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‘Pest control constitutes an ancient war, waged by man for 4000 years or more against a great
variety of often small and remarkably persistent enemies. Suprisingly, although the war is old,
its dynamics and the nature of the principal protagonists seem poorly understood. Even the
objectives, at least of man, are ill-defined. It is as though man, in the heat of battle, has not
had the time to analyse in any sophisticated fashion the conflict in which he finds himself.
Battles have been won and lost but lessons have been learned slowly and painfully. It is only
in recent years that people have begun to ask the fundamental questions of principle and to

raise doubts about implicit beliefs and objectives.’
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RESUMO

A droséfila-da-asa-manchada, Drosophila  suzukii  Matsumura  (Diptera:
Drosophilidae) ¢ uma praga polifaga que ataca frutas de casca mole e fina. Suas fémeas
ovipositam em frutos maduros e as larvas causam destrui¢cdo direta dos tecidos. Sendo uma
espécie recentemente introduzida no Brasil, as buscas por estratégias de controle referem-se
as alternativas com baixo impacto ambiental e residual. Assim, objetivou-se avaliar o
potencial dos 6leos essenciais (OEs) da flora nativa e cultivada no Brasil, com atividade
inseticida e ovicida para D. suzukii, bem como testar sua toxicidade para o parasitdide
Trichopria anastrephae Lima (Hymenoptera: Diapriidae). Foram testados OEs das espécies
do género Baccharis (B. anomala DC; B. calvescens DC; B. mesoneura DC; B. milleflora
DC; B. oblongifolia Pers; B. trimera (Less) DC; B. uncinella DC.), Piper (P. aduncum L.; P.
crassinervium Kunth; P. gaudichadianum Kunth; P. malacophyllum Prels;, P. marginatum L.)
e trés ecotipos (ECOs) de Rosmarinus officinalis L. com seus principais constituintes
isolados. Os 6leos foram extraidos por destilagdo a vapor e as dilui¢des foram realizadas com
acetona nas concentragdes de 0,2 a 8,0%. Os tratamentos foram acompanhados por controles
positivos (Delegate® [75 de i.a. por L de 4gua], Azamax® ou Openeem Plus® [250 mL de i.a.
por 100 L de agua]) e controles negativos (acetona ou agua). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com oito tratamentos e cinco repeti¢gdes, sendo a unidade
experimental constituida por um recipiente (300 mL) contendo 20 adultos de D. suzukii ou 1.
anastrephae. Quando houve diferengas significativas entre os tratamentos, foram realizadas
comparagdes multiplas (teste de Tukey, P <0,05) usando a fungdo glht do pacote Multicomp,
com ajuste dos valores de P. Em bioensaios de ingestdo e aplicagdo topica, OEs de B.
calvescens, B. mesounera, B. oblongifolia, P. aduncum, P. gaudichadianum, P. marginatum,
ECO 1,8-cineol de R. officinalis, ECO canfora de R. officinalis, e os constituintes isolados de
canfora e 1,8-cineol causaram mortalidade em aproximadamente 100% dos adultos de D.
suzukii, semelhante ao inseticida Delegate® (96,2% de mortalidade). Além disso, os residuos
secos desses OEs proporcionaram um efeito repelente na oviposi¢do (= 7 ovos / frutos) e
efeitos negativos na viabilidade do ovo (= 2 larvas / frutos) de D. suzukii em frutos artificiais
quando comparados aos frutos ndo tratados. Com base na estimativa da concentracdo letal
necessaria para matar 90% das moscas expostas, OE de B. calvescens, B. mesounera, B.
oblongifolia, P. aduncum, P. gaudichadianum, P. marginatum, ECO 1,8-cineol de R
officinalis, ECO canfora de R. officinalis e os constituintes isolados 1,8-cineol e canfora
proporcionaram baixa toxicidade para 7. anastrephae em um bioensaio de ingestdo e
aplicag@o topica (mortalidade < 20%), similar ao tratamento da agua (= 5% de mortalidade).
A maioria dos OEs das espécies de Baccharis, Piper e ECOs de R. officinalis estudados sdo
inseticidas botanicos promissores para o manejo de D). suzukii, particularmente em sistemas
de agricultura organica, devido a baixa toxicidade para 1. anastrephae.

Palavras-chave: Drosofila-da-Asa-Manchada. Controle Biologico. Endoparasitoide Pupal.
Mata Atlantica. Inseticida Botanico.



ABSTRACT

Spotted wing drosophila Drosophila suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) is a
polyphagous pest that attacks soft- and thin-skinned fruits. Its females oviposit into ripe fruit
and larvae cause direct destruction of tissues. Being a species recently introduced in Brazil,
the search for control strategies refer to alternatives with low environmental and residual
impact. Thus, we aimed to evaluate the potential of essential oils (OEs) from native and
cultivated flora in Brazil, with insecticidal and ovicidal activity to D. suzukii, as well as to test
its toxicity to the parasitoid 7Trichopria anastrephae Lima (Hymenoptera: Diapriidae). Here
we test EOs from species of the genus Baccharis (B. anomala DC.; B. calvescens DC.; B.
mesoneura DC.; B. milleflora DC.; B. oblongifolia Pers; B. trimera (Less) DC.; B. uncinella
DC.), Piper (P. aduncum L.; P. crassinervium Kunth.; P. gaudichadianum Kunth.; P.
malacophyllum Prels.; P. marginatum L.) and three ecotypes (ECOs) of Rosmarinus
officinalis L. with their isolated major constituents. Oils were extracted using steam
distillation, and dilutions were made with acetone at concentrations range 0.2 — 8.0%. The
treatments were accompanied by positive controls (Delegate®™ [75 of ai. per L of water],
Azamax® or Openeem Plus® [250 mL of a.i. per 100 L of water]) and negative controls
(acetone or water). The design was completely randomized with eight treatments and five
replications, with the experimental unit consisting of a cup containing 20 D. suzukii or T.
anastrephae insects. When there were significant differences among treatments, multiple
comparisons (Tukey’s test, P < 0.05) were performed using the glht function of the
Multicomp package, with adjustment of p-values. In bioassays of ingestion and topical
application, EOs from B. calvescens, B. mesounera, B. oblongifolia, P. aduncum, P.
gaudichadianum, P. marginatum, ECO 1,8-cineole of R. officinalis, ECO camphor of R.
officinalis, and the isolated constituents camphor and 1,8-cineole caused mortality
approximately 100% of adults of D. suzukii, similar to the insecticide Delegate® (96.2% of
mortality). Besides, the dry residues from these EOs provided a repellent effect on oviposition
(= 7 eggs/ fruits) and negative effects on egg viability (= 2 larvae/ fruits) of D. suzukii on
artificial fruits when compared to untreated fruits. Based on the estimate of the lethal
concentration required to kill 90% of exposed flies, EOs from B. calvescens, B. mesounera, B.
oblongifolia, P. aduncum, P. gaudichadianum, P. marginatum, ECO 1,8-cineole of R.
officinalis, ECO camphor of R. officinalis, and the isolated constituents 1,8-cineole and
camphor provided low toxicity to 7. anastrephae in a bioassay of ingestion and topical
application (mortality < 20%), similarly to the water treatment (= 5% of mortality). EOs from
most species of Baccharis, Piper, and ECOs de R. officinalis studied showed to be promising
botanical insecticides for the management of D. suzukii, particularly in organic farming
systems, due to the low toxicity to 7. anastrephae.

Keywords: Spotted-Wing-Drosophila. Biological Control. Endoparasitoid pupal. Atlantic

Florest. Botanical Insecticides.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ conhecido por sua notavel biodiversidade, principalmente por ser
constituido por seis biomas terrestres (Amazdnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal) que possuem agrupamento de flora e fauna distintas. Dentre estes biomas, a Mata
Atlantica é o que apresenta maior nimero de espécies vegetais com mais de 19.000 espécies
conhecidas, e mais de 7.600 espécies endémicas (FORZZA et al., 2012). A Mata Atlantica
ocorre ao longo de boa parte da costa brasileira, se estendendo desde o estado do Rio Grande
do Norte até o norte do estado do Rio Grande do Sul (VELOSO et al., 1991). Entretanto,
devido as intensas atividades de exploragdo madeireira, de caga, do comércio ilegal de
animais, do desenvolvimento urbano e industrial, da expansio das areas agricolas e da
implantagdo de pastagens (CEPF, 2011) ao qual este bioma tem sido submetido, resultou em
uma perda de 93% da sua extensdo original (SOS MATA ATLANTICA e INPE, 2019).
Apesar disso, os recursos florestais ndo madeireiros consistem na principal fonte de renda e
alimentac@o de milhares de familias que vivem da extragdo florestal no Brasil, constituindo
oportunidade real para o incremento da renda familiar dos extrativistas, seja por meio de sua
exploragdo em manejo ou em cultivos domesticados (WUNDER, 1998). Frente a isso, o
potencial de utilizagdo da biodiversidade resulta da combinagdo adequada entre
disponibilidade de matéria-prima, tecnologia e mercado (SOUZA, 2015).

As plantas aromaticas constituem uma fonte de matéria-prima para a obtengdo de
Oleos essenciais (OEs) (BIASI e DESCHAMPS, 2009), cujo mercado internacional
movimenta em torno de US$ 15 bilhdes/ano, com crescimento anual proximo de 11%. O
Brasil destaca-se na producdo de OE ao lado da India, China e Indonésia, sobretudo pela
extragdo dos OEs de espécies citricas, que sdo subprodutos da industria de sucos (BIZZO et
al., 2009). Contudo, sua producdo ainda ¢ insuficiente para atender a demanda interna, além
disto, o mercado nacional e internacional vem demonstrando interesse por novas esséncias
(AMARAL et al., 2019). Em torno de 90% do volume de OEs produzidos pelo Brasil ¢
exportado, sendo o valor unitario médio destes produtos de US$ 1,34/kg, e os OEs importados
pelo pais giram em média US$ 33,04/kg (BIZZO et al., 2009). Além disso, estima-se que
existam 3.000 espécies aromaticas no mundo, e destas somente 300 possuem importancia
comercial (NEDOROSTBOVA et al., 2009). Globalmente, cerca de 65% do mercado de
esséncias provém de espécies herbaceas cultivadas, 34% de espécies arboreas e, 1% de
espécies herbaceas nativas (BANDONI e CZEPAK, 2008). Desta forma, tanto espécies

cultivadas quanto nativas possuem relevancia para mais estudos, pois evidentemente, ainda ha
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uma grande lacuna de conhecimento da flora a ser preenchida em relagdo as diversas
propriedades dos OEs. Estes produtos sdo empregados na fabrica¢do de produtos de higiene e
limpeza, alimenticios, bebidas, farmacéuticos, cosméticos e inseticidas. Entre os potenciais de
uso dos OEs se destacam algumas atividades inseticidas, entre elas, toxicidade, regulagdo do
crescimento, inibigdo da oviposicdo, deterrentes e repelentes (ISMAN, 2000). Estes produtos
também incluem as vantagens de serem obtidos em larga escala com preco baixo e
suprimentos abundantes de varios oleos, possuirem diferentes modo e locais de ac¢do de agédo
fazendo com que o desenvolvimento de resisténcia seja menor que os inseticidas
convencionais, apresentarem baixo periodo residual devido a sua alta volatilidade, e os OEs e
seus constituintes sdo relativamente ndo toxicos para mamiferos, com raras exce¢des (ISMAN
et al., 2000). Além disso, os OEs apresentam cada vez mais importancia principalmente pela
globalizagdo do comércio que resultou em um aumento das espécies de pragas invasoras. Um
desses insetos ¢ a drosofila-da-asa-manchada, Drosophila suzukii Matsumura (Diptera:
Drosphilidae), uma espécie nativa da Asia e que se tornou uma séria ameaga principalmente
aos cultivos de pequenas frutas com epiderme delgada na América, Europa e norte da Africa
(EPPO, 2020). Drosophila suzukii possui uma ampla variedade de hospedeiros nativos e
exdticos, rapido crescimento populacional (TOCHEN et al., 2014) e alta capacidade de
dispersdao (WALSH et al., 2011; CINI et al., 2012). A espécie ja foi registrada em varios
hospedeiros, cultivados a nivel comercial como demonstrado no Quadro 1.

O primeiro registro da drosofila-da-asa-manchada na América do Sul ocorreu no
Brasil, em areas de preservagdo ambiental da Mata Atlantica nos municipios brasileiros de
Osorio, Vila Maria e Erechim (Rio Grande do Sul) e em Nova Veneza e Botuvera (Santa
Catarina) (DEPRA et al., 2014). Posteriormente, a espécie foi constatada em outros estados
brasileiros, tais como Espirito Santo (ZANUNCIO-JUNIOR et al., 2018), Goias (PAULA et
al., 2014), Minas Gerais (ANDREAZZA et al. 2016a), Parana (GEISLER et al., 2015), Rio de
Janeiro (BITNER-MATHE et al 2014) e Sdo Paulo (VILELA e MORI, 2014). Além do
Brasil, D. suzukii também foi registrada até o momento na Argentina (CICHON et al., 2015,
SANTADINO et al., 2015), no Chile (MEDINA-MUNOZ et al,, 2015) e no Uruguai
(GONZALEZ et al., 2015). Esta dispersdo confirmou que D. suzukii é capaz de se espalhar a
uma distancia cerca de 1,6 km / dia no Brasil (FERRONATO et al., 2019), e modelos
matematicos indicaram outras areas com potenciais de estabelecimento da D. suzukii no

Brasil (BENITO et al., 2016).

23



Quadro 1 — Plantas hospedeiras comerciais confirmadas com a presenca de Drosophila

suzukii (Diptera: Drosophilidae).

PLANTAS HOSPEDEIRAS DE Drosophila suzukii
Familia Nome cientifico Nome comum
Actinidaceae Actinidia chinensis Planch. kiwi!
Ebenaceae Diospyros kaki L. caqui'
Ericaceae Vaccinium spp. mirtilo’
Ficus carica L. figo!
Moraceae
Morus spp. amora'
FEugenia uniflora L. pitanga'
Plinia cauliflora (Mart.) Kausel jabuticaba'
Mpyrtaceae .
Psidium cattleianum Sabine araga!
Psidium guajava L. goiaba!
Eriobotrya japonica (Thumb.) Lindley néspera’
Fragaria x ananassa Duchesne morango?
Malus domestica L. maga!
Prunus armeniaca L. damasco'
Rosaceae -
Prunus avium L. cereja!
Pyrus communis L. pera'
Prunus domestica L. ameixa-européia'
Prunus persica L. péssego’
Rutaceae Citrus spp. laranja*
Vitaceae Vitis vinifera L. uva’

Fontes: ANDREAZZA et al. (2017a)!, BERNARDI et al. (2017a)>, ANDREAZZA et al.
(2017b)*, WALSH et al. (2011)*, ANDREAZZA et al. (2016b)°.

Drosophila suzukii causa perdas elevadas de produgdo das frutas com epiderme
delgada porque as fémeas pdem ovos em hospedeiros maduros e saudaveis antes da colheita
(WALSH et al., 2011; CINI et al., 2012). Suas larvas destroem a polpa dos frutos, acelerando
o amolecimento e queda. Adicionalmente, a puncdo na epiderme dos frutos ocasionada pela

oviposi¢do facilita infec¢des por patdogenos, e as liberagdes de compostos organicos volateis
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pelos ferimentos constituem a atracdo a outras espécies de drosofilideos (BERNARDI et al.,
2017). As perdas na produgdo de cerejeiras e morangos foram documentadas na América
(DREVES e RHODALACK, 2011; GOODHUE et al, 2011; SANTOS, 2014;
FARNSWORTH et al., 2017) e Europa (DE ROS et al., 2015). No Brasil, os produtores
relataram perdas na produgdo de morango de até 30% (SANTOS et al., 2014). Enquanto que,
nos Estados Unidos as perdas na produgdo de pequenas frutas corresponderam até US$ 511
milhdes anualmente (GOODHUE et al., 2011), sem contabilizar os custos adicionais gerados
pelo monitoramento e pelo controle necessario para prevenir infestagdes primarias (DREVES,
2011; GOODHUE et al., 2011; LEE et al, 2011).

Pela recente historia de D). swuzukii como praga primaria no Brasil inexistem
inseticidas sintéticos registrados para seu manejo. Entretanto, em paises onde a praga ja esta
estabelecida, como Estados Unidos (BEERS et al., 2011) e Japao (KAWASE et al ., 2008), sdo
utilizados para seu controle os ingredientes ativos piretroides, organofosforados e espinosinas
(BRUCK et al., 2011). Todavia, j& existem relatos da resisténcia de D. suzukii a espinosina
nos Estados Unidos (GRESS e ZALOM, 2018). Além disso, muitos cultivos de pequenas
frutas no Brasil, como amora (Rubus fruticosus L.) framboesa (Rubus idaeus L.), mirtilo
(Vaccinium myrtillus L.), morangos (Fragaria * ananassa Duchesne), uva (Vitis vinifera L.),
sdo caracterizados por serem produzidos em pequenas propriedades de cultivo orgadnico ou de
baixo residuo, nas quais o uso de substancias sintéticas € proibido ou restrito (ZANARDI et
al., 2015). Por outro lado, esses sistemas de cultivo possuem uma grande biodiversidade de
inimigos naturais, como exemplo, 7richopria anastrephae (Lima, 1940) (Hymenoptera:
Diapriidae) que foi recentemente registrada parasitando pupas de D. suzukii em morangueiros
no Brasil (WOLLMANN et al., 2016; ANDREAZZA et al., 2017).

A ocorréncia dessa espécie em areas de produg@o de pequenas frutas € um indicativo do
seu estabelecimento em campo (WOLLMANN et al., 2016). Além disso, a criagdo massal de
T. anastrephae usando puparios de D. suzukii como hospedeiro, em condi¢des de laboratorio
mostrou ser promissora (VIEIRA et al., 2019). Neste sentido, a utilizagdo de plantas
consideradas fitoinseticidas também se mostram como uma alternativa potencial ao controle
convencional, uma vez que, j4 foram identificadas mais de 2.000 espécies botdnicas de
interesse fitossanitario (SALAZAR, 1997), além de mais de 800 espécies de pragas
controladas por produtos de origem vegetal (GRAINGER e AHMED, 1988). Sendo assim, o
controle racional de insetos-praga por meio de inimigos naturais aliado a utilizagdo de
bioinseticidas se revelam capazes de regular as pragas em seu ambiente natural, reduzindo a

densidade das populagdes e, consequentemente, os danos as plantas hospedeiras (FRITZ et
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al., 2008). O uso de extratos de Annona mucosa Jacq. controlaram D. suzukii, e, sobretudo
mostraram baixa toxicidade ao parasitdide pupal 7. anastrephae em condig¢des de laboratério
(BERNARDI et al. 2017b). Contudo, a quantificacdo destes efeitos nos locais onde a D.
suzukii foi recentemente registrada atacando pomares de frutas, como no estado do Parana,

ainda ¢é desconhecida.

1.1 JUSTIFICATIVA

Com a redugdo da cobertura vegetal do bioma Mata Atlantica pelas agdes antrdpicas,
muitas espécies nativas com possivel potencial inseticida correm o risco de desaparecer sem
nenhum tipo de registro. Ademais, verificar os OEs das espécies que ja sdo cultivadas e
comercializadas no Brasil, como Rosmarinus officinalis L., também podem auxiliar na
escolha de estratégias de controle da D). suzukii, pois estas moléculas estdo disponiveis no
mercado e podem ser adquiridas facilmente pelos fruticultores. Por outro lado, ndo existem
principios ativos autorizados para o controle da D). suzukii no Brasil, remetendo assim, a
necessidade de pesquisas com produtos alternativos e de baixo residual nos frutos, a exemplo
dos OEs. Embora, os inseticidas sintéticos sejam as medidas mais eficazes onde a D. suzukii
ja se encontra estabelecida, como nos Estados Unidos, seu uso indiscriminado selecionou
populagdes resistentes de moscas (GRESS e ZALOM, 2018). Considerando a importancia da
T anastrephae no controle bioldgico de D. suzukii, também € necessaria a busca por produtos
seletivos ao seu parasitoide pupal. Assim, essa tese tem como proposta avaliar o potencial dos
OEs no controle de D. suzukii, e verificar a toxicidade dessas moléculas ao seu
endoparasitoide pupal 7. anastrephae.

Para isso, os resultados desta tese serdo divididos em trés capitulos. No primeiro
capitulo serdo relatadas informagdes sobre sete espécies do género Baccharis (B. anomala
DC.; B. calvescens DC.; B. mesoneura DC.; B. milleflora DC.; B. oblongifolia Pers.; B.
trimera (Less) DC.; B. uncinella DC.) e seu potencial para uso no controle de adultos e
imaturos da D). suzukii. No segundo, serdo fornecidas informagdes sobre a composi¢ido
quimica de cinco espécies do género Piper (P. aduncum L.; P. crassinervium Kunth; P.
malacophyllum Prels; P. gaudichadianum Kunth; P. marginatum L.), e sobre sua toxicidade
sobre adultos de D. suzukii e 1. anastrephae. O terceiro capitulo sera utilizado para
demonstrar o efeito de trés ecotipos de R. officinalis cultivados no Brasil, como uma
estratégia para o Manejo Integrado de D. suzukii, bem como a seletividade desses OEs a 7'

anastrephae.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

» Avaliar o potencial inseticida dos OEs de espécies vegetais aromaticas nativas e/ou
cultivadas no Brasil para o controle de D. suzukii, bem como avaliar a seletividade ao

seu parasitoide pupal 7. anastrephae.

1.2.2 Objetivos especificos

» Analisar a composi¢do quimica das folhas de Baccharis (B. anomala, B. calvescens, B.
mesoneura, B. milleflora, B. oblongifolia, B. trimera e B. uncinella), Piper (P.
aduncum, P. crassinervium, P. malacophyllum, P. gaudichadianum e P. marginatum),
e dos ecotipos de Rosmarinus officinalis; por meio da cromatografia gasosa acoplada
ao espectro de massa (CG-EM);

» Investigar a toxicidade letal dos produtos para D. suzukii por métodos de ingestdo e
aplicagdo topica;

» Avaliar os efeitos dos constituintes majoritarios individuais encontrados nas espécies
de Baccharis spp. (e.g., limoneno) e de R. officinalis (e.g., a-pineno, canfora e 1,8-
cineol).

» Testar os efeitos dos residuos secos no comportamento de oviposi¢ao de D. suzukii em
“frutos artificiais”, avaliando o nimero e a viabilidade dos ovos;

» Verificar a toxicidade dos OEs supracitados ao inimigo natural de D. suzukii, T.

anastrephae.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROSPECCAO DE PLANTAS AROMATICAS INSETICIDAS

A prospecgdo ¢ originalmente definida como a exploragdo da biodiversidade para a
obten¢do de recursos genéticos e bioquimicos para futura comercializagdo (REID et al,,
1993). Essa coleta de material bioldgico e 0 acesso ao recurso genético visa a busca de novos
produtos para os setores da agricultura, alimentagdo, bebidas, cosmética e fitomedicamentos
(SANTILLI et al., 2004). Em sua versdo mais moderna a prospecc¢do € conceituada como a
exploragdo de material biolégico encontrado na natureza com fins de comercializar os
recursos genéticos e propriedades bioquimicas (LAIRD e WYNBERG, 2008) ou através da
busca sistematica por organismos, genes, enzimas, compostos, processos e partes
provenientes de seres vivos em geral, que possam ter um potencial econdmico e,
eventualmente, levar ao desenvolvimento de um produto (SACCARO-JUNIOR, 2011).

Os primeiros relatos para incentivo das atividades prospectivas da biodiversidade
datam da industrializa¢do e das guerras mundiais, quando foram divulgados dados alarmantes
sobre o uso degradante e excessivo da biodiversidade. Neste cenario, também se
configuravam as agéncias de créditos e multinacionais que abusavam das politicas neoliberais
de privatiza¢do (VOGEL, 1994). Com isso agéncias ambientais e governamentais solicitaram
uma resposta em nivel internacional para que esses bens naturais fossem utilizados de
maneira sustentavel (PALMA e PALMA, 2012).

A oficializagdo mundial das maneiras e formas de realizar a prospec¢do alcangou
maior clareza entres os diferentes paises envolvidos através da Convengdo sobre Diversidade
Biologica (CDB) realizada na Capula da Terra no Rio de Janeiro em 1992 (PEREIRA e
LIMA, 2008). Com a entrada em vigor da CDB, a liberdade de acesso aos recursos biologicos
foi substituida por um reconhecimento dos direitos soberanos de cada pais para controlar o
acesso a biodiversidade existente dentro de suas fronteiras (ARTUSO, 2002). Assim, no
Brasil, as atividades prospectivas foram documentadas no dia 23 de agosto de 2001, por meio
do capitulo 11, artigo 7°, inciso VII da Medida Provisoria n® 2.186-16/2001, como a “atividade
exploratéria que visa identificar componente do patrimonio genético e informacgdo sobre
conhecimento tradicional associado, com potencial de uso comercial” (BRASIL, 2001). Estas
evidéncias observadas devem estimular o debate, sobretudo nos paises em desenvolvimento e

detentores de rica biodiversidade e de conhecimentos tradicionais, como € o caso do Brasil,
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sobre as oportunidades econdmicas que o uso €tico da biodiversidade apresenta (CUNHA et
al., 2008).

O constante interesse mundial por produtos derivados da biodiversidade (FUNARI e
FERRO, 2005) abre oportunidades para o Brasil devido a vasta riqueza da flora brasileira que
concedeu ao pais o ranking com a maior diversidade genética vegetal do mundo com 45.976
espécies diferentes catalogadas (REFLORA, 2020). No bioma Mata Atlantica sdo encontradas
o maior numero de espécies vegetais entre os biomas brasileiros, com mais de 19.000 espécies
descritas, das quais mais de 7.600 s3o endémicas (FORZZA et al., 2012). Entre os principios
ativos dos vegetais a serem isolados da Mata Atlantica visando a aplicagdo econémica no
controle de artropodes-praga, destacam-se os OEs, que estdo presentes nas chamadas plantas
aromaticas (SOUZA, 2015).

Os OEs possuem naturalmente substancias com um amplo espectro de atividade
contra insetos, que variam de acordo com os seus componentes em ac¢do inseticida, inibi¢do
da oviposi¢do, regulagdo do crescimento, deterrentes ou repelentes (ISMAN, 2000). Muitos
desses produtos interferem na atividade da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima
responsavel pelas conexdes neurais e neuromusculares dos artropodes (SILVA et al.,, 2017).
Essa inibigdo da agdo da AChE resulta no acumulo de acetilcolina na sinapse, causando
hiperexcitabilidade dos nervos motores e consequentemente convulsdo e paralisia nos insetos
(COLOVIC et al., 2013; LIONETTO et al., 2013; RAJASHEKAR et al., 2014). Outros
modos de ac¢do dos OEs também incluem altera¢do no sistema nervoso octopaminérgico dos
insetos, ligando-se a seus receptores e aumentando o estado de excita¢do dos insetos, algo que
ndo ocorre com mamiferos ou outros animais, sendo mais seguro para humanos
(JANKOWSKA et al, 2017). Como exemplo de toxicidade pode-se citar a atividade
inseticida dos OEs contra adultos de D. suzukii (ERLAND et al., 2015; KIM et al., 2016;
PARK et al., 2016; RENKEMA et al., 2016, PARK et al., 2016), esses trabalhos também

descrevem a atuag@o dos constituintes majoritarios no controle das moscas.

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

No reino vegetal, as plantas possuem a capacidade de produzir suas proprias defesas
contra artropodes, microorganismos e outros predadores herbivoros, auxiliando sua
sobrevivéncia e perpetuacdo. Isso leva as plantas a produzirem, metabolizarem e acumularem
compostos organicos, por meio de uma rede integrada de reagdes quimicas, chamada de

metabdlitos secundarios ou produtos secundarios. Esses metabolitos podem ser divididos em
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trés diferentes grupos devido a sua constituicdo quimica: terpenos, substancias fenolicas e
compostos nitrogenados. Os constituintes quimicos dos o6leos essenciais sdo derivados
principalmente de trés vias biossintéticas: via do mevalonato levando a sesquiterpenos (Cis) e
triterpenos (C3o) que ocorre no citosol e cujos precursores sdo piruvato e acetil-coA; o
percursor metileritritol fosfato (MEP) caminho para monoterpenos (Cio), diterpenos (Cx) €
tetraterpenos (Caio), ocorre nos plastideos e cujos precursores sdo piruvato e gliceraldeido-3-
fosfato; rota do acido chiquimico em que este origina o aminoacido aromatico fenilalanina,
que pela agdo da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) origina o 4cido cindmico, que por
meio de reducdes enzimaticas da origem aos alilbenzenos e propenilbenzenos, esqueletos

carbdnicos dos fenilpropanoides (BASER e BUCHBAUER, 2012).

2.2.1 Terpenos: Oleos essenciais

Conforme a International Organization for Standardization (ISO 9325, 2013) os OEs
que sdo “produtos obtidos a partir de uma matéria-prima natural, de origem vegetal, por meio
de destilagdo a vapor, bem como os produtos obtidos por processamento mecanicos dos
pericarpos de frutos citricos, ou por destilacdo seca, apds a separagdo da fase aquosa — se
houver — por processos fisicos”. Sdo armazenados em estruturas secretoras internas (células
parenquimaticas diferenciadas, idioblastos, bolsas esquizdgenas ou lisigenas e canais
oleiferos) e externas (tricomas glandulares) (BIASI e DESCHAMPS, 2009) que podem estar
distribuidos por toda a planta ou em algum 6rgdo especifico, como raizes, rizomas, cascas,
folhas, flores, frutos e sementes (BIZZO et al., 2009).

A maioria dos OEs possui a via biossintética do mevalonato. Geralmente sua sintese
se inicia por meio da condensagdo de uma molécula de acetoacetil-CoA com o acetil-CoA,
seguida de uma hidrdlise que leva a formagdo do 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA).
Tal composto, por meio da atividade enzimatica da HMG-CoA redutase origina a molécula do
mevalonato. Essas moléculas de mevalonato sdo rearranjadas por uma série de reagdes
enzimaticas a um composto conhecido como isopentenil-pirofosfato (IPP) ou simplesmente
isopreno. O IPP ¢ uma molécula ramificada de cinco 4&tomos de carbono ligada a dois grupos
fosfato. Essas unidades de cinco carbonos s3o o ponto de partida para a formagdo dos
terpenos. Assim, o IPP dara origem a todos os outros terpenos (TAIZ e ZEIGER, 2009). Eles
podem ser classificados conforme o numero de unidades de isoprenos (CsHs), dos quais sdo
biogeneticamente derivados em: hemiterpendides, monoterpendides, sesquiterpenoides,

diterpendides, triterpendides, tetraterpenoides e politerpenodides. Portanto, hemi-, mono-,
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sesqui- e diterpenos contém 1, 2, 3 e 4 unidades isoprenos, respectivamente (THORMAR,

2011).

2.2.2 Importancia economica dos dleos essenciais

O mercado mundial de OEs gira em torno de U$$ 15 bilhdes/ano, com crescimento
anual proximo de 11% (BIZZO et al., 2009), sendo produzidos 40.000 a 60.000 toneladas por
ano (DJILANI e DICKO, 2012). Existem cerca de 300 oOleos essenciais de importancia
comercial no mundo. Os maiores consumidores mundiais sdo os Estados Unidos (40%),
Unido Européia (30%) e do Japao (7%) (BIZZO et al., 2009). O Brasil configura como sexto
exportador em nivel mundial de OE, especialmente de citricos e os seus derivados terpénicos
devido o favorecimento da citricultura no pais, principalmente no estado de Sao Paulo (ITC/
TRADEMAP, 2011). Estas estatisticas também apontam o Brasil como importador de 6leo
essencial, num nivel de 1,9% de um total mundial de US$ 2.968 milhdo (ITC/ TRADEMAP,
2011).

O consumo de oOleo essencial no Brasil é destinado para a fabricagdo de produtos de
higiene, limpeza, perfumaria e cosméticos, com um aumento de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para
RS 38 bilhdes em 2013 (ABIHPEC, 2014). Para Bandoni e Czepak (2008) os setores que mais
utilizam os OEs sdo: 7) industria alimenticia, para a elaboragdo de sabores, aditivos e bebidas;
if) industria de cosméticos, para desodorantes, sabonetes e fragrancias; ii7) industrias
farmacéuticas; iv) produtos veterinarios, como repelentes de insetos (citronela), piolhicida
(limoneno e menta) e como medicamentos para o controle de doengas (alecrim, tomilho e
menta).

E crescente o numero de pesquisas com o uso do OEs na agricultura e na veterinaria
(YUNES et al,, 2012). Assim, ao considerar a biodiversidade brasileira de plantas nativas e
cultivadas e os poucos estudos sobre a fitoquimica das plantas aromaticas projeta-se um
enorme potencial do Pais para a prospecgdo de metabolicos secundarios bioativos para

insetos-praga (CARVALHO et al ., 2017).

2.3 Drosophila suzukii (MATSUMURA) (DIPTERA: DROSOPHILIDAE)

Drosophila suzukii ¢ um inseto-praga, comumente conhecido por Drosofila-da-Asa-

Manchada (DAM). A familia Drosophilidae, a qual pertence, possui mais de 4.000 espécies
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distribuidas em todo o mundo e o género Drosophila ¢ o mais abundante, com
aproximadamente 1.700 espécies conhecidas (BACHLI, 2015).

Drosophila suzukii esta inserida no subgénero Sophophora, grupo Melanogaster, com
170 espécies descritas, que estdo incluidas em cinco subgrupos: melanogaster, montium,
takahashii, ananassae e suzukii. Para o subgrupo suzukii, analises moleculares evidenciaram
que suas espécies se misturam nas filogenias apresentadas com as dos subgrupos elegans,
eugracilis, melanogaster e takahashii formando um grande clado denominado de “espécies
orientais” (DA LAGE et al., 2007).

Em 1931, D. suzukii foi descrita por Matsumura no Japdo, porém em 1916, antes de
sua descri¢do, ja havia um registro feito por Kansawa em plantios de cerejeiras.
Provavelmente, o subgrupo suzukii se originou no sudoeste asidtico, onde D). suzukii era
endémica, ocorrendo em muitos paises asiaticos, como China, Taiwan, Coreia do Norte,
Coreia do Sul, Paquistio, Mianmar, Tailandia, Russia e India (CINI et al., 2012). Contudo, as
origens precisas deste inseto ainda ndo foram elucidadas, j& que os pesquisadores ndo
puderam identificar se esta espécie € nativa do Japao ou se foi acidentalmente introduzida na

virada do século passado (Figura 2.1) (HAUSER, 2011; CINI et al., 2012).
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Figura 2-1- Distribuicdo geografica de Drosophila suzukii em todo o mundo. As areas
circulos sdo regides onde D. suzukii foram registradas pela primeira vez. EUA, de acordo com

Walsh et al. (2011); Europa, Cini et al. (2012); e Japao, Mitsui et al. (2006).
Fonte: Benito et al. (2016)
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O primeiro registro dessa espécie fora da Asia ocorreu em 1980, em Oahu, no Havai
e, mais tarde, em outras ilhas havaianas (HAUSER, 2011). Em 1997, foi relatado na Costa
Rica e, em 1998, sua presenga foi constatada em cole¢des entomologicas no Equador. No
entanto, em relagdo a essas entradas ndo existem informagdes sobre danos economicos
associados (HAUSER, 2011).

Em 2008, D. suzukii foi coletado pela primeira vez nos Estados Unidos no estado da
California, enquanto no ano de 2009 teve um aumento no nimero de ocorréncias de D.
suzukii em diferentes culturas, espalhando para os estados de Oregon, Washington e Florida
(DREVES e RHODALACK, 2011). No mesmo periodo, ocorréncias de D. suzukii foram
registradas também na Columbia Britanica, Canadd (HAUSER, 2011; CINI et al., 2012).

Grandes infesta¢des de D. suzukii foram verificadas no Vale de Santa Clara, e de Yolo
para Stanislaus, as quais ocasionaram grandes perdas em pomares de pequenas frutas
(WALSH et al., 2011). Em 2010, D. suzukii foi registrada em outros estados dos EUA, como
Utah, Louisiana, Carolina do Norte, Carolina do Sul, Wisconsin, Michigan, Alberta e no
Canada foi relatada em Manitoba, Ontario e Quebec (HAUSER, 2011).

Simultaneamente ao aparecimento de D. suzukii no Estados Unidos houve os
primeiros registros de ocorréncia da praga na Europa, em Rasquera, provincia de Tarragona,
Espanha (HAUSER, 2011; CINI et al., 2012) e San Giuliano Terme, Toscana, Italia
(CALABRIA et al., 2011) com ataques registrados em frutas nativas de Vaccinium, Fragaria
e Rubus spp., juntamente com os primeiros registros de danos econdmicos severos a
diferentes espécies de cerejas cultivadas (GOODHUE et al., 2011). Em 2009, adultos de D.
suzukii foram capturados em armadilhas em outras regides de Espanha (Ballaterra, perto de
Barcelona), Franga (Montpellier e Alpes Maritimes) e Italia (Trentino). Nos anos de 2010 e
2011, essa praga dispersou-se para outros paises como Alemanha, Austria, Bélgica, Croacia,
Eslovénia e Suig¢a (CINI et al., 2012).

Os primeiros registros na América do Sul foram feitos por meio de armadilhas com
ingredientes ativos de bananas em area de vegetacdo arborea pertencente a Mata Atlantica,
entre fevereiro e maio de 2013, no Sul do Brasil. As coletas foram realizadas nos municipios
de Botuvera e Nova Veneza, estado de Santa Catarina; e em Osoério, Vila Maria e Erechim,
municipios do Rio Grande do Sul (DEPRA et al., 2014). Posteriormente foi coletada em
armadilhas em morangueiros no municipio de Vacaria, Rio Grande do Sul (SANTOS, 2014).
Neste relato, também se deu o primeiro registro de danos causados por este inseto-praga no

Brasil (SANTOS, 2014).
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Em 2014, a presenca dessa espécie foi relatada em S3o Paulo, através de analises de
frutas oriundas de outras regides (Sdo Joaquim, Santa Catarina e Chile) (Vilela e Mori, 2014).
Atualmente, D. suzukii ja foi encontrada nos estados brasileiros do Espirito Santo
(ZANUNCIO-JUNIOR et al, 2018), Goias (PAULA et al, 2014), Minas Gerais
(ANDREAZZA et al. 2016a), Paran4d (GEISLER et al., 2015), Rio de Janeiro (BITNER-
MATHE et al 2014) e S&o Paulo (VILELA e MORI, 2014). Além do Brasil, D. suzukii
também foi registrada até o momento na Argentina (CICHON et al., 2015, SANTADINO et
al., 2015), no Chile (MEDINA-MUNOZ et al., 2015) e no Uruguai (GONZALEZ et al.,
2015).

2.3.1 Descrig¢@o morfologica de Drosophila suzukii

Os adultos de D. suzukii caracterizam-se por apresentar tamanhos diferentes, sendo os
machos menores que as fémeas, medindo aproximadamente 3 ¢ 4 mm de comprimento,
respectivamente (NAVA et al., 2015). Eles possuem olhos vermelhos, trés ocelos, antenas
aristas ramificadas e torax de cor castanho pélido ou amarelado, com faixas longitudinais
pretas no abdomen (FUNES et al., 2018). Os machos desta espécie sdo facilmente
distinguiveis, pois apresentam uma mancha preta no apice das duas asas (REVADI et al,,
2015) (Figura 2-2 A). No entanto, eles podem apresentar uma linha de cerdas no primeiro e
segundo segmento tarsal, no primeiro par de pernas (SCHLESENER et al ., 2017).

Os machos de D. suzukii e de Drosophila subpulchrella (Diptera: Drosophilidae)
apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes com a presenga de uma mancha escura
na margem distal das asas (ATALLAH et al., 2014) (Figura 2-2 C). Ressalta-se, também, que
as manchas nas asas dos machos comegam a se desenvolver 10 h apos a emergéncia do
adulto, tornando-se completamente visivel dentro de 48 h (WALSH et al, 2011).

As fémeas adultas medem uma média de 2,5 a 4,0 mm em comprimento, ndo possuem
manchas nas asas, e apresentam ovipositor duplamente serrilhado e estreito, com um conjunto
de dentes robustos esclerotizados (Figura 2-2 B). Além disso, o tamanho do ovipositor € de
seis a sete vezes maior do que a espermateca, enquanto na maioria das espécies esta
propor¢do é de apenas duas a quatro vezes maior (Figura 2-2 D) (WALSH et al., 2011;
ANFORA et al., 2012; DAFF, 2013).
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Figura 2-2- Macho e feméa de Drosophila suzukii. O macho possui mancha escura na

margem distal das asas (A). A fémea possui aparelho ovipositor serrelhado esclerotinizado

(B). Detalhe das manchas dos machos na asa distal (C) e Detalhe do ovipositor das fémeas
D).

Foto: Paulo Lanzetta

Os ovos medem em média 0,62 x 0,18 mm; com coloragdo semitransparente, branco
brilhante (Figura 2-3 A). Apresentam dois filamentos na porg¢do terminal em uma
extremidade, medindo 0,65 mm em média, e sdo as estruturas responsaveis pela respiragao
(KANSAWA, 1939) (Figura 2-3 B). Contudo, Drosophila melanogaster (Diptera:
Drosophilidae) também possui dois filamentos na por¢do terminal dos ovos, embora esta
caracteristica possa ajudar a identificacdo de D. suzukii, uma vez que a maioria das espécies
apresenta quatro ou mais filamentos respiratorios (WALSH et al., 2011; DAFF, 2013).

Os drosofilideos geralmente apresentam trés estadios larvais. O tamanho médio
(comprimento X largura) das larvas € de 0,67 x 0,17 mm no primeiro instar, 2,13 x 0,40 mm
no segundo instar, e 3,94 x 0,88 mm pelo terceiro instar (Figura 2-4) (WALSH et al., 2011).

Logo apds a eclosdo, as larvas apresentam coloragdo branca, com orgaos internos visiveis e
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partes bucais com colora¢do escura. Os ductos respiratorios evoluem de inconspicuas no

primeiro instar larval, para ramificadas e abertas para o exterior no terceiro instar (Figura 2-4)

(WALSH et al., 2011).

Figura 2-3- Ovos de Drosophila suzukii em frutos de morangos e seta indicando os
espiraculos respiratorios (A). Detalhes mostrando os dois tubos respiratorios subapicais nos

ovos (B).

Foto: Paulo Lanzetta

Figura 2-4- Ovo de Drosophila suzukii, instares e ganchos de boca.

Fonte: Timmeren et al. (2017)
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Pupas masculinas sdo geralmente menores que as das fémeas, em média 2,90 x 0,99
mm para machos e 3,18 x 1,06 mm para fémeas (Figura 2-5 A). As pupas apresentam dois
alongamentos em uma das por¢des terminais, resquicios dos filamentos respiratorios

encontrados nas larvas. As pupas apresentam inicialmente uma colora¢do amarelada

acinzentada, com consisténcia macia. Mais tarde, elas se endurecem e ficam com tonalidade

castanha (Figura 2-5 B) (WALSH et al., 2011; DAFF, 2013).

Figura 2-5- Pupas de Drosophila suzukii em frutos de morangos (A) e pupas com tonalidade

castanhas (B) .

Foto: Paulo Lanzetta

2.3.2 Bioecologia de Drosophila suzukii

As fémeas alcancam a maturidade sexual em um ou quatro dias em condigdes
favoraveis de temperatura (23+2°C) (REVADI et al., 2015). O periodo de pré-oviposi¢do dura
de 7 a 8 dias, apos as mesmas podem ovipositar por 53 a 54 dias (SCHLESENER et al ,
2018). Em condi¢des controladas de 23+2°C; 70+ 10% U.R, e fotoperiodo de 12:12
(claro:escuro) uma fémea de D. suzukii pode colocar 570-630 ovos durante sua vida e
longevidade média dos adultos 116-129 dias (SCHLESENER et al., 2018). Assim que
emergem, os adultos tornam-se sexualmente ativos em um a quatro dias (REVADI et al,
2015) e a razdo sexual ¢ de 0,5 (SCHLESENER et al., 2018). O acasalamento dura de 2
minutos a 1:25 horas, sendo em média de 26 minutos (REVADI et al., 2015).
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O desenvolvimento de ovo para adultos pode demorar 12 dias, com capacidade de
gerar até 12 geragOes anuais em 23 + 2°C, 70 + U.R,, e fotoperiodo de 12: 12 (claro: escuro)
(SCHLESENER et al., 2018) (Figura 2-6).

L(_l Macho Fémea v

930+ 3.7 chas) (79.5 £ 4.8 chas)

Periodo
(ovo a adulto)
(12,8 + 0.2 dias)

Pupa Ovo
(5.8+0.1 dias) (1401 dia)
N\
\ A}

Larva
9,0+ 0.2 chas)

Figura 2-6- Ciclo de vida de Drosophila suzukii em condigdes de 23 £2°C, 70+ UR , e

fotoperiodo de 12: 12 (claro: escuro)

Foto: Paulo Lanzetta

2.3.3 Efeitos das condi¢des climaticas no desenvolvimento de Drosophila suzukii

Embora D. suzukii apresente uma menor tolerdncia ao clima frio do que outros
drosofilideos, ela possui mecanismos de hiberna¢do quando na fase adulta (KANSAWA,

1939; KIMURA, 2004). Sob temperaturas inferiores a 5 °C, os individuos recém-emergidos
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ndo amadurecem sexualmente e os adultos sexualmente maduros entram em diapausa.
Quando as temperaturas se tornam favoraveis, eles retomam suas atividades. As fémeas
ovipositam centenas de ovos antes dos periodos frios e entdo entram em diapausa, podendo
sobreviver nesse estado por até 200 dias (KANSAWA, 1939).

Em um trabalho desenvolvido no Japdo, em cerejeiras, foi observado que os adultos
entraram em diapausa durante o inverno e recuperaram suas atividades nos meses de abril e
maio, assim que as condigdes climaticas se tornaram mais favoraveis (KANSAWA, 1939).
Entretanto, este processo de diapausa em D. suzukii ainda ndo estéd totalmente elucidado. Nao
sabe se este processo ¢ mediado por mudangas fisiologicas ou comportamentais, embora
acredita-se que essa capacidade tende a se desenvolver através de processos de migragdo para
areas de altitude elevada, por meio de aclimatagdo e/ ou através da busca por abrigo em locais
de refugios naturais ou proporcionados pelos humanos (ANFORA et al., 2012; DAFF, 2013).

A capacidade de suportar uma ampla faixa de temperatura ¢ uma caracteristica
relevante e de extrema importancia a sua adaptabilidade. As temperaturas mais favoraveis ao
desenvolvimento de D. suzukii vao de 20 a 25 °C (EMILJANOWICZ et al., 2014), embora
28,1 °C tenha sido definida como a temperatura ideal para o desenvolvimento destas
drosofilas (TOCHEN et al., 2014).

As temperaturas limites para a reproducdo e oviposigdo sdo de 10 e 32 °C, e a partir de
30 °C a fertilidade dos machos ja ¢ afetada (LEE et al., 2011; ANFORA et al,, 2012). Além
disso, em temperaturas inferiores a 10 e superiores a 30 °C ocorre a auséncia de oviposi¢ao
(TOCHEN et al., 2014). Quando as temperaturas comecam a aumentar, a D. suzukii tende a
migrar para regides de maior altitude, coincidindo, dessa maneira, com o decréscimo das
populagdes nas regides baixas e quentes, durante o solsticio de verdo (Mitsui et al., 2006). Por
outro lado, Anfora et al. (2012) relataram quem essa espécie pode ser considerada altamente
tolerante as mudancas climaticas, pois € capaz de suportar verdes intensos como os da
Espanha e invernos extremos, como os das regides montanhosas do Japao e dos Alpes (LEE
etal., 2011).

A maioria dos estudos sobre os efeitos de condigdes climaticas adversas sobre os
drosofilideos e at¢ mesmo em outros insetos, geralmente sdo focados em condi¢des extremas
de temperatura. Todavia, esses insetos podem ser sujeitos a uma combinagdo de fatores
indesejaveis, como altas temperaturas e dessecacdo, e as respostas fisiologicas a esses fatores
determinardo sua sobrevivéncia. Esse inseto deve apresentar preferéncia por altas umidades,
uma vez que, existe auséncia de relatorios de danos ocasionados em culturas no Mediterraneo

Europeu (HAUSER et al., 2011).
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A exposicdo de espécies do género Drosophila a condigdes extremas de umidade e
temperatura também podem transmitir uma maior tolerancia as condigdes climaticas adversas.
Quando individuos de Drosophila simulans (Diptera: Drosophilidae) foram expostos por um
curto periodo de tempo a diferentes temperaturas (35, 31 e 18 °C) em combinag¢do com altas e
baixas umidades (90 e 20% RU), as moscas, que anteriormente estavam aclimatadas
previamente as temperaturas e umidades extremas, foram mais resistentes ao calor e a
dessecacdo quando comparada as demais combina¢des. O aumento da tolerdncia a ambos
tipos de estresse favorece a aclimatacdo a ambientes mais secos e quentes (BUBLIY et al.,
2013). Da mesma forma, foi verificado que o aumento na tolerdncia a dessecagdo também
confere maior resisténcia de D. melanogaster ao frio (AGGARWAL et al., 2013). Esses
dados sdo preocupantes, pois isso pode propiciar a ocorréncia desse inseto pragas em regides
com amplas diferencas de temperaturas no Brasil, como por exemplo, em outros biomas como
o cerrado, onde durante o dia apresenta altas temperaturas, € a noite apresentam temperaturas

mais baixas (BENITO et al., 2016).

2.3.4 Ecologia de Drosophila suzukii

A espécie D. suzukii foi descrita em associagdo com uma série de frutos de tegumento
frageis (DAFF, 2013). Os frutos se tornam suscetivel ao ataque desse inseto assim que
comec¢am a maturagdo (LEE etal., 2011).

As fémeas desta espécie ovipositam preferencialmente dentro de frutas maduras e,
ocasionalmente, em frutos parcialmente maduros (LEE et al., 2011). Em um teste de escolha,
11% dos ovos foram colocados sobre cerejas ndo maduras, 34% ligeiramente maduras cerejas
e 55% em cerejas totalmente maduras (KANSAWA, 1939). Quando analisada a porcentagem
de emergéncia em cerejas, a eclosdo de apenas 50% dos ovos foi verificada em frutas verdes,
90% em frutas maduras e 100% em frutas totalmente maduras. Apenas 10% dos ovos
depositados em frutas em decomposi¢do eclodiram. Vale a pena mencionar que o maior
namero de ovos foi colocado em frutas maduras (LEE et al., 2011). Da mesma forma, o
desenvolvimento larval ¢ maior em frutos maduros do que em outros estagios de
amadurecimento (DAFF, 2013).

O desenvolvimento de larvas também ¢ afetado pela acidez e teor de agtcar dos frutos.
Este fato foi observado por Malguashca et al. (2010) em uvas, em que os frutos com menor
agucar foram menos atacados e as larvas oriundas de ovos colocados dentro desses frutos ndo

chegaram ao terceiro instar ou morreram no estagio de pupa.
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Quando testado em ameixas, péssegos e cereja foram verificados 20%, 7% e 73% de
oviposi¢do, respectivamente, demonstrando a preferéncia deste inseto por frutos de pele macia
(LEE et al., 2011, POYET et al., 2014). A baixa preferéncia de oviposicdo em péssego foi
atribuida a alta pilosidade do fruto, que dificulta o pouso do inseto e a consequente inser¢ao
do ovipositor (STEWART et al., 2014).

Foi observado, também, que D. suzukii apresenta a oviposi¢do aleatoria e ndo forma
um conjunto de ovos dentro das frutas. Porém, a formagdo de grupos de ovos ocorre
eventualmente, quando as fémeas ovipositam em frutas verdes. Tal evidéncia sugere que esse
drosofilideo ndo coexistem com outras espécies, além disso, em altas infestagdes, € usual que

as fémeas ovipositem apenas um ovo por frutas (MITSUI et al., 2006).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO: PARASITOIDES DE Drosophila suzukii

O controle biolégico (CB) pode ser definido como um fendmeno natural que consiste
na regulacdo do numero de plantas e animais por inimigos naturais, os quais se constituem
nos agentes de mortalidade bidtica (PARRA, 2002). Desse modo, o CB engloba tanto a
introdug@o quanto a manipulagdo dos inimigos naturais pelo homem para o controle de pragas
(aplicado), bem como o controle sem a intervengdo humana (natural) (NAVA, 2007). Em
relagdo a D. suzukii, as primeiras experiéncias com CB testaram a eficacia dos parasitoides
Phaenopria spp. (Hymenoptera: Diapriidae) em condi¢des de laboratorio, no entanto, os
resultados foram insatisfatorios (KANZAWA, 1939). Outros estudos mais recentes, no Japao,
exploraram a ocorréncia de Asobara japonica (Hymenoptera: Braconidae) (MITSUI et al .,
2007, IDEO et al., 2008), Asobara tabida (Hymenoptera: Braconidae) e Ganaspis xanthopoda
(Hymenoptera: Eucoilidae) (MITSUI et al., 2007). Pesquisas com parasitoides que atacam
naturalmente D. suzukii na América do Norte ou na Europa geralmente mostram baixos niveis
de parasitismo dos parasitoides pupais, Trichopria drosophilae (Hymenoptera: Diapriidae) e
Pachycrepoideus vindemiae (Hymenoptera: Pteromalidae) ou dos parasitoides larvais, 4.
Jjaponica, Ganaspis brasiliensis (Hymenoptera: Eucoilidae) e Leptopilina japonica
(Hymenoptera: Figitidae) (ROSSI STACCONI et al., 2013; GABARRA et al., 2015;
MILLER et al., 2015; HAYE et al., 2016; MAZZETTO et al., 2016). No Brasil, espécie de
Leptopilina boulardi (Hymenoptera: Figitidae) e Irichopria anastrephae (Hymenoptera:
Diapriidae) emergiram de frutos de amora e morango coletados em quatro localidades do
interior de Pelotas, RS, Brasil, durante a safra 2015/2016 (WOLLMANN et al., 2016). Porém,

estudos mais detalhados foram realizados com 7 anastrephae, nestes trabalhos dados
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referentes a biologia do hospedeiro (VIEIRA et al, 2019), competicdo extrinseca,
intraespecifica e privagdo de hospedeiros na biologia foram avaliados (KRUGER et al.,

2019).

2.4.1 Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae)

Trichopria anastrephae (Lima, 1940) foi originalmente descrita por Costa Lima (1940),
emergidas de pupas de Anastrepha serpentina e Anastrepha spp. (Diptera: Tephritidae). As
témeas de 7. anastrephae depositam seus ovos no hemocele das moscas e suas larvas
consomem os tecidos internos das pupas, de onde o adulto emerge (KACSOH e SCHLENKE,
2012). Sua ocorréncia foi relatada no Brasil, em Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina e Goids (AGUIAR-MENEZES et al., 2001, MARCHIORI e
PENTEADO-DIAS, 2001; SILVA et al., 2003; GARCIA ¢ CORSEUIL, 2004; CRUZ et al.,
2011) e em outros paises da América Latina, como Argentina (TURICA e MALLO, 1961) e
Venezuela (BOSCAN e GODOY, 1996). Recentemente, vespas de 7. anastrephae foram
registradas parasitando pupas de D. suzukii (Figura 2-7) em frutos de morangos infestados

(WOLLMANN et al., 2016; ANDREAZZA et al., 2017c¢).

Figura 2-7- Trichopria anastrephae parasitando pupas de Drosophila suzukii.

Fonte: Paulo Lanzetta.

42



Como supracitado, no Brasil, a natureza dos trabalhos com 7. anastrephae em sua
maior parte consistem de registros de ocorréncia da espécie em diferentes hospedeiros. No
entanto, recente foi realizado um estudo onde estabeleceu uma técnica de criacao de 7.
anastrephae usando pupas de D. suzukii como hospedeiro (VIEIRA et al., 2019). Este estudo
reportou que a exposi¢do de 15 puparios de um dia de idade, por fémea durante 24 horas
resultou em maior taxas de parasitismo e maior nimero de parasitdides emergidos. Machos e
fémeas de 1. anastrephae alimentados com mel puro (100%) ou mel diluido a 50% em éagua
viveram mais tempo em compara¢do com aqueles alimentados com 10% de mel, sem comida
ou apenas agua (VIEIRA et al., 2019). Kriuger et al. (2019) relataram a competi¢do
intraespecifica de 7. anastrephae, encontrando nas condi¢des avaliadas que o numero de
cicatrizes de oviposi¢do encontradas em puparios de D. suzukii aumentou exponencialmente a
medida que a densidade de casais de parasitoides também aumentou. Enquanto que, as fémeas
de T. anastrephae privadas de hospedeiro por 3 ou 7 dias foram capazes de parasitar uma
quantidade de pupas comparavel a aqueles que foram fornecidos aos hospedeiros sem

privagao.
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3 OLEOS ESSENCIAIS DE Baccharis PODEM SER EFICAZES NO CONTROLE DE

Drosophila suzukii?

Resumo: A diversificada flora da Mata Atlantica representa um excelente recurso de novas
estruturas quimicas com atividade inseticida. O objetivo do trabalho foi determinar o
potencial de uso dos Oleos essenciais (OEs) de sete espécies de Baccharis e seu constituinte
majoritario limoneno para controlar Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae), uma praga
polifaga que ataca frutos de epicarpo delgado. Na concentrac¢do discriminatoria, ou seja 8%
dos OEs, nossos resultados revelaram que B. calvescens, B. mesounera e B. oblongifolia
causaram toxicidade a adultos de D. suzukii (= 95% de mortalidade), o que equivale a
mortalidade causada pelo inseticida sintético spinetoram, utilizado como controle positivo.
Nos testes realizados com larvas de D. suzukii foi observado que os OEs de B. anomala, B.
calvescens, B. mesounera, B. milliflora e B. oblongifolia causaram maiores efeitos larvicidas
(= 97% de mortalidade) e pupicidas (= 100% de mortalidade) e baixa taxa de pupagdo (1 a
6% de pupas formadas). Entretanto, D. suzukii depositou menos ovos em “frutos artificiais”
tratados com B. calvescens, B. mesounera e B. oblongifolia (= 6 ovos/frutos); e uma menor
viabialidade embrionaria quando utilizado individual limoneno, B. calvescens e B.
oblongifolia (= 2 larvas/frutos). Todas as espécies de Baccharis e o limoneno repeliram
significativamente adultos de D. suzukii, quando comparados ao controle com acetona. Em
geral, os OEs de Baccharis, especialmente B. calvescens, B. mesounera e B. oblongifolia, sdo
eficazes no controle de D. suzukii, e promissores para serem utilizados no manejo da praga,
principalmente em sistemas de produgé@o de base orgénica, onde o uso de inseticidas sintéticos

ndo sdo permitidos.

Palavras-chave: drosofila da asa manchada, bioinseticida, limoneno, Baccharis calvescens,

Baccharis mesounera, Baccharis oblongifolia.
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3.1 INTRODUCAO

O género Baccharis compreende 435 espécies encontradas exclusivamente no
continente Americano, com registros desde o sul do Canada até o sul da América do Sul. No
Brasil, 179 espécies foram descritas e a maioria delas com ocorréncia na regido Sul do pais
(Heiden e Schneider, 2015). Baccharis spp. estdo distribuidas na Mata Atlantica, um
“hotspots de biodiversidade” com o maior nimero de espécies de plantas em compara¢do com
outros biomas brasileiros, com mais de 19.000 espécies, das quais 7.600 sdo endémicas
(Forzza et al., 2012). Apesar dos niveis notaveis de endemismo que tornam a Mata Atlantica
uma das regides mais distintas da Regido Neotropical (Ribeiro et al., 2011), pouco se sabe
sobre o0s potenciais recursos genéticos das plantas aromaticas presentes neste bioma.
Atualmente, apenas 29 espécies de Baccharis t€m seus estudos direcionados sobre o perfil
quimico e sua atividade biologica (Ramos Campos et al., 2016).

Uma caracteristica importante desse género € a presenga de metabolitos secundarios —
mais especificamente Oleos essenciais (OEs) — que apresentam uma rica composi¢do de
terpenos formados por monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos (Ramos
Campos et al., 2016). O OE de Baccharis spp. ¢ utilizado ha séculos como agente terapéutico
na medicina tradicional devido as suas propriedades espasmoliticas, diuréticas, anti-
inflamatorias, anti-bacterianas e fungicas (Abad e Bermejo, 2007; Ramos Campos et al,,
2016), e ganhou destaque nas industrias de alimentos e fragrancias. Em adi¢@o, esses OEs sdo
reconhecidos por suas multiplas propriedades contra artropodes, como anti-alimentag@o (Sosa
et al., 1994), fumigantes (Budel et al., 2018), larvicidas (Alves et al., 2018), toxicas e
repelentes a insetos (Garcia et al., 2005). Alguns constituintes individuais do 6leo, como o
limoneno, sdo registrados como seguros nos Estados Unidos pela “United States Food and
Drug Administration”, e atuam dissolvendo os lipidios da cuticula da exoesqueleto, causando

desidratagcdo e morte do inseto, enquanto outro, como aldeido perilla, se mostra mais ativo na
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atividade inibitoria da acetilcolinesterase (AChE) em D. suzukii (Park et al., 2016). Um
exemplo classico de produto comercial ¢ o 6leo de limoneno, um subproduto extraido
principalmente das cascas de laranja, sendo registrados contra ectoparasitos de animais
domésticos, tais como: acaros, carrapatos, pulga e piolhos (Buss e Park Brown, 2002).

No setor agricola, varios OEs mostraram-se promissores principalmente para acaros e
insetos de corpo mole (Isman et al., 2008), entre eles a drosofila-da-asa-manchada Drosophila
suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) uma praga polifaga que ataca frutos de epicarpo
delgado em todo o mundo (EPPO, 2020). Perdas economicas sdo causadas pelas fémeas de D.
suzukii que possui um ovipositor serrilhado que lhes permite ovipositar em frutos sadios e
maduros, enquanto que as larvas em desenvolvimento causam amolecimento dos frutos e
podem promover rapida decomposi¢do, inviabilizando os frutos para comercializagdo (Walsh
et al., 2011). Portanto, o manejo de D. suzukii ¢ desafiador devido a sua ampla gama de
hospedeiros, curto ciclo biologico e ampla adaptagdo ambiental (Wollmann et al., 2019).
Embora existam inseticidas sintéticos disponiveis no mercado para o controle de D. suzukii,
estes produtos possuem periodo de caréncia de 5 a 14 dias (Renkema et al, 2016), e
aplicagcdes frequentes podem ser necessarias para manter o nivel populacional baixo (Bruck et
al,, 2011). Além disso, o desenvolvimento de resisténcia de D). suzukii aos inseticidas
sintéticos tem sido reportada (Gress e Zalom, 2018), provavelmente ao manuseio inadequado
dos produtos, como uso excessivo do mesmo grupo quimico sem alternancia. Para dificultar
ainda mais o cultivo de pequenas frutas nos principais paises produtores, como no Brasil, ¢
realizado em pequenas propriedades onde adotam o regime das politicas organicas ou de
baixo residuo, nas quais o uso das substancias sintéticas € restrito ou proibido (Zanardi et al.,
2015).

Assim, os OEs podem ser uma alternativa segura no manejo de D. suzukii frente ao uso

de pesticidas sintéticos em pomares, além de ser uma estratégia bioracional (Kohler et al.,
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2013; Bernardi et al., 2017). Uma vez que, estes também incluem os seguintes atributos: 1)
podem ser obtidos em larga escala com preco baixo e suprimentos abundantes de varios 0leos;
2) possuem diferentes modos e locais de acdo de agdo fazendo com que o desenvolvimento de
resisténcia seja menor que os inseticidas convencionais; 3) apresentam baixo periodo residual
devido a sua alta volatilidade; 4) OEs e seus constituintes sdo relativamente nio toxicos para
mamiferos, com raras exce¢des (Isman et al., 2011).

Até o momento, nenhum estudo foi realizado para avaliar o efeito dos OEs de Baccharis
spp. em D. suzukii. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade letal dos
OEs obtidos de folhas de sete espécies de Baccharis, sobre adultos e larvas de D. suzukii.
Além disso, foram realizados testes para avaliar o efeito dos 6leos essenciais na oviposi¢ao e

desenvolvimento embrionario de D. suzukii.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtengdo do material vegetal para extragdo dos 6leos essenciais

Informagdes sobre as espécies de Baccharis que constituiram os tratamentos € o
controle sdo detalhadas na Tabela 3-1. Os espécimes foram identificados pelo especialista
Osmar dos Santos Ribas e depositados no Herbario do Museu Botanico Municipal (Museu
Botanico Municipal - HMBM), Parana, Brasil (25° 2837, 90 ° N, 49 © 59’34, 50 ° E e 960 m

de altitude).
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Tabela 3-1- Tratamentos avaliados para o manejo de Drosophila suzukii

Tratamentos Descrigio Concentracdo testada“ Origem/Fabricante
. Constituinte individual, (CAS: 5989-27-5) Sigma-Aldrich Brazil (Sdo Paulo, SP,
Limoneno . 8% .
(commercial) Brasil)
Baccharis anomala Oleo essencial extraido das folhas de Baccharis ]% Extrz}gﬁo e fonnulagﬁo de laboratdrio
anomala DC. (pre-commercial) (Curitiba, Parana, Brasil)®
Baccharis calvescens Oleo essencial extraido das fol.has de Baccharis ]% Extrz}gﬁo e fonnulagﬁo de laboratdrio
calvescens DC. (pre-commercial) (Curitiba, Parana, Brasil) ®
Baccharis calvescens Oleo essencial extraido das fol.has de Baccharis ]% Extrz}gﬁo e fonnulagﬁo de laboratdrio
calvescens DC. (pre-commercial) (Curitiba, Parana, Brasil) ®
Baccharis milliflora Oleo essencial extraido das fqlhas de Baccharis ]% Exnz}gﬁo e fonnulagﬁo de laboratdrio
milliflora DC. (pre-commercial) (Curitiba, Parana, Brasil)®
Baccharis oblongifolia Oleo essencial extraido das folhas de Baccharis ]% Extrz}gﬁo e fonnulagﬁo de laboratdrio
oblongifolia DC. (pre-commercial) (Curitiba, Parana, Brasil) ®
Baccharis trimera Oleo essencial extraido das folhas de Baccharis ]% Extrz}gﬁo e fonnulagﬁo de laboratdrio
trimera DC. (pre-commercial) (Curitiba, Parana, Brasil)®
Baccharis uncinella Oleo essencial extraido das folhas de Baccharis 8% Extracdo ¢ formulacdo de laboratério
uncinella DC. (pre-commercial) (Curitiba, Parana, Brasil) ®
. a . a Dow AgroSciences Industrial Ltda. (Sao
Delegate 250 WG Espinetoram’ 75 gdeia. 100 L Paulo. SP, Brasil)
Arzadiractina Limoneno 250 mL de i.a. 100 L UPL Brasil (Campinas, Sao Paulo, Brazil)

*Concentracgdo: 8% ( 0,16 mL) de 6leo essencial por 1,84 mL de acetona; 250 mL de produtos comercial por L de 4gua (Azamax®); 75 mg de
produto comercial por L de dgua (Delegate®)."Laboratorio de Ecofisiologia, Universidade Federal do Parana (Extragdo) e Laboratorio de
Semioquimicos, Universidade Federal do Parana (Formulagdo), Parana, Brasil.
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Para a extracdo dos OEs, as folhas coletadas foram cortadas em segmentos de + 2 cm e
submetidos a hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger (Vidrolabor, Sdo Paulo, Brasil)
durante 4 horas e 30 minutos. Posteriormente, o hidrolato foi separado usando sulfato de
sodio anidro. As amostras foram mantidas em freezer a — 20 °C até anédlise quimica. O
limoneno foi selecionado para os bioensaios realizados, devido ser o constituinte majoritario
comum em todas as espécies estudadas. Padrdes desse constituinte, D-limoneno (CAS: 5989-
27-5), foram obtidos da Sigma-Aldrich Brazil (S&o Paulo, Brazil) e tem uma pureza de >

99%.

3.2.2 Analise quimica dos 6leos essenciais: identificacdo e quantificagio

A CG / EM foi realizada em um cromatografo a gas Agilent 6890® acoplado a um
detector de massa Agilent 5973 N®. O GC foi equipado com uma coluna capilar fundida HP-
SMS (espessura do filme de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) revestida com fase estacionaria de
5% de fenil-95% de dimetilpolisiloxano. O hélio foi usado como gés de arraste, a uma vazio
de 1,0 mL / min. A programacio da temperatura foi ajustada para 60-240 ° C na taxa de 3 ° C
/ min, aquecida a 240 ° C e mantida nessa temperatura por 10 minutos. A temperatura do
injetor foi mantida a 250 °© C. As amostras de OEs foram diluidas para uma solugéo a 1% em
diclorometano e 1,0 uL. da solucgdo foi injetado com uma proporg¢do de particdo de 1:20. O
detector de massa foi operado no modo de ionizagdo de elétrons (70 eV) a uma taxa de 3,15
varredura / min e uma faixa de varredura de 40 a 450 Da. A linha de transferéncia foi mantida
a 260 ° C, a fonte de ions a 230 © C e o analisador (quadrupolo) a 150 ° C. Para a
quantificagio, os OEs foram injetados e o CG Agilent 6890A®, equipado com FID, foi
operado a 280 ° C. O hidrogénio foi usado como gas transportador, a uma taxa de fluxo de 1,5

mL / min, usando a mesma coluna e condi¢des descritas acima.
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A quantificagdo de cada constituinte foi estimada pelo detector de ionizagdo por chama

(FID) com a area de pico correspondente, que foi determinada com base na média de trés

injecdes (Tabela 3-2).

Tabela 3-2- Composi¢do do oOleo essencial (%) das amostras de folhas frescas de sete

espécies de Baccharis coletadas na Regido Neotropical, Brasil.

% area do pico

Constituintes Rt JRe T T T T o o m
1. o-thujeno 924 926 09 14.4
2. o-pineno 932 935 44 67 48 15,5
3. sabineno 969 965 6,3
4. PB-pineno 974 974 137 48 48 82 5.0
5. limoneno 1024 1026 39,5 24,1 18,6 22,6 322 327 239
6. acetato de 1298 1298 52,7
carquejila
7. germacreno D 1484 1485 6,3 19,7
8.  palustrol 1567 1565 6,4
9. espathulenol 1577 1576 2,0 17,2
10. Oxido de 1582 1584 24 63 2.4 31
cariofileno
11. viridiflorol 1592 1592 241
12. a-cadinol 1652 1651 33 19 10 14 1,5 16

Nota: IR™ = Indice de Reteng¢io da Literatura, IR = Indice de Retencdo Calculado. 1*

Baccharis calvescens; 2* B. uncinella, 3* B. trimera;, 4* B. milleflora;, 5* B. mesoneura; 6*

B. oblongifolia; e 7* B. anomala.

A identificagdo dos componentes dos 6leos foi realizada pela comparagdo dos espectros

de massa com os das bibliotecas comerciais (McLafferty e Stauffer, 1994; Nist, 2014) e

também por seus indices de retengdo linear (Van Den Dool e Kratz, 1963), apos o injegdo de

uma série homologa de alcanos (Cs — Ci), nas mesmas condi¢gdes experimentais, em

comparagdo com dados da literatura (Adams, 2007).
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3.2.3 Colonia de Drosophila suzukii

Os exemplares de Drosophila suzukii utilizados nos bioensaios estavam na décima
geragdo, sendo que a coldnia foi estabelecida a partir de insetos coletados em morangueiro
(Fragaria * ananassa Duchesne) em janeiro de 2018, na cidade de Curitiba (31° 3820" S,
52° 30'43" W), Parana, Brasil. Para a criagdo das moscas, os frutos infestados de morangos
foram colocados individualmente em potes de plastico (150 mL) com tampa perfurada (2 cm
de diametro) e cobertas com tecido de voile contendo uma fina camada de vermiculita (1 cm).
Os frutos foram mantidos em uma sala com ar condicionado a 25 + 2 °C, 70 = 10% UR e
fotoperiodo 12:12 (C:E) horas até a emergéncia do adulto. Posteriormente, machos e fémeas
foram transferidas para garrafas de vidro (300 mL) contendo dieta artificial (12 mL),
consistindo de farinha de milho, agticar e levedura (Schlesener et al., 2018). Antes de cada
bioensaio, adultos de sete dias de idade, foram privados de alimentos por 8 horas, mas com o

fornecimento de 4gua em algodao hidrofilico.

3.2.4 Bioensaios

Todos os bioensaios foram realizados em condi¢des controladas (25 = 2 °C, 70 + 10%
UR e fotoperiodo 12:12 (C:E) horas) usando um delineamento inteiramente casualizado. Os
tratamentos e concentragdes discriminatoérias utilizadas estdo detalhados na Tabela 3-1. Como
solugdes de 0,25; 0,50; 0,75; 1.0; 2,0; 4,0; 8,0% dos OEs intactos de Baccharis spp. (B.
anomala, B. calvescens, B. mesoneura, B. milleflora, B. oblongifolia, B. trimera e B.
uncinella) e o constituinte individual limoneno, foram preparadas diluindo todos os
tratamentos em solvente acetona (PanReac-UV-IR-HPLC-GPC PAI-ACS, 99,9% de pureza).
A formulagio baseada em espinoteram (7,5 mg ia L'; Delegate® 250WG, Dow
AgroSciences, Santo Amaro, S3o Paulo, Brasil) e o bioinseticida a base de limondide

(azadiractina + 3-tigloil-azadiractol, 1,2 mL i.a L"!; Azamax® 1,2 EC, UPL Brasil, Campinas,
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Sdo Paulo, Brasil) foram utilizados como controle positivo (Tabela 3-1). Como controle
negativo foram utilizados os solventes (agua ou acetona) utilizados na solubilizagdo dos

respectivos tratamentos.

3.2.5 Testes discriminatérios (experimento inicial)

Para avaliar a toxicidade letal nos bioensaios de ingestdo e aplicagdo topica, dos OEs
de Baccharis spp. e do constituinte limoneno, foram realizados testes iniciais utilizando a
concentragdo discriminatoria de 8% em adultos de D. suzukii (Tabela 3-1).

Para os bioensaios de ingestdo, os insetos foram separados em grupos (unidades de
amostra) de 10 casais (sete dias de idade) e colocados dentro de gaiolas feitas de copos
plasticos transparentes (1 L) e virados de cabega para baixo em uma placa de Petri® (25 cm de
diametro) e selado na parte superior (fundo do copo) com uma malha de voile para ventilagdo.
Apoés a preparacdo das solugdes apropriadas, os produtos foram oferecidos aos insetos por
capilaridade em rolos de algodao dentro de frascos de vidro de 10 mL por 24 horas. Apos esse
periodo, alimentos e dgua destilada substituiram os tubos de vidro com algodao tratado até o
final do periodo de avaliacdo, conforme método descrito por Schlesener et al. (2018). A
mortalidade foi avaliada por até 120 horas apds o inicio do tratamento. Para cada tratamento,
foram utilizadas quatro repeti¢des, cada uma composta por 20 moscas (n = 80).

Para os bioensaios de aplicagdo topica, adultos de D. suzukii (oito casais) com sete
dias de vida oriundos da criagdo de manutencdo foram separados e colocados em tubos de
vidro transparente (2,5 cm de didmetro x 8 cm de comprimento), selados na parte superior
com um tampao de algoddo hidrofilico. Posteriormente, os insetos foram sedados a 2 °C por
40 a 60 segundos. Em seguida, os insetos foram colocados em uma placa de Petri (9 cm de
didmetro) forrada com papel de filtro, e os tratamentos foram pulverizados sobre as moscas

usando uma "Torre dos Potter" (Burkard Scientific Uxbridge, Reino Unido), aplicando 2 mL
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de OE por unidade de amostra a uma pressio de trabalho de 7 Ib em™ resultando em uma
deposi¢cio média de residuos de 1,0 mg cm? Apds a pulverizagdo, as moscas foram
cuidadosamente colocadas dentro de gaiolas plasticas transparentes (500 mL) como descrito
anteriormente e alimentadas com dieta artificial e agua destilada durante todo o periodo de
avaliagdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, com sete tratamentos
contendo cinco repeti¢des (gaiolas) com 16 adultos de D. suzukii por repeti¢do (n= 80). A
mortalidade em cada tratamento foi avaliada em intervalos de 1 hora para as primeiras 24
horas apos a exposi¢do aos tratamentos (HAET) e a cada 24 horas apds 24 a 120 HAET. Nos
dois experimentos, as moscas foram consideradas mortas quando nenhum movimento ocorreu
apds o toque com um pincel fino. A mortalidade corrigida foi calculada usando a equacdo de

Abbott (1925).

3.2.5.1 Curvas de concentragdo-resposta

Com base no experimento inicial, os tratamentos foram selecionados e submetidos a um
novo bioensaio para estimar a concentragdo necessaria para matar 50% e 90% das moscas
expostas (CLso e CLoo, respectivamente). Para tanto, foram definidas sete concentragdes
(intervalo: 0,25 — 8,0 % para os OEs de Baccharis spp. e do constituinte limoneno; intervalo:
5 — 75 mg L para espinoteram; intervalo: 25 — 250 mg L™ para o bioinseticida a base de
limoneno commercial) para cada tratamento e o modo de exposi¢do baseado no procedimento
proposto por (Finney, 1971). Os procedimentos de exposi¢do e avaliagdo, bem como os
critérios de mortalidade, foram os mesmos utilizados nos testes iniciais. Nos bioensaios de
ingestdo, foram utilizadas quatro repeti¢des, cada uma contendo 20 moscas (n = 80) para cada
concentragdo de cada inseticida. Nos bioensaios de aplicagdo topica, 5 réplicas cada uma

contendo 16 moscas (n = 80) foram usadas para cada concentragdo de cada inseticida testado.
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3.2.6 Dissuasdo da oviposi¢ao

Para avaliar o efeito dos OEs das diferentes espécies de Bacharis sobre a oviposi¢io
foram realizados bioensaios de ndo-escolha. Para isso, “frutos artificiais” foram preparados
com agar (19 g), gelatina de framboesa (10 g), metilparabeno (Nipagin, Vetec, Quimica Finz,
Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) 8 mL (0,8 g dissolvido em 8 mL de alcool etilico
absoluto a 99,9%) e agua destilada (refluxada; 850 mL), de acordo com o método adaptado
proposto por Schlesener et al. (2017).

Em cada “fruto artificial”, foram pulverizadas as solug¢des aplicando 1 mL de OE (B.
anomala, B. calvescens, B. mesoneura, B. milleflora, B. oblongifolia, B. trimera e B.
uncinella, e do constituinte individual limoneno) por unidade de amostra a uma pressdo de
trabalho de 7 1b in, resultando em um residuo médio deposi¢do de 0,4 mg cm?. Em seguida,
os “frutos artificiais” foram condicionados por trés horas em uma sala climatizada (25 +2 °C,
70% = 10% UR e fotoperiodo de 12:12 (C:E) horas para evaporar o excesso de umidade e,
consequentemente, a deposigdo residual. Depois, o “fruto artificial” (unidade de amostra); foi
colocado individualmente em um recipiente de plastico (250 mL), com tecido de voile (4 cm
de didmetro) para troca gasosa do interior com o0 meio exterior. Posteriormente, cinco casais
de D. suzukii (= sete dias) foram adicionados para acasalar e ovipositar. Apos 24 horas, os
adultos foram removidos e os ovos e larvas no “fruto artificial” foram contados com auxilio
de um microscdpio estereoscopico (40 x de aumento; Série NO106; Global Optics, Monte
Alto, Sdo Paulo, Brasil). O delineamento foi realizado em delineamentos em blocos ao acaso,

com 30 repeti¢des por tratamento.
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3.2.7 Repeléncia

As fémeas de D. suzukii foram individualizadas e testadas com no maximo 24 horas de
idade, em olfatometro tipo de vidro de dupla escolha, com didmetro de 8,0 cm, arena inicial
de 20 cm de cada lado, sob luz fluorescente (60 W, luminancia de 290 lux). Na extremidade
de um dos bragos do olfatémetro foi colocado um papel filtro de 4 x 10 cm, dobrado em
forma de gaita, contendo 5 ul. dos OEs de Baccharis spp. e do constituinte individual
limoneno na concentragdo discriminatéria (8% do 06leo), na outra extremidade, adicionado
outro papel filtro (4 x 10 cm) com o mesmo volume do solvente acetona (controle). Um fluxo
de ar, previamente filtrado com carvdo ativo, era conduzido para dentro do sistema com o
auxilio de uma bomba a vacuo conectada a um fluximetro e um umidificador, a uma taxa de
0,8 L / min. A cada quatro repeti¢des, o olfatdmetro foi lavado com sabdo neutro e hexano,
sendo posteriormente seco em estufa de esterilizacdo a 150 °C. Apds este processo, as
substancias eram renovadas e continuadas as avaliagdes. Cada tratamento consistiu de 40
repeti¢des. As respostas foram consideradas positivas (OE ou acetona) quando as moscas
alcangavam a fonte de odor ou percorriam, pelo menos, 10 ¢cm dentro dos bragos do

olfatométro e permaneciam nesta area por, no minimo, 1 minuto.

3.2.8 Efeito larvicida e parametros biologicos

Para avaliar o efeito larvicida dos OEs de Baccharis spp. (B. anomala, B. calvescens,
B. mesoneura, B. milleflora, B. oblongifolia, B. trimera e B. uncinella) e do constituinte
individual limoneno, grupos de 20 larvas de D. suzukii no estdgio L3 foram introduzidas em
tubos de vidros transparente (2,5 cm de didmetro x 8 cm de comprimento) contendo um papel
de filtro (2 x 4 cm) impregnado com 0,2 mL de solugdes de OE, solubilizadas em acetone
(PanReac-UV-IR-HPLC-GPC PAI-ACS, 99,9% de pureza). Foram utilizados os tratamentos
0,25; 0,50; 0,25; 0,50; 0,75; 1.0; 2.0; 4,0; 8,0% de Oleos. Acetona e agua destilada foram
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usadas como controles negativos. Apos a aplicagdo dos OEs, os tubos de vidros foram selados
com tecido voile para facilitar a aerac¢do, e foram mantidos por 3 min. em exaustor, sendo
posteriormente transferidos para condigdes controladas (25 + 2 °C, 70 £ 10% UR e
fotoperiodo 12:12 (C:E) horas). No total foram utilizadas 100 larvas L3 para cada
concentragdo, em cinco repeti¢des de 20 larvas. A mortalidade das larvas L3 de D. suzukii foi
avaliada 6, 24 e 48 horas ap0s o contato com os tratamentos, sendo calculada a mortalidade
total (MT) conforme Kumar et al. (2014). Outros parametros bioldgicos como taxa de
pupacdo (PR), mortalide pupal (PM), e deformidade de adultos (AD) também foram

registrados e calculados como segue abaixo (Kumar et al., 2014; Singh e Kaur, 2016):

MT = (total larvas mortas x 100) / total de larva testadas
PR = (total de pupa x 100) / total de larva testadas
PM = (nimero de pupas mortas / numero de pupas introduzidas) x 100

AD = (total adultos deformados x 100) / total adultos emergidos

3.2.9 Analise dos dados

Modelos lineares generalizados (GLM) da familia de distribui¢des exponenciais (Nelder
e Wedderbum, 1972) foram utilizados para a analise das variaveis estudadas. Quando houve
diferengas significativas entre os tratamentos, foram realizadas comparagdes multiplas (teste
de Tukey, P < 0,05) utilizando a fung¢o glht por meio do pacote Multicomp, com ajuste dos
valores de p. Todas as analises foram realizadas usando o software estatistico “R” versdo
2.15.1 (R Development Core Team, 2012). Um modelo binomial com uma fungio
complementar de log-log link (modelo gompit) foi usado para estimar as concentragdes letais
(LC50 e LC90), usando o Probit Procedure no software SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2011).

Finalmente, o tempo letal médio (TLso) foi estimado pelo método proposto por Throne et al.
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(1995) para anélise Probit de dados correlacionados. Uma porcentagem de repeléncia (PR) foi
calculada de acordo com Liu et al. (2008). Uma porcentagem de repeléncia de cada oleo /
composto foi calculada usando a formula: PR (%) = [(Nc¢ - Nt) / (N¢c + Nt)] x 100 onde Nc foi
o numero de insetos presentes no controle negativo, Nt foi o numero de insetos presentes no

tratamento.

3.3 RESULTADOS

Apds 120 horas de exposigdo, os OEs de B. calvescens, B. mesounera e B.
oblongifolia (8% de 6leo) e o Delegate® (75 mg L) apresentaram alta toxicidade, com
mortalidade da D. suzukii superiores a 90% por ingestdo e/ou aplicagdo topica (Figura 3-1).
Esses valores foram significativamente maiores (aplicagdo topica [F= 21232; df = 9; P <
0,0001)]; ingestdo [F= 194,3; df = 9; P <0,0001]) que o constituinte isolado limoneno, B.
anomala, B. milliflora B. trimera e B. uncinella ou bioinseticida a base de limoneno, que
causou mortalidades entre 65 e 81%, tanto no bioensaio de ingestdo quanto com aplicacio
topica (Figura 3-1).

Baseado nas curvas da concentragdo-resposta para o bioensaio de ingestdo, a
toxicidade dos OEs de B. anomala, B. calvescens, B. mesounera, B. milliflora, B.
oblongifolia, B. trimera e B. uncinella foram maiores (CLso = 6,44 — 11,64 mg L") do que o
Delegate®™ (CLso = 25,40 mg L) as 120 horas (Tabela 3-3). Da mesma forma, em relagio aos
valores de CLoo, a toxicidade das espécies de Baccharis foram maiores que o Delegate®; os
valores de CLoo variaram de 17, 02 — 21,04 mg L! para os OEs, e 51, 89 mg L! para o
Delegate™, apos 120 horas de exposigdo aos tratamentos (Tabela 3-3).

Nos bioensaios de aplicagdo topica, a CLso estimada em 120 horas para o inseticida
Delegate® foi significativamente menor (CLso = 10,55 mg L) do que o observado com os

OEs extraidos das espécies de Baccharis avaliadas (CLso = 3,12 — 7,76 mg L") (Tabela 3-3).
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Em relagdo aos valores de CLoo, a toxicidade do Delegate® (CLoo = 54,13 mg L) foi menor
que B. anomala, B. calvescens, B. mesounera, B. milliflora, B. oblongifolia, B. trimera e B.
uncinella (CLoo = 16,11 — 22,15 mg L!) as 120 horas apds da aplicagdo topica dos produtos
(Tabela 3-3).

100

80

60

Mortalidade (%)

40

Tratamentos

m Aplicacdo topica (F =212.32, d.f=9; P < 0.0001) Ingestdo (F =194.3, d.£=9: P < 0.0001)

Figura 3-1- Mortalidade de Drosophila suzukii quando submetida a bioensaios de aplicagdo
topica e ingestdo em diferentes tratamentos, contituidos de 6leos essenciais de diferentes

espécies de Baccharis, limoneno, Azadiractina® e Delegate®.

As médias seguidas de letras diferentes nas colunas (dentro de cada bioensaio de exposi¢do)
indicam diferencas significativas entre os tratamentos (cum com distribui¢do quase binomial
seguida pelo teste de Tukey, P <0,05);

Os resultados também mostraram que o TLso depende da concentragdo em ambos os
procedimentos de exposi¢do. Nos bioensaios topico, o TLso dos OEs foi de 11,78 HAET para
limoneno; 7,76 para B. anomala;, 8,71 para B. calvescens; 4,89 para B. mesounera;, 4,76 para
B. milliflora; 4,55 para B. oblongifolia;, 4.96 para B. trimera; 7,10 para B. uncinella. Nos
bioensaios de ingestdo, TLso foi de 66,41 HAET para limoneno 43,24 para B. anomala; 48,05
para B. calvescens;, 43,16 para B. mesounera, 46,30 para B. milliflora; 55,42 para B.

oblongifolia; 42,76 para B. trimera; 52,48 para B. uncinella. (Tabela 3-4).

58



Tabela 3-3- Estimativa da CLso e CLs (em mg L!) bem como o intervalo de confianga de

Baccharis spp., limoneno, inseticida sintético & base de espinosina (Delegate®) e azadiractina

(Azamax®™) sobre adultos de Drosophila suzukii em 120 HAE nos bioensaios de de aplicagdo

topica e ingestao.

Tratamentos Slope + SE CLso (IC 95%)* CLoo (IC 95%) ¥  GLY
BIOENSAIO DE INGESTAO
Limoneno 2,90 + 0,34 19,81 (18,54 — 22,15) 25,11 (23,11 - 26.14) 908 9
B. anomala 2,81 +0.42 11,64 (8.74 — 13.45) 18,98 (17,10 — 20,05) 813 9
B. calvescens 3,12+ 031 8.89 (6.83 — 10.45) 17.42 (16,08 — 20,15) 712 9
B. mesounera 2,98+ 0,24 6,71 (5.12 - 9,11) 17,02 (16,04 — 19,78) 811 9
B. milliflora 2,64 +0.32 6.44 (5,74 - 9,15) 19,23 (18,78 - 20,07) 845 9
B. oblongifolia 3,10+ 0,43 6,52 (5.02 - 9,74) 18,13 (16,17 — 20,19) 712 9
B. trimera 2,67 +0.30 10,42 (8.16 —11,11) 21,04 (17,78 — 22.04) 975 9
B. uncinella 3,14+0.27 7.82 (6,57 — 10,14) 17,20 (16,01 — 18,56) 819 9
Delegate® 2,79+0.21 25,40 (21,50 - 27.17) 51,89 (48.6 — 53,17) 976 9
Azadiractina® 2,78+£023 160,14 (155,1 — 162.45) 31045 (304,4+31803 812 9
BIOENSAIO DE APLICACAO TOPICA
Limoneno 2.14+0.13 11,52 (9.10 - 13,12) 29,74 (27,11 - 30,05) 713 9
B. anomala 3,11+0.42 5,94 (3.72 - 7.10) 18,74 (16,11 — 20,15) 912 9
B. calvescens 2,75+0,53 3,40 (2,75 - 5.10) 19.45 (17,83 = 21,14) 604 9
B. mesounera 2,89 +0.42 4,14 (3.74 - 5.01) 18,11 (17,54 — 20,04) 813 9
B. milliflora 3,12+ 032 5,69 (3.15-7.97) 19,75 (17,45 — 20,12) 802 9
B. oblongifolia 2,98+ 0,54 3,12 (2.66 — 3.89) 22.15 (16,54 — 25.19) 774 9
B. trimera 3,10 + 0,64 5,83 (3.78 - 5.19) 16,11 (13,07 — 22,78) 682 9
B. uncinella 2,96 + 0,89 7,76 (4.40 — 8,75) 21,07 (16,01 — 23.98) 702 9
Delegate 250 WG 3,75+0,11 10,55 (10,05 — 12,11) 54,13 (49,54 — 58.11) 810 9
Azadiractina 2,18+£0,10 204,13 (199.66 —206,11) 416,84 (399.14 —420,16) 825 9

#bCLso e CLoo: Concentragdes de inseticida (mg L) necessarias para matar 50 ou 90% dos

adultos de D. suzukii, respectivamente (IC: intervalo de confianga com 95% de probabilidade

de erro); °x2: valor do qui-quadrado de Pearson; ‘GL: graus de liberdade.
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Os resultados também mostraram que o TLso depende da concentragdo em ambos os
procedimentos de exposi¢do. Nos bioensaios topico, o TLso dos OEs foi de 11,78 HAET para
limoneno; 7,76 para B. anomala; 8,71 para B. calvescens; 4,89 para B. mesounera;, 4,76 para
B. milliflora; 4,55 para B. oblongifolia; 4.96 para B. trimera; 7,10 para B. uncinella. Nos
bioensaios de ingestdo, TLso foi de 66,41 HAET para limoneno 43,24 para B. anomala; 48,05
para B. calvescens, 43,16 para B. mesounera, 46,30 para B. milliflora; 55,42 para B.
oblongifolia; 42,76 para B. trimera; 52,48 para B. uncinella. (Tabela 3-4).

Em relacdo a mortalidade larval da D. suzukii, observamos que todos OEs de
Baccharis spp. e o limoneno foram superiores aos controles com agua ou acetona (F = 22.14;
df =9, 95; P <0,0001), destacando-se B. anomala, B. calvescens, B. mesounera, B. milliflora
e B. oblongifolia (= 97% de mortalidade) (Figura 3-2 e Tabela 3-5). Estes tratamentos
também foram superiores para os parametros bioldgicos de taxa de pupagdo (F = 36.11; df =
8, 95; P <0,0001) e mortalidade pupal (F = 17.10; df = 8,95; P <0,0001) comparados aos
controles. Verificamos, que estes OEs inibiram a emergéncia dos adultos de D. suzukii e no
caso do limoneno provocaram em torno de 5% de deformidades nos adultos (Figura 3-3).

Tabela 3-4- Mortalidade larval (LM), taxa de pupagdo (PR), mortalidade pupal (PM), e

deformidade de adultos de Drosophila suzukii tratados com diferentes tratamentos.

Treatments LM (%) PR (%) PM (%)
Limoneno 88,0+ 4,06 ab 120+ 4,06b 95,0+£5,00b
B. anomala 940+ 1,87a 6,0+ 1,65 bc 100,0 £0,00b
B. calvescens 97.0+1,22a 30£1,22¢ 100,0 £0,00b
B. mesounera 99.0=+1,0a 1,0£1,00c¢ 100,0 £0,00b
B. milliflora 95,0+273a 50+£27¢ 100,0 £0,00b
B. oblongifolia 100,0+£0,00a - -

B. trimera 86.,0+3,67b 140+3,67b 96,0 £4,00b
B. uncinella 85.0+4,74b 150+4,74b 100,0 £ 0,00 b
Acetone 0,00 £ 0,00 ¢ 100,0 £ 0,00 a 0,0£0,00a
Agua 0,00 £0.00 ¢ 100,0 £0,00 a 0,0+0,00 a
F 22,14 36,11 17,10

GL 9,95 8,95 8, 95
Values P < 0,001 <0,001 < 0,001

As colunas seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (GLM com uma

distribui¢do quase binomial seguida pelo teste de Tukey: P >0,05).
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Tabela 3-5- Estimativa do tempo letal mediano (TLso, em horas) e do intervalo de confianga
de uma formula¢do Baccharis spp., limoneno, inseticida sintético a base de espinosina
(Delegate®™) e azadiractina (Azamax®) sobre adultos de Drosophila suzukii utilizando a

maxima concentragao testada.

Tratamentos Cog:legr.lgell;;ﬁo Slope + SE TLso (IC 95%)° i GLe
BIOENSAIO DE APLICACAO TOPICA
Limoneno 20 2,98 £ 0,45 11,78 (10,12 — 13,20) 8,97 32
B. anomala 20 3,07 +£0.31 7,76 (5,15 -9,72) 7.11 32
B. calvescens 20 2.17+0,24 8,71 (6,45 - 10,32) 5,23 32
B. mesounera 20 2.15+0,32 4,89 (3,73-17,11) 6,10 32
B. milliflora 20 3,83+0.43 4,76 (2,75 - 6,89) 7.14 32
B. oblongifolia 20 3,67 £0.30 4,55 (4,00 — 6,45) 8,12 32
B. rimera 20 3,94 4+0.27 4,96 (3,42 -5,12) 7.94 32
B. uncinella 20 2,97 +£0,31 7,10 (5,12 -9,25) 5,17 32
Delegate™ 75 3,11 +£0,23 6,04 (4,13 -8.19) 9,32 32
Azamax® 250 3,80+0,34 20,69 (19,13 — 22,74) 9,45 32
BIOENSAIO DE INGESTAO
Limoneno 20 2,95+0,74 66,41 (60,10 — 70,32) 4,12 32
B. anomala 20 2.89+0,16 43,24 (40,11 - 50,12) 7.11 32
B. calvescens 20 3,87+0,15 48,05 (41,18 — 55,19) 8,15 32
B. mesounera 20 3,14 +£0.21 43,16 (39,17 - 50,12) 9,20 32
B. milliflora 20 3,00+0,17 46,30 (40,14 — 53,12) 7.14 32
B. oblongifolia 20 2,98 £0,23 55,42 (41,19 - 60,02) 8,11 32
B. rimera 20 2,87+0,10 42,76 (37,13 - 50,12) 9,76 32
B. uncinella 20 2,99 + 0,45 52,48 (42,19 - 59,13) 8,30 32
Delegate™ 75 3,09+0,41 17,95 (11,12 —24,98) 9,75 32
Azamax® 250 2,72+0,22 60,10 (52,19 — 69,43) 7,12 32

“TLso: tempo necessario para matar 50% dos adultos de D. suzukii apds a exposicdo aos tratamentos (IC:
intervalo de confianga com 95% de probabilidade de erro; ®y2: valor do qui-quadrado de Pearson; °GL: grau de
liberdade.
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Figura 3-2- Toxicidade larval (mg L) de Drosophlia suzukii ap6s exposigio aos OEs usando

acetona como transportador.

Em adig8o, os residuos secos dos OEs reduziram significativamente (F =33.11, gl: 11,

28; P <0,0001) a oviposi¢do de D. suzukii nos frutos artificiais tratados com B. calvescens

(7,5 ovos/fruto), B. mesounera (7,9 ovos/fruto) e B. oblongifolia (7,2 ovos/fruto) quando

comparados aos controles negativos com agua (17,2 ovos/fruto) e acetona (17,6 ovos/fruto)

(Figura 3-4 A). De maneira similar, foi verificada uma redugdo significativa no viabialidade

embrionaria quando os ovos foram colocados em frutos artificiais tratados com B. calvescens

(18% de ovos viaveis) e B. oblongifolia (24% de ovos viaveis) (Figura 3-4 B). Esses
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resultados mostraram uma redugdo de = 47% quando comparados ao controle negativo com
acetona (45% de ovos vidveis) ou agua (45% de ovos viaveis) (Figura 3-4 B).
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Figura 3-3- Numero de ovos (A) e viabilidade embriondria de D. suzukii (B) em frutos

artificiais apos a imersdo nos tratamentos com diferentes tratamentos.

As barras com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (MGL) com uma

distribui¢do quase binomial seguida pelo teste de Tukey: P> 0,05).
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Figura 3-4- Visdo em um microscépio estereoscopico (aumento de 50 x) da deformidade em adultos de Drosophila suzukii apos tratamento com
limoneno. Notas: (a) machos e fémeas normais; (b) deformidades no abdomen; (c) deformidade no abdmonen e asas; (d) emergéncia incompleta;

(e) deformidade no abdomen e pronoto, (f) adulto deformado, (g) desenvolvimento incompleto.
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Quando foi avaliada a repeléncia de fémeas de D. suzukii pelos diferentes tratamentos
contendo OEs usando olfatometria observou-se que 92% responderam ao solvente (ou seja,

acetona), e em torno de 8% responderam aos OEs ou limoneno (Figura 3-5).

A = =
B e

] |
B R e |
B. milleflora j

|
-
|

B. mesounera .

.
e TN
ey

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Tratamentos

Numero de insetos

m Acetona (control) m Oleo Essencial (Treatments)

Figura 3-5- Repeléncia de adultos de Drosophila suzukii em bioensaios com olfatometro de

dupla-escolha.

3.4 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi verificado pela primeira vez que, os OEs extraidos por
hidrodestilagdo das folhas de sete espécies de Baccharis e o constituinte individual limoneno
apresentam toxicidade a adultos e larvas de D. suzukii. Os OEs das espécies do gé€nero
Baccharis sdo conhecidos pelo predominio de monoterpendides e sesquiterpenoides (Ramos

Campos et al., 2016), que foram relatados como capazes de causar a mortalidade em
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diferentes estagios (Chaaban et al., 2017), malformag¢des em adultos (Chaaban et al., 2017) e
repeléncia dos insetos (Garcia et al., 2005). Das espécies de Baccharis estudadas, apenas B.
trimera possul registros na literatura de atividade inseticida dos oOleos sobre pragas de
produtos armazenados (Mossi et al., 2015; Charlie-Silva et al., 2019). Assim, o resultado
obtido amplia o espectro da atividade bioinseticida do género Baccharis e indica o potencial
de novas alternativas para o controle da D. suzukii, onde o uso de inseticidas sintéticos ¢
limitado (Gargani et al., 2013).

No presente estudo, o limoneno variou sua composi¢do quimica de 18,6 a 39,5% nas
espécies estudadas, esclarecendo o uso potencial do 6leo das folhas de Baccharis spp. no
controle da D. suzukii, uma vez que esse monoterpeno hidrocarboneto é utilizado para
composi¢des sinérgicas no controle de pragas (Enan, 2014). Da mesma forma, outros
trabalhos conduzidos no bioma Mata Atlantica também identificaram alto teor de limoneno
em Baccharis spp. (Lago et al., 2008; Trombin-Souza et al., 2017, Amaral et al., 2019),
demonstrando a importancia da a padronizagdo da composi¢do quimica das amostras que
podem vir a serem utilizados como ingredientes ativos em inseticidas vegetais.

O limoneno ¢ um produto comercializado para uso no tratamento contra pulgas em
animais domésticos, na forma de xampus, sprays e aerossois (Buss e Park Brown, 2002).
Testes in vitro evidenciaram que o limoneno suprimiu a alimentagdo de larvas da mariposa
Thaumetopoea pityocampa Schift (Lepidoptera: Thaumetopoeidae) em Pinus spp. (Tiberi et
al., 1999), reduziu a alimentagdo de mosca-branca, Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera) em
Solanum esculentum L. (Schuster et al., 2009) e repeliu cupins, Coptotermes formosanus
Shirak (Isoptera) em madeiras (Raina et al., 2010). O limoneno também ¢ o ingrediente ativo
responsavel para mortalidade de varios artrépodes, incluindo o gorgulho-do-milho Sitophilus
zeamais Motschulsky, (Coleoptera), o besouro-castanho, 7ribolium castaneum (Coleoptera)

Herbst (Fang et al., 2010), o besouro-da-batata, Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera)
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(Khorram et al., 2011), bem como acaros, Tyrophagus putrescentiae Schrank (Acari)
(Macchioni et al., 2002). Além disso, essa molécula € um potente inibidor da atividade da
acetilcolinesterase (AChE) de S. zeamais, T. castaneum (Abdelgaleil et al., 2009) e do acaro-
rajado, Tetranychus urticae Koