle, como também
prejuizos resultantes da invalidacdo comercial dos frutos danificados por este inseto muito
polifago, ja registrado infestando mais de 350 hospedeiros (Nash & Chapman 2014). Assim,
qualquer alternativa que se apresente como promissora ao controle de C. capitata deveria ser
valorizada e avaliada para o manejo desta praga, pois, como afirmam Couso-Ferrer et al. (2011) e

Arouri et al. (2014) ja foram identificadas populacdes de Medfly resistentes a inseticidas, até o

36



momento, recomendados para seu controle, como Lambda-cyhalothrin, Fosmet, Methyl-
chlorpyrifos, Deltamethrin e Spinosad, o que limita ainda mais o nimero de inseticidas indicados
eficazmente para o controle desta praga. Logo, Triunvirato se apresenta como uma ferramenta
ecologica na atual “corrida armamentista” contra Medfly, devido a sua natureza distinta.
Caracterizacdo Quimica dos Produtos Botanicos e Avaliacdo da Fitotoxidade de
Triunvirato. As analises quimicas foram realizadas em triplicata e, ao final, 97 % de Triunvirato
foi identificado, dos quais B-himachalene foi o componente majoritario, com 18,32 %, seguido
por a-himachalene (14,21 %), a-citronellal (18,09 %) e E-citral (15,05%) (Tabela 3). O 6leo
essencial de C. citratus apresentou como componentes principais os terpenodides E-citral e Z-
citral, respectivamente 52,84 e 28,5%. Em contrapartida, C. atlantica foi caracterizado pela
presenca do sesquiterpeno B-himachalene (59,25%), enquanto o 6leo essencial de C. citriodora
apresentou 66,48% de Citronellal na sua composicao (Tabela 3).

Quanto as propriedades fitotoxicas, os resultados demonstraram que nas doses utilizadas,
0,018 e 0,048 uL, com ambos os métodos de dispersao (dgua e acetona), Triunvirato ndo mostrou
efeitos fitotoxicos, de maneira que nenhum dano foi verificado depois de 48 horas de avaliacdo
(Fig. 1), assim que, de acordo com a escala de fitotoxidade proposta por Sarmento-Brum et al.
(2014), o produto foi classificado como in6cuo quando avaliado sobre laranjeiras.

Alguns dos 0leos essenciais que constituem Triunvirato ja foram descritos, isoladamente,
apresentando atividade fitotoxica através de danos morfologicos e bioguimicos a outras espécies
vegetais, causando lhes: inibicdo da germinacdo, interferindo nas quantidades de clorofila e
carotenoides, desenvolvendo necrose e murcha (Singh et al. 2005, Batish et al. 2008,
Poonpaiboonpipat et al. 2013); No entanto, em nossos ensaios, mesmo utilizando uma mistura de
Oleos essenciais, 0 que poderia potencializar as propriedades tdxicas contra a planta, ndo foi

verificado nenhum efeito similar, presumivelmente porque foram utilizadas doses muito baixas do
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produto, o que constitui uma vantagem econdmica e também ecoldgica deste bioinseticida ja que,
com 0,048 L de Triunvirato obtivemos alta mortalidade da praga de ambos os sexos (DLgo) €
seletividade a planta hospedeira.

Segundo Koul et al. (2008), os compostos dos 6leos essenciais sdo, principalmente,
componentes lipofilicos que atuam como toxinas sobre parametros fisioldgicos, bioldgicos e
comportamentais dos insetos. Muitos destes constituintes identificados no Triunvirato ja sdo
conhecidos por suas propriedades inseticidas ou insetistaticas sobre espécies pragas, por exemplo:
Citronellal e Geraniol sdo monoterpenos conhecidos por suas propriedades repelentes (Kim et al.
2005, Muller et al. 2009, Kwon et al. 2010, Maia & Moore 2011, Dimetry 2014), enquanto 1,8-
cineole (também conhecido por Eucalyptol) foi descrito por Sukontason et al. (2004) causando
mortalidade em dipteros através de aplicacdes tdpicas; Citronellol, por sua vez, foi capaz de
causar dissuacdo da oviposicdo e alimentar em Callosobruchus analis F. e Sitophilus oryzae L,
respectivamente (Brari & Thakur 2016) e Linalool, interferiu no indice de crescimento de Chilo
partellus (Lepidoptera: Pyralidae) (Singh et al. 2009).

Entre as vantagens de uma mistura, quando comparada com a composi¢do quimica dos
6leos essenciais isolados, é que com a adicdo de Gleos existe a possibilidade de favorecer o
sinergismo entre moléculas, potencializando a toxicidade contra a praga (Singh et al. 2009), ou
seja, a mistura, muito possivelmente, aumentara a quantidade de constituintes com diferentes
estruturas e distintos grupos quimicos em uma Unica aplicacdo do produto, de modo que este
enriquecimento quimico pode representar maior toxicidade (Gallardo et al. 2012, Koul et al.
2013) e contribuir para evitar ou retardar o desenvolvimento da resisténcia pela praga (Feng &
Isman 1995). Em Triunvirato, por exemplo, alguns dos componentes, com atividade inseticida ja
registradas, como Borneol, E-citral e Himachalol, foram doados exclusivamente por apenas um

dos 6leos essenciais utilizados para compor a mistura, de modo que podemos opinar que com a
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incorporacdo deste 6leo houve um favorecimento quimico, tornando o produto mais agressivo
contra o inseto.

Avaliacdes de Semicampo e Toxicidade de Triunvirato sobre Psyttalia concolor. Os resultados
encontrados em condigdes de semicampo (Tabela 4), apontaram maior toxicidade de Triunvirato
sobre Medfly nas primeiras 24 horas da exposicdo da praga as plantas tratadas com o
bioinseticida. Houve diferenca da mortalidade de acordo com o sexo (35 % para machos e 22,5 %
para as fémeas) e, consequentemente, por se tratar de um produto boténico volétil, as taxas de
mortalidade diminuiram conforme o tempo de avaliacdo. Ao final das 72 horas, Triunvirato
expressou uma mortalidade acumulada de 46,2 % sobre o total de adultos de C. capitata.

Quanto a sua interacdo com o parasitoide P. concolor, Triunvirato foi classificado como
indcuo, categoria 1 - IOBC (Hassan 1994; Sterk et al. 1999); enquanto o inseticida sintético
Karate Zeon + 1,5 CS®, utilizado como controle positivo, foi classificado como toxico (categoria
4) tanto para a praga quanto para o inimigo natural, registrando maior toxicidade para P. concolor
que para a praga (Fig. 2B), 97,7 e 87,5 % respectivamente. Logo, com 0s ensaios de semicampo
trés importantes dados foram obtidos: I-Triunvirato expressou toxicidade além de condi¢des de
laboratério, 11- € compativel com o controle bioldgico realizado pelo parasitoide P. concolor e 1l1-
é um produto volatil e sustentavel.

A diferenca entre as taxas de mortalidade encontradas sobre Medfly em condi¢bes de
semicampo e em laboratério, ja era um resultado esperado, pois como afirma Cloyd & Chiasson
(2007), 6leos essenciais tendem a ser volateis e estdo sujeitados a fotodegradacédo, o que interfere
na sua bioatividade. Assim, a reducdo da toxicidade do bioinseticida Triunvirato em condic¢des
ndo controladas, ndo constituiu um problema. No entanto, o problema é a maneira como 0s 6leos
essenciais e seus produtos derivados sdo avaliados, ja que em geral, sdo rebaixados por nao

desenvolverem a mesma persisténcia apresentada pelos inseticidas sintéticos e, visto que estes sao
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pensados e produzidos sobretudo para proporcionar um efeito prolongado (Costa et al. 2004,
Finkler 2012), os bioinseticidas de origem botanica sdo assim negativamente rotulados. Ou seja,
porque ndo avaliam outros parametros que sejam justos com os bioinseticidas? Por exemplo, o
fato de um produto natural, com apenas uma aplicacdo, ser suficiente para matar 46,2 % de
moscas adultas de uma maneira limpa e ecoldgica? Ou mesmo, que quase 50 % de uma populacdo
de praga resistente foi morta por um bioinseticida e sem matar nenhum parasitoide?

Benelli et al. (2013) também encontraram resultados onde um inseticida natural, 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia, apresentou maior toxicidade para adultos de C. capitata
(0,117 pL/cm?) que para P. concolor (0,147 pL/cm?), exemplificando assim a seletividade
fisioldgica dos inseticidas botanicos; bem como Zapata et al. (2004), que ao avaliar a toxicidade
de substancias isoladas a partir de sementes de Trichilia havanensis Jacq., encontraram uma baixa
mortalidade do inimigo natural, ndo superando 10 %, além de verificar a inocuidade do
biopesticida sobre as taxas de hospedeiros atacados e sobre a descendéncia de P. concolor cujas
fémeas adultas foram submetidas a aplicacdo tépica. Vifiuela et al. (2001) demonstraram que
inseticidas atualmente registrados para o controle de Ceratitis, s&o muito prejudiciais para P.
concolor, sendo capazes de interferir negativamente na sobrevivéncia e capacidade benéfica deste
parasitoide. Em nossos ensaios, Karate Zeon + 1,5 CS®, se apresentou mais toxico para o inimigo
natural que para a praga confirmando que a propriedade “toxicidade ndo seletiva” é uma constante
para os inseticidas sintéticos (Kakakhel et al. 1998, Desneux et al. 2007, Medina et al. 2008, Hall
& Nguyen, 2010).

Uma das caracteristicas apontadas contra a utilizacdo dos 6leos essenciais, para o controle
de pragas, é sua répida biodegradagdo quando comparada a durabilidade das moléculas sintéticas
(Regnault-Roger et al. 2012). No entanto, Tripathi et al. (2009) relataram que a volatilidade dos

oOleos essenciais é uma caracteristica que confere a vantagem de torna-los compativel com outros
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métodos de controles ecologicamente favoraveis, tais como integracdo com entomopatogenos,
predadores e parasitoides. Triunvirato apresentou uma relacdo atrativa entre seletividade
fisiologica, compatibilidade e volatilidade, ja que este produto natural formado por compostos
volateis registrou seletividade ao inimigo natural, sendo assim compativel com o controle
bioldgico exercido pelo parasitoide P. concolor.

Segundo Isman (2008) as melhores oportunidades de mercado para os bioinseticidas de
origem boténica, como Triunvirato, sdo as producdes de cultivos organicos, onde existem menos
produtos competidores e estes produtos bioldgicos sdo utilizados em condi¢cBes ambientais
controladas, todavia, isto requer um custo superior na producdo quando comparado aos cultivos
tradicionais. No entanto, sobretudo, que se deve avaliar a relagdo existente entre o custo para se
obter produtos vegetais mais saudaveis e 0s extensos problemas de saude publica resultantes do
uso continuo dos inseticidas sintéticos, tais quais: alteracdes enddcrinas, anomalias congénitas,
perda auditiva, distdrbios neuropsiquicos, disfuncdo na reproducdo, acdo imunossupressora e
cancerigena (Moreira et al. 2002, Siqueira & Kruse 2008, Santos et al. 2015).

De acordo com 0s nossos resultados, Triunvirato € uma proposta ecoldgica e promissora ao
manejo de baixo risco de Medfly, cuja relacdo aplicabilidade/beneficios pode ser duplamente
favoravel, seja como uma alternativa de combate a C. capitata nos cultivos organicos, seja
fornecendo informacg6es para o desenvolvimento de novas moléculas inseticidas obtidas a partir
de compostos naturais; além disso, conforme o que propdem Silva et al. (2002), Triunvirato
cumpre com 0s requisitos principais para ser avaliada e estudada sua utilizagdo como um
bioinseticida, ja que: | — é composto por uma mistura de ingredientes ativos naturais o que
dificulta o desenvolvimento de resisténcia pela praga, Il — a matéria prima para sua producédo é
facil de se obter, 111 — apresentou mortalidade em condicdes de laboratorio além de semicampo e

IV — demonstrou seletividade para o inimigo natural.
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Tabela 1. Doses letais 50 % (DLso) resultantes da interacdo dos Oleos essenciais Amyris
balsamifera, Cedrus atlantica, Corymbia citriodora, Cymbopogon citratus e Pelargonium graveolens

com adultos recém emergidos de C. capitata (N = 40, por sexo) avaliados 72 horas ap6s aplicacdo topica

na regido protoraxica.

Toxicidade sobre Ceratitis capitata adultas

Oleo essencial puL/mosca (95 % LC)  Inclinacdo + SE %2 GL
Amyris balsamifera g 0,014 (0,005 - 0,023) 1,819 £ 0,443 0,537 4
(Sandalo) O 0,026(0,018-0,034) 2,840+0550 0,943 4
Cedrus atlantica ) 0,012 (0,008 - 0,014) 3,769 £ 0,975 0,640 5
(Cedro) O 0015(0,011-0,019) 3,070+0,635 1878 5
Corymbia citriodora & 0,032 (0,025 - 0,039) 4,027 £ 0,750 2,039 4
(Eucalipto) O 0,033(0,027-0,040) 4,878+0923 2,998 4
Cymbopogon ) 0,014 (0,013 - 0,017) 6,421+ 1,334 1,447
citratus

(Capim lim3o) Q 0,022 (0,017 - 0,028) 3,938 £ 0,856 0,046 4
Pelargonium &) 0,029 (0,014 - 0,045) 2,496 £ 0,468 4,734 4
graveolens

(Geranio) Q 0,029 (0,021 - 0,039) 2,617 £0.490 3.222 4

LC: Limites de confianca.
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Tabela 2. Toxicidade de misturas de dleos essenciais sobre adultos de Ceratitis capitata (N=40) apos 72

horas da aplicacdo topica na regido protoraxica e suas medidas de interacéo.

DLso de Ceratitis capitata adultos

Mistura pL/Ceratitis (95% LC) Inclinacdo + SE 2 GL E Efeito
CEL Z 0018 (0012-0,029) 2914+0537 4459 4 00157 Aditivo
Cedro + Eucalipto + Capim lim3 )
SOro T Eucatipto + Lapim Himao O 0018(0,012-0,029) 3040+0540 5983 4 00233  Aditivo
SLC 4 0016 (0,013-0,019) 4176+0,690 3000 3 00133 Aditivo
Sandalo + Capim liméao + Cedro .
pim i O 0018 (0,013-0,029) 3340+0556 6,678 4 00209  Aditivo
GES 4 0015(0,011-0,019) 2544+0359 6,235 8 00249 Aditivo
Geranio + Eucalipto + Sandalo O 0,029(0,025-0,033) 3,152+0358 7,984 8 00286 Aditivo

LC: Limites de confianca. E: Mortalidade esperada.
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica da mistura CEL e dos 6leos essenciais de Cedro (Cedrus

atlantica), Eucalipto (Corymbia citriodora) e Capim liméo (Cymbopogon citratus).

RI Componente Cedro Eucalipto Capimlimdo  Mistura CEL  Identificacdo?
(%) (%) (%) (%)
937 a-pinene 0,36 0,66 0,07 0,34 1,2,3
953 Camphene - 0,08 1,33 0,31 1,2,3
975 B-pinene 0,07 0,12 0,02 0,06 1,2,3
1017 1,8-cineole 0,12 8,27 0,80 3,64 1,2,3
1034 1,4-cineole tr 0,03 1,29 0,71 1,2,3
1043 (E)-p-ocimene 0,03 0.19 tr 0,05 1,2,3
1087 Terpinolene - 0,22 tr 0,07 1,2,3
1100 B-linalool - 0,24 1,16 0,38 1,2,3
1117 Fenchol 0,05 - 0,28 0,29 1,2,3
1131 Limonene oxide - 0,03 0,60 0,35 1,2,3
1140 Isopulegol - 0,57 0,04 0,19 1,2
1157 o-citronellal 0,05 66,48 0,57 18,09 1,2,3
1167 Borneol - - tr 0,32 1,2,3
1181 p-Cymen-8-ol - 0,84 0,09 0,21 1,2,3
1230 B-citronellol 0,25 4,83 0,04 2,27 1,2,3
1251 Z-citral - 0,21 28,5 8,16 1,2,3
1260 Geraniol 0,25 0,02 1,27 0,77 1,2,3
1262 E-citral - - 52,84 15,05 1,2,3
1351 a-cubebene 0,14 1,38 0,29 0,13 1,2
1353 Citronellyl 0,35 0,03 0,12 0,74 1,2,3
acetate
1375 o-copaene - 0,16 2,14 0,68 1,2,3
1382 Geranyl acetate 0,03 0,22 0,59 0,34 1,2,3
1407 Longifolene 0,22 - 1,01 1,06 1,2
1408 a-longipinene 1,61 0,04 0,07 0,88 1,2
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Tabela 3. Continuag&o.

1420 (E)- 0,16 0,5 0,29 0,70 1,2,3
caryophyllene
1442 a-himachalene 16,48 - 0,14 18,21 1,2
1475 y-himachalene 0,78 0,09 0,16 0,33 1,2
1477 y- muurolene 0,22 Tr - 0,04 1,2
1481 Germacrene D - 0,29 0,17 0,12 1,2
1500 a-muurolene 6,39 - Tr 1,46 1,2
1501 B-himachalene 59,25 - 0,95 18,32 1,2
1513 y-cadinene 1,14 0,08 - 0,39 1,2
1514 [B-bisabolene 0,88 0,04 0,10 0,31 1,2
1515 Cubebol 0,91 - - 0,29 1,2
1531 a-cadinene 0,90 0,06 0,15 0,42 1,2
1536 v-bisabolene 1,08 - - 0,35 1,2
1549 B-elemol tr - 0,18 0,05 1,2
1582 Caryophyllene - 0,39 0,02 0,17 1,2,3
oxide
1592 Longiborneol 0,7 0,06 - 0,25 1,2
1608 Longipinene 0,59 0,06 0,17 0,18 1,2
1648 Himachalol 0,93 - - 0,31 1,2
1702 1-Tetradecanol tr 1,16 - 0,33 1,2,3

Componentes listados em ordem crescente de Indice de Retencdo (RI). O RI programado por
temperatura refere-se a n-alcanos (C8-C24), determinados em uma coluna capilar HP-5 MS. Os
valores percentuais inferiores a 0,1% s3o indicados como tr (tracos). “1: indice de retenc&o linear,
2: Espectro de massa (bibliotecas Wiley 275L e NIST), 3: Coinje¢do com padrdo auténtico.
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Tabela 4. Mortalidade de Ceratitis capitata e Psyttalia concolor apds exposicdo a laranjeiras tratadas como a mistura de oOleos

essenciais CEL (4.8%) e o inseticida sintético Karate Zeon + 1.5 CS® (0,13%) em condi¢des de semicampo.

Mortalidade (%) em diferentes intervalos de exposicdo® Mortalidade .
Espécie Tratamento Sexo acumulada Categoria
24 h 48 h 72 h %) IOBC
i 75+4.8
o Miswra 350250 a0, 55y 125225 445, 64y, 75+25a 462+7,0b i
Ceratitis ~ (CEL) Q 225+25 75+25 75+25
capitata | ambda- & 65,0 + 2,9 20,0 +4.1 10,0 +4,1
cialotrina 0 52,5+ 25 58,7+29a 225425 21,2+23a 50429 75+£25a 875+49a -
F221 139,39 38,45 2,50 77,80
P <0,0001 <0,0001 0,0236 0,0236
Mistura 3 0,0+0,0 0.0+£0.0 0,0+£0,0
Psyttalia  (CEL) 0 00+00  20*00b 545400 00%00b  4hip 00%00a 00+00b !
concolor  Lambda- 3 90,0+5,8 10,0+5,8 0,0+£0,0
cialotrina 0 55.0 + 5.0 725+75a 25,5450 175+45a 15.0 4 5.0 75+37b 97,7+25a 4
F221 93,44 14,91 4,20 1521,00
P <0,0001 <0,0001 0,0292 <0,0001

!Dentro da mesma coluna, os dados (média + erro padrio) seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes (P>0,05).
Categorias IOBC para experimentos de semicampo: 1 = indcuo (< 25%), 2 = ligeiramente toxico (25-50%), 3 = moderadamente toxico
(51-75%) e 4=toxico (> 75%) (Sterk et al. 1999, Hassan 1994). A mortalidade nos controles foi 0 e nenhum valor foi incluido na tabela.
No entanto, eles foram incluidos nas analises estatisticas.
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Figura 1. Avaliacdo da fitotoxicidade da mistura de dleos essenciais (CEL) em folhas de
laranjeiras. A — Vista frontal e B — vista dorsal. | - Controle, 11- 0,018uL + Tween™ 80, 111 - 0,018

uL acetona, IV- 0,048 pL + Tween™ 80 e V - 0,048 pL acetona.
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RESUMO - Os programas de Manejo Integrado de Pragas nem sempre priorizam 0S inimigos
naturais na tomada de decisdo quanto ao método de controle utilizado, afetando, muitas vezes, a
acao desses importantes agentes redutores de populacdes de pragas nos agroecossistemas. A
proposta desta pesquisa foi avaliar a interacdo de Triunvirato, um bioinseticida formulado a partir
da mistura dos 6leos esséncias de Cymbopogon citratus, Cedrus atlantica e Corymbia citriodora,
sobre Psyttalia concolor, um parasitoide de Tefritideos. Os resultados demonstraram que
Triunvirato apresentou seletividade fisiologica em favor do inimigo natural. O tratamento
0,018uL/inseto (DLso para Ceratitis capitata), ndo acarretou danos sobre a capacidade benéfica
deste parasitoide, enquanto que a dosagem de 0,048uL/inseto (DLgo Ceratitis capitata) foi capaz
de afetar negativamente o nimero de hospedeiros atacados e a progénie, no entanto, essa
interferéncia foi extinta a partir do terceiro e quarto dia de avaliacdo, respectivamente. Por fim, a

partir dos testes de persisténcia, o produto foi classificado com inécuo a P. concolor.

PALAVRAS-CHAVE: Interacdo parasitoide-bioinseticida, seletividade fisioldgica, Ceratitis

capitata, mistura de 6leos essenciais, capacidade benéfica
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ECOTOXICITY OF A BOTANICAL BIOINSETICIDE ON THE ENDOPARASITOID Psyttalia

concolor (HYMENOPTERA: BRACONIDAE)

ABSTRACT - Integrated Pest Management programs do not always prioritize natural enemies in
decision making regarding the control method used, often affecting the action of these important
pest population reducing agents in agroecosystems. The purpose of this research was to evaluate
the interaction of Triunvirato, a bioinseticide developed from the mixture of the essential oils of
Cymbopogon citratus, Cedrus atlantica and Corymbia citriodora bioinseticide, developed from
the mixture of essential oils, with Psyttalia concolor, a parasitoid of Tephritidea. The results
showed that the product presented physiological selectivity in favor of the natural enemy. The
treatment 0,018uL / insect (LDso to Ceratitis capitata) did not cause damages on the beneficial
capacity of this parasitoid, whereas the 0,048uL / insect (DLgo Medfly) dosage was able to
temporarily affect the number of hosts attacked and progeny, however, this interference was
extinguished after the third day of evaluation. Finally, from the persistence tests, the product was

classified as innocuous for P. concolor.

KEY WORDS: Interaction parasitoid-bioinsecticide, physiological selectivity, Ceratitis capitata,

mixture of essential oils, beneficial capacity
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Introducgéo

Os himenopteros parasitoides constituem um grande e benéfico grupo de insetos com alta
relevancia no controle bioldgico de pragas, com aproximadamente 66.000 espécies ja descritas; a
biologia desses insetos é bastante diversa, visto que agrupa parasitoides primarios e secundarios,
espécies solitarias e gregarias, tanto ecto quanto endoparasitoides (Berta & Colomo 2000,
Toscano & Carvalho 2000a, Cirelli & Penteado-Dias 2003, Dey & Akhtar 2007, Triplehorn &
Jonhson 2011). Diversas ordens de insetos pragas, dentre elas Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e
Hemiptera, sdo descritas sendo parasitadas por uma ou mais espécies de himenodpteros (Matthews
1974, Huber 2009, Marinho et al. 2009, Zikic et al. 2011). No entanto, embora apresentem
tamanha importancia na reducgé@o natural das populagdes de insetos pragas, em muitos programas
de manejo, esses parasitoides ndo sdo priorizados no momento da tomada de decisdo quanto ao
método de controle a ser utilizado.

Assim, as medidas de controle até entdo pensadas para favorecer a mortalidade da praga,
podem resultar em efeitos deletérios sobre esses importantes inimigos naturais, visto que a
interacdo dos parasitoides com os inseticidas pode afetar desde seus parametros biol6gicos a
comportamentais (Morales et al. 2004; Charleston et al. 2005; Matos et al. 2006; Desneux et al.
2007; Alyokhin et al. 2010). Inseticidas podem reduzir o desempenho do inimigo natural
inviabilizando seu correto funcionamento, e consequentemente, diminuir sua capacidade benéfica
(Desneux et al. 2007, Medina et al. 2008, Medina et al. 2012); além disso, a interacdo com
moléculas tdxicas pode suprimir a capacidade do parasitoide de driblar as defesas imunologica do
hospedeiro, através da reducdo da mobilidade hemocitaria acarretando danos ao processo de
detoxificacdo (Delpuech & Tekinel-Ozalp 1991). Inseticidas podem também acarretar danos aos

parasitoides interferindo no desenvolvimento das estruturas locomotoras e sensoriais (Moreno et
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al. 1993, Charleston et al. 2005), intervir na reproducdo (Penagos et al. 2005), alterar a
composicdo bioguimica desses insetos (Schneider et al. 2004), modificar o comportamento de
selecdo do hospedeiro e oviposicao (Desneux et al. 2004, Alyokhin et al. 2010), além de reduzir a
longevidade dos adultos (Volpe et al. 2011).

A proposta do Manejo Integrado de Pragas (MIP) visa a utilizacdo associativa de
metodologias que evitem e ou minimizem o desenvolvimento de efeitos secundarios, tais como
resisténcia de pragas, morte de insetos benéficos, contaminagdo ambiental e alimentar. Logo, as
alternativas de controle, sobretudo os bioinseticidas, ganharam visibilidade nos programas de
controle de pragas. Esses produtos de origem natural sdo pensados, sobretudo, para evitar danos a
biota benéfica (Biondi et al. 2013), sendo, em geral, dotados de seletividade fisiologica em favor
do organismo ndo alvo, expressando assim maior toxicidade sobre a praga-alvo que ao inimigo
natural.

Contudo, os bioinseticidas sdo erroneamente associados como in6cuos aos parasitoides por
serem produtos de origem natural, no entanto, pesquisas focadas em avaliar a interacdo
parasitoide-bioinseticida tem demostrado que esses bioprodutos, de diferentes naturezas, séo,
muitas vezes, incompativeis com a ac¢do do inimigo natural. Suthisut et al. (2011) demostraram
que o 6leo essencial de Alpinia pequena (Alpinia conchigera Griff., Zingiberaceae) € nocivo a
acao de parasitismo exercido por Trichogramma deion Pinto & Oatmam (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Baur & Boethel (2003), por sua vez, demonstraram que a &-endotoxina
expressada pelo Bacillus thuringiensis Berliner CrylA, utilizada para o controle de pragas da soja,
foi capaz de interferir na sobrevivéncia e fecundidade de duas espécies de himendpteros
endoparasitoides associadas a esta cultura; ja Hamm et al. (1985) constataram que um virus

entomopatogénico de ocorréncia natural sobre populagdes de Spodoptera frugiperda J.E. Smith
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(Lepidoptera: Noctuidae), era capaz de afetar negativamente diversos parametros de Cotesia
marginiventris (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae), parasitoide de populacées de S. frugiperda.

Psyttalia concolor (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae) € um parasitoide cenobionte
responsavel pela reducdo natural de populacbes de muitas espécies de Tefritideos (Diptera:
Tephritidae), dentre elas a mosca da fruta do mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedemann)
(Diptera: Tephritidae) (Adan et al. 2007, Benelli et al. 2012, Bengochea et al. 2014). As fémeas
do parasitoide realizam a deposicdo dos ovos no interior do hospedeiro, onde se desenvolve todo
o ciclo bioldgico, posteriormente, a emergéncia da vespa adulta, resulta na morte da espécie
praga. Vifiuela et al. (2001) e Zapata et al. (2004) afirmam que algumas moléculas, de origem
natural, foram capazes de interferir negativamente no desempenho deste parasitoide, de modo
que, classificaram P. concolor como um excelente bioindicador, devido a alta sensibilidade
apresentada pela espécie quanto as toxinas testadas.

Logo, utilizando, como modelo experimental, o parasitoide P.concolor e um bioinseticida
desenvolvido por nossa equipe através da mistura dos 6leos essenciais de cedro (Cedrus atlantica
(Endl.) Manetti ex Carriére, Pinaceae), Eucalipto (Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill &
L.A.S. Johnson, Myrtaceae) e capim limdo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Poaceae)
denominado Triunvirato, esta pesquisa objetivou avaliar a interferéncia deste bioinseticida sobre a
sobrevivéncia e a capacidade benéfica desse inimigo natural, de modo a I- avaliar a toxicidade do
bioinseticida sobre P. concolor, I1- verificar a interferéncia do bioinseticida sobre a capacidade
benéfica do parasitoide, assim como Ill- analisar a persisténcia desse produto em condi¢fes de

semicampo e sua interagdo com P. concolor.
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Material e Métodos

Insetos. Os insetos foram obtidos da criacdo existente na Unidad de Proteccion de Cultivos, da
Universidad Politécnica de Madrid, Espanha, onde os adultos de C. capitata eram mantidos em
gaiolas retangulares de metacrilato (50 x 40 x 40 cm) com bebedouro (250 mL) e alimentadas
com uma dieta de soja hidrolisada e agucar na propor¢do 1:4 (v:v), respectivamente. As gaiolas,
por sua vez, estavam acondicionadas em camara climatizadas a temperatura de 25 + 2 °C, 74 £ 5
% de umidade relativa e fotoperiodo de 16 horas de luz. O parasitoide P. concolor foi criado de
acordo com a metodologia desenvolvida por Jacas & Vifiuela (1994) sendo mantidos sobre larvas
de ultimo instar de C. capitata e alimentados com uma mistura de levedura seca de cerveja e
acucar moido, na propor¢do de 4:1 v:v, sendo também acondicionados em camara climatizada
sobre as mesmas condic¢des de temperatura, umidade relativa e fotoperiodo.

Bioensaios da Toxicidade de Triunvirato sobre Psyttalia concolor. O bioinseticida botanico foi
desenvolvido através da mistura, na propor¢cdo de 1:1:1, dos Oleos essenciais de Capim liméo
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Poaceae), Cedro (Cedrus atlantica (Endl.) Manetti ex
Carriére, Pinaceae) e Eucalipto (Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson,
Myrtaceae). Os Gleos essenciais foram produzidos e distribuidos por Arte dos aromas I.C. LDTA,
sendo estes obtidos em lojas de especiarias na regido metropolitana do Recife-PE, Brasil. Para
determinacéo da dose letal 50 % de Triunvirato sobre P. concolor, 20 insetos adultos, 10 machos
(peso médio: 0,00466 g ) e 10 fémeas (peso médio: 0,00498 g ) com idade de 24 horas apés
emergidos, foram utilizados em cada uma das doses avaliadas do bioinseticida, sendo estas: 0,5,
0,25, 0,1, 0,07, 0,06, 0,05, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01, 0,005 e 0,0025 uL de 6leo essencial/parasitoide,
diluidas em acetona (99,9% richness; Panreac®, Barcelona, Espanha); assim cada inseto recebeu,
através de aplicagbes topicas com micropipetas eletrénicas de alto rendimento (Pipet4®u

Revolution, AHN Biotechnologie GmbH, Nordhausen, Germany), 0,5 pL de solucdo em sua
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regido protoraxica. O grupo controle recebeu apenas acetona (0,5 pL). O experimento foi
realizado em quadruplicata.

Posteriormente, os insetos foram acondicionados em recipientes plasticos de 12 cm x 5 cm
(didmetro x altura) com tampa ventilada, onde recebiam &gua e alimento diariamente, sendo
mantidos em camara climatizada (25 °C = 2 °C, UR: 74 £ 5 % e fotoperiodo 16 h Luz: 8 h
Escuro). A mortalidade foi avaliada com 24, 48 e 72 horas depois da aplicagdo topica e o critério
de mortalidade, foi baseado na auséncia de mobilidade dos insetos apds serem tocados com um
pincel de cerdas suaves. Os dados da mortalidade foram submetidos ao programa POLO-Plus para
obtencg&o das doses letais.

Avaliacdo da Interferéncia de Triunvirato sobre a Capacidade Benéfica de Psyttalia
concolor. Para determinacéo da influéncia de Triunvirato sobre o nimero de hospedeiros atacados
e da progénie resultante, adaptamos e utilizamos a metodologia desenvolvida por Jacas & Vifiuela
(1994), assim, fémeas com cinco dias de idade, acasaladas, alimentadas e sem experiéncia de
parasitismo, foram acondicionadas em arenas experimentais compostas por recipientes de vidro
de 3 cm de didmetro e 3,5 cm de altura, coberto por uma tela voil (7 cm?) para promover
ventilacdo. No interior de cada arena experimental foi depositada uma fémea de P. concolor além
de uma pequena porcéo de dieta (levedura de cerveja + aglcar moido na proporcao de 1: 4) e
agua. Cada recipiente recebeu 5 larvas de altimo instar (L4) de C. capitata, sendo estas mantidas
sobre o voil e levemente pressionadas com o auxilio de um peso auxiliar para evitar fuga das
larvas hospedeiras. Os tratamentos foram aplicados no voil atraves da imersdo deste no tratamento
a ser avaliado e posteriormente postos para secar a temperatura ambiente durante 15 a 20 minutos.
Ao todo, cada grupo avaliado: tratamento 0,018 uL, tratamento 0,048 L e controle; foi composto
por 25 repeticdes, com tempo de parasitismo de 1 hora, avaliadas sempre as 12:00 h durante 10

dias consecutivos. As arenas eram mantidas em camara climatizada com fotoperiodo, temperatura
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e umidade monitorados (Temperatura: 20 + 2 °C, umidade relativa: 65 = 5 % e fotoperiodo: 16 h.
luz/8 h escuro). Apds o intervalo de 1 hora, tempo total de parasitismo, as larvas de C. capitata
foram acondicionadas em recipientes plasticos de 12 cm x 8cm com 30 pocos individuais e
monitorados por 31 dias, periodo de tempo suficiente para verificar eclosdo dos adultos do
parasitoide ou de C. capitata.

Assim, de acordo com Gonzalez et al. (2001), a capacidade benéfica foi medida de acordo
com dois parametros:

O numero de hospedeiros atacados (HA), que se calculou como a porcentagem de pupas dos
quais emergiram moscas, Vvisto que a emergéncia de hospedeiros ndo parasitados é praticamente
100%;

A porcentagem de descendentes produzidos (D), que se calculou como a porcentagem de
adultos emergidos de P. concolor.

Bioensaios da Persisténcia do Triunvirato em Casa de Vegetacdo. Para estudar a persisténcia
do Triunvirato em comparacdo com dois produtos comerciais, um deles utilizado na agricultura
organica (caulim) e o outro na agricultura convencional (lambda-cialotrina), foram utilizados os
seguintes tratamentos: Triunvirato (9,6 mL Triunvirato + 3 mL Tween™ 80 + 187,4 mL &gua
destilada), caulim (Surround WP®, 95 WP, Basf Espafiola S.L, Barcelona, Espanha), e lambda-
cialotrina (Karate Zeon + 1,5 CS®, 1,5 % CS , Syngenta Agro S.A., Madri, Espanha); além das
combinacgdes binarias: Triunvirato + lambda-cialotrina, Triunvirato + caulim e lambda-cialotrina
+ caulim. O grupo controle foi composto por agua + Tween™ 80, 1,5 %. Os produtos foram
aplicados sobre as laranjeiras, no exterior da casa de vegetacdo, até o ponto de gotejamento
através de aplicadores manuais de 200 mL, posteriormente foram postos para secar a temperatura

ambiente. Triunvirato foi aplicado na DLgo=0,048 ulL/inseto (4,8 %), e caulim e lambda-
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cialotrina, em suas concentracdes maximas registradas para o controle de C. capitata em culturas
de citros na Espanha, 0,13% e 50 kg/ha, respectivamente (Magrama 2017).

Os tratamentos foram aplicados em Laranjeiras var. Navelina com 16 meses de idade
obtidas de Viveros Sevilla S.A. (Espanha), estas foram mantidas em vasos de 17 L com substrato
de turfa e sem fertilizante, sendo irrigadas por gotejamento do inicio até o final dos bioensaios a
cada dois dias. As laranjeiras foram tratadas, fora da casa de vegetacdo, com aplicadores manuais
de 200 mL, até o ponto de gotejamento. Uma vez secas, as laranjeiras tratadas foram introduzidas
em gaiolas (60 cm x 25 largura x 25 de comprimento) com um design ligeiramente modificado de
Gonzélez-Nufiez et al. (1998) e mantidas em casa de vegetacdo. Cada planta foi considerada uma
repeticdo, sendo realizadas quatro repeticdes por tratamento. Dois frascos pequenos de vidro
forneciam &gua e dois pequenos potes plasticos continham a dieta alimentar, estando o0s
recipientes amarrados nos ramos. A sobrevivéncia dos insetos foi avaliada as 24, 48 e 72 horas
apos a exposicao as laranjas tratadas.

As plantas foram mantidas, para avaliar a degradacdo dos residuos, de 20 de junho a 29 de
julho de 2016, em uma estufa em Madri (Espanha) equipada com sistemas de refrigeracéo e
aquecimento. A temperatura e a umidade foram monitoradas usando um coletor de dados
(Tinytag® Ultra-Gemini Data Logger GLM) e, da mesma forma, as radiagdes UV e PAR foram
gravadas através de radidmetros (Ultra-Violet Meter® MU-200 e Quantum-Meter® BQM,
Apogee Instruments). As medidas de radiacdo foram realizadas sempre ao meio-dia durante todo
0 periodo do experimento, tanto em areas dentro da estufa quanto fora. As condigdes ambientais
médias durante o envelhecimento dos residuos foram: 20,4 + 11 °C, 53,6 + 25 % e fotoperiodo de
15 h de luz natural; Radiagdo UV= 23,66 Wm-2 (dentro) e 52,23 Wm-2 (fora), Radiacdo PAR=

295,28 Wm-2 (dentro) e 423,94 Wm-2 (fora).
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Grupos de adultos de C. capitata com menos de 24 horas de idade (10 machos e 10 fémeas),
juntamente com adultos de P. concolor (5 machos e 5 fémeas) foram liberados em cada gaiola as
4 h, 4d, 8d, 15d, 21d e 30 d apos o tratamento. A mortalidade foi verificada até trés dias apds cada
introducdo dos insetos. Os insetos foram considerados mortos quando permaneciam no fundo da
gaiola ou nas folhas, sem reagir depois de serem tocadas com uma escova de cerdas macias.
Andlise Estatistica. No experimento para testar a toxicidade de Triunvirato em adultos de P.
concolor, as doses letais e os limites fiduciais a 95 % foram calculados por analise Probit
utilizando o programa POLO-Plus® (Roberston et al. 2002).

No experimento para testar os efeitos subtletais de Triunvirato em P. concolor, as taxas de
hospedeiros atacados e tamanho da progénie foram submetidos a analise de variancia
unidirecional (ANOVA) e ao teste de Fisher (LSD) para cada dia de parasitismo e para todos 0s
dados estabelecidos. Quando necessério, os dados foram transformados em arco seno V(x/100)
quando expressos como uma porcentagem ou transformados em log (x + 1) quando ndo expressos
como uma porcentagem. Os dados ndo transformados sdo demonstrados nas tabelas. Quando as
transformacdes ndo conseguiram cumprir 0s pressupostos de ANOVA, o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis foi aplicado. Os valores médios foram considerados significativamente diferentes
guando os intervalos de confianca de 95 % das medianas ndo se sobrepuseram.

No experimento de persisténcia, para estudar as diferencas entre espécies (Ceratitis capitata
e Psyttalia concolor), os dados de mortalidade foram submetidos a uma andlise de variancia de
trés vias (ANOVA), sendo especies, tratamento e data de tratamento (DAT), as variaveis fixas.
Além disso, todas as espécies foram analisadas individualmente por uma nova ANOVA de trés
vias com sexo, tratamento e data de tratamento (DAT) como variaveis fixas. Todas as analises
ANOVA foram realizadas utilizando a versdo Statgraphics Centurion® (Statpoint Technologies,

2013) e SPSS Statistics® (IBM 2013).
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Resultados

Toxicidade de Triunvirato sobre o parasitoide Psyttalia concolor em Condicdes de
Laboratério. Os resultados encontrados indicaram que Triunvirato apresenta seletividade
fisiologica ao parasitoide P. concolor. Na tabela 1, encontram-se expressadas as doses letais
resultantes da interacdo do bioinseticida com adultos desse inimigo natural apds 72 horas de
avaliacdo, onde os machos de P. concolor apresentaram-se mais susceptiveis que as fémeas, com
DLso de 0.044 pL/inseto. De acordo com as dosagens encontradas, o bioinseticida foi classificado
como in6cuo a P. concolor, sendo, portanto, agrupado na categoria 1 da escala I0OBC
(mortalidade < 30%).

Avaliacdo da Interferéncia de Triunvirato sobre a Capacidade Benéfica de Psyttalia
concolor. Nas avaliacbes de interferéncia do Triunvirato sobre a capacidade benéfica de
P.concolor, foi constatado que a dose de 0.018 plL/inseto (DLso para C. capitata) ndo afetou a
capacidade benéfica de P. concolor (hospedeiros atacados = 97,5 + 0,7 e progénie = 82,3 + 1,7)
qguando comparados ao grupo controle (97,7 £ 0.7 e 76,6 £ 1,6, respectivamente), no entanto, a
dosagem de 0,048 uL/ inseto foi capaz de afetar negativamente o nimero de hospedeiros atacados
(Fig. 1A) assim como o numero de descendentes gerados (Fig. 1B), contudo ndo acarretou a
mortalidade do inimigo natural. Além do mais, tratou-se de uma interferéncia temporaria, ndo
mais tendo influéncia ap6s o periodo de 3 dias, sobre 0 nUmero de hospedeiros atacados, e de 4
dias, sobre a progénie. Posteriormente a esses intervalos de tempo especificos, o grupo de
parasitoides exposto a dosagem de 0.048 pL/ inseto, expressou capacidade benéfica superior a
90% de hospedeiros atacados e com mais de 80% de viabilidade de descendentes produzidos
(Figs. 1A e 1B).

Bioensaios da Persisténcia do Triunvirato em Casa de Vegetacdo. A partir da ANOVA de trés

vias com espécies, tratamentos e datas apds o tratamento (DAT) como fatores, foram encontradas

66



diferencas estatisticas para o tratamento e DAT (P <0,0001) (Tabela 2). Houve interacfes
significativas entre os tratamentos e as duas espécies (P <0,0001), uma vez que a resposta de cada
espécie ao tratamento foi diferente. Da mesma forma, o tratamento e as datas de tratamento
interagiram (P = 0,0001), mas, embora o tempo e as condi¢cdes ambientais representassem a
degradacéo de cada produto ou suas combinagdes de maneiras diferentes, a mortalidade de ambas
as espécies ndo diferiu nessas condi¢cdes (P = 0,279). Finalmente, os trés fatores juntos
interagiram entre si (P = 0,008).

O sexo, o tratamento e a data de tratamento (DAT) podem causar mortalidade individual em
C. capitata, bem como em P. concolor (P <0,0001) (Tabela 2). Houve interacdes entre sexo e
tratamento para ambas as espécies (C.capitata P = 0,013; P.concolor P <0,0001), mas no caso de
C. capitata, a mortalidade de machos e fémeas é semelhante em todas as datas de tratamento (P =
0,524), enquanto a mortalidade de P. concolor entre os tratamentos foi semelhante para a
diferente data do tratamento (P = 0,103). Por fim, ndo houve efeito entre os trés fatores que
interagem entre eles para qualquer uma das espécies avaliadas (C. capitata P = 1,0; P. concolor P
=0,369).

Quando os dados da mortalidade de machos e fémeas de C. capitata foram exibidos
separadamente em uma figura para cada tratamento ao longo do tempo (Fig. 2), pode-se observar
gue os machos, em geral, morreram em propor¢fes maiores do que as fémeas para todos 0s
tratamentos, o qual foi anteriormente mostrado pela ANOVA de trés vias (P (sexo * DAT) =
0,524). A lambda-cialotrina foi mais tdxica (87,5% de mortalidade) do que o Triunvirato (43,3%)
e o caulim (35,0%) as 4 h DAT. Quatro dias ap6s o tratamento, a mortalidade causada por
Triunvirato diminuiu para (20,0%), o de caulim para 25,0%, enquanto a lambda-cialotrina ainda
matou mais de 73,7% dos adultos. Além disso, nenhuma mortalidade foi registrada apos a

liberacdo de insetos aos 15 dias em diante. A mistura Triunvirato + caulim ndo causou mais
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mortalidade do que os dois compostos isolados em nenhuma data do tratamento, portanto nenhum
efeito sinérgico foi detectado. Da mesma forma, a mortalidade causada pelo Triunvirato +
lambda-cialotrina e lambda-cialotrina isolada ndo foi substancialmente diferente.
Inesperadamente, o caulim em mistura com lambda-cialotrina reduziu a alta mortalidade nas duas
primeiras DATS.

A mortalidade de P. concolor seguiu, em geral, padrdes semelhantes observados nas
andlises de C. capitata com algumas exce¢fes importantes: Triunvirato ndo matou o parasitoide
em qualquer DAT; em geral, as fémeas parecem ser mais resistentes a todos os tratamentos do que
0s machos, especialmente para lambda-cialotrina, onde a mortalidade masculina atingiu mais de

80% até 21 DAT (Fig. 3).

Discusséo

A seletividade fisioldgica apresentada pelo Triunvirato, bem como a auséncia de
mortalidade do endoparasitoide P. concolor constituem resultados satisfatorios, ja que, conforme
relatado por Ndakidemi et al. (2016), a interacdo de parasitoides com moléculas toxicas, de
origem botanica ou sintética, podem acarretar, malformacdo, interrupcdo do desenvolvimento,
reducdo do nimero de hospedeiros atacados e dos descentes produzidos; assim, 0S nosso
resultados sugerem que o bioinseticida, preliminarmente denominado Triunvirato, constitui uma
alternativa a ser valorada no manejo sustentavel de C. capitata, visto que, populacfes dessa praga
ja desenvolveram resisténcia aos principais inseticidas sintéticos utilizados para o seu controle
(Vontas et al. 2011, Beroiz et al. 2012, Arouri et al. 2014, Elfekih et al. 2014,).

Triunvirato apresentou uma DLso para fémeas de C. capitata de 0,018pL/inseto, enquanto a
DLso para fémeas do parasitoide foi estabelecida em 0,045 pL, sendo, portanto, significativamente

mais toxico para a praga que ao inimigo natural, beneficiando assim o estabelecimento de
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programas de manejo da mosca das frutas, atraves da associacdo desses métodos sustentaveis de
controle, visto que, de acordo com os dados toxicologicos encontrados seria possivel associar a
aplicagdo da DLso do Triunvirato para C. capitata, seguida por liberacGes de P. concolor, por
exemplo, em cultivos organicos, ja que, como afirma Isman (2008), essa modalidade de cultivo
constitui o0 melhor mercado para os inseticidas botanicos.

A auséncia de efeitos deletérios sobre a acdo de parasitismo € um parametro estimado em
programas de controle de praga, dessa forma, os bioinseticidas demonstram apresentar certa
vantagem frente aos inseticidas sintéticos. Zapata et al. (2004) evidenciaram que fracdes de
limondides, obtidos através da extracdo natural de Trichilia havanensis jacq. (Meliaceae), ndo
causaram mortalidade assim como apresentaram-se in0cuos sobre a capacidade benéfica de P.
concolor submetidos a tratamentos com estes bioinseticidas; de igual modo, Rehman et al. (2009)
verificaram que o extrato de Peganum harmala L. (Zygophyllaceae) também nao foi capaz de
afetar a acdo de parasitismo de P. concolor. Bengochea et al. (2012) e Adan et al. (2007),
demonstraram que outra forma de controle alternativo, o caulim, também se mostrou indcuo a
acao de parasitismo realizado por P. concolor, onde o produto ndo foi capaz de interferir no
namero de hospedeiros atacados e na progénie resultante.

Em contrapartida, Orestes et al. (2015) demonstraram que um isolado do fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana (Balsamo) era incompativel com o controle biolégico
exercido por P. concolor, assim como Gonzalez & Vifuela (1998) verificaram que o bioinseticida
Azadirachtin reduziu seriamente a longevidade do parasitoide, além de interferir negativamente
no nimero de hospedeiros atacados e no tamanho da progénie. A seletividade apresentada por
Triunvirato o classifica como compativel com P. concolor, e, embora o tratamento com 0,048uL

(o que corresponde a DLgo para a praga), tenha interferido na capacidade benéfica desse
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parasitoide, tratou-se de uma interferéncia temporaria, cujo término deste intervalo de tempo
levou ao restabelecimento do nimero de hospedeiros atacados.

Nas avaliagdes de semicampo, Triunvirato ndo acarretou mortalidade significativa dos
parasitoides em nenhum dos intervalos avaliados. Em contrapartida, foi capaz de matar 43,3 % de
C. capitata e, ap0s quatro dias de sua aplicacdo, causou mortalidade de 20% para a espécie praga.
Esses resultados reforcam que uma associacdo do bioinseticida com a acdo exercida pelo
parasitoide seria vidvel ao controle sustentdvel de C. capitata, contudo, o entrave da rapida
volatilidade, apresentado pelos 6leos essenciais, deve ser melhor investigada para que o
bioinseticida possa competir, economicamente, com o0s inseticidas sintéticos. Conforme
demonstraram Arancibia et al. (2014), 6leos essenciais podem ser utilizados, em programas de
manejo integrado de pragas, através da inser¢do deste produto em peliculas biodegradaveis,
aumentando assim a protecdo dos frutos, ou, como determina Silva et al. (2002), a avaliacdo das
moléculas presentes nos 6leos essenciais, podem favorecer o desenvolvimento de inseticidas mais
seletivos.

A toxicidade apresentada pelo inseticida sintético Lambda-cialotrina, como esperado,
acarretou maior mortalidade e persisténcia quando comparada a Triunvirato, contudo, ndo
apresentou seletividade alguma. Independentemente de sua natureza, a toxicidade de um produto,
ndo deve ser o Unico parametro valorado na escolha do método de controle, visto que até mesmo
os bioinseticidas podem acarretar efeitos secundarios em organismos nao alvos, como 0s inimigos
naturais. Vifiuela et al. (2001) informaram que Spinosad foi capaz de matar 100% de fémeas de
P.concolor 24 horas ap6s aplicacdo do produto, além de afetar severamente a emergéncia dos
adultos; ja Zapata et al. (2005) observaram que Piretrinas naturais apresentaram efeito de choque
sobre esta mesma espécie benéfica. Tais resultados corroboram a necessidade de se utilizar

metodologias mais complexas para que se possa avaliar, fielmente, os efeitos resultantes da
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interacdo do produto ndo apenas com a praga, mas sim, com todo o sistema praga-inimigo natural
envolvido nessa interacao.

A avaliacdo continuada, realizada através de introducdes de insetos ao longo de 31 dias de
observacao foi vantajoso para conhecer alguns aspectos da interacdo do parasitoide e as moléculas
avaliadas em condicOes além de laboratdrio, onde as intempéries ambientais sdo mais similares ao
ambiente natural. Além disso, foi possivel avaliar a interacdo dos inseticidas entre si, por
exemplo, foi constatado que ndo houve efeito sinergista entre caulim e Triunvirato, e que a
associacdo de Lambda-cialotrina com Triunvirato, ndo acarretou a seletividade esperada. Por fim,

obtivemos informacGes que somam subsidios ao manejo de C. capitata.
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Tabela 1. Dose letal 50% (LDso) resultante da interacdo do Triunvirato com adultos recém

emergidos de P. concolor (N = 20) avaliados 72 horas apds aplicacao topica na regido protoraxica.

Toxicidade de Triunvirato sobre adultos de Psyttalia concolor

pL/parasitoide (95% LC) Inclinacéo + SE 2 G.L.
Triunvirato g 0,044 (0,040 - 0,048) 5,426 + 0,720 4,917 6
Q 0,045 (0,041 - 0,049) 8,301 + 1,162 6,796 6

LC: Limites de confianca.

76



Tabela 2. Interacdo entre fatores resultantes dos tratamentos: Triunvirato (1,8%), Lambda-
cialotrina (0,13%), Caulim (50 kg/ha) e suas combinacgdes binérias; avaliados sobre machos e

fémeas de Psyttalia concolor e Ceratitis capitata em condi¢des de semicampo.

Entre espécies

Fator F oL P
Espécies (S) 2,940 1 0,087
Tratamento (T) 150,759 6 <0,0001
Data (D) 61,081 5 <0,0001
S*T 13,685 6 <0,0001
S*D 1,263 5 0,279
T*D 4,372 24 <0,0001
S*T*D 1,987 19 0,008
Ceratitis capitata

F GL P
Sexo (S) 23,678 1 < 0,0001
Tratamento (T) 77,100 6 <0,0001
Data (D) 45,645 5 <0,0001
S*T 2,788 6 0,013
S*D 0,838 5 0,524
T*D 5,261 21 < 0,0001
S*T*D 0,270 21 1,000

Psyttalia concolor

F GL P
Sexo (S) 139,513 6 <0,0001
Tratamento (T) 81,973 1 < 0,0001
Data (D) 38,818 5 <0,0001
S*T 5,373 6 <0,0001
S*D 3,827 22 <0,0001
T*D 1,860 S 0,103
S*T*D 1,082 22 0,369
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Figura 1. Porcentagem de hospedeiros atacados (A) e progénie (B) resultantes do parasitismo de
Psyttalia concolor ap0s exposicdo ao inseticida botanico Triunvirato. Avaliacdo continua, durante
10 dias, e sob condicbes de laboratorio (Temperatura: 20 + 2 °C, umidade relativa: 65 + 5 % e
fotoperiodo: 16 h. luz/8 h escuro).
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Figura 2. Efeito letal de Triunvirato (4,8 %), Lambda-cialotrina (0,13 %), Caulim (50 kg / ha) e suas combina¢des sobre adultos

=

4 5

Ceratitis capitata expostos a laranjeiras tratadas em condi¢des de semicampo. Médias + padrdo corrigidas seguindo a férmula di

Schneider-Orelli.
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Figura 3. Efeito letal de Triunvirato (4,8 %), lambda-cialotrina (0,13%), Caulim (50 kg/ha) e suas combinacdes sobre adultos de
Psyttalia concolor expostos a laranjeiras tratadas em condi¢cdes de semicampo. Médias + padréo corrigidas seguindo a férmula de

Schneider-Orelli.
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CAPITULO V
CONSIDERACOES FINAIS

Se a natureza levou milhGes de anos para aprimorar seus mecanismos, por que ndo 0S
copiar? A partir desta premissa, avaliamos e discutimos as possibilidades de inserir novos
insumos bioinseticidas na atual guerra armamentista contra algumas pragas de importancia
agricolas, cujo desenvolvimento de resisténcia aos principais inseticidas sintéticos utilizados para
0 seu controle, tem se apresentado como o principal entrave a expansao da produtividade agricola.
As toxinas, de origem botanica e animal, poderdo representar fontes promissoras ao
desenvolvimento de inseticidas mais seletivos e ecologicamente viaveis, para tanto, se faz
necessario que pesquisas, como a que desenvolvemos, sejam cada dia mais constante e

incentivadas.
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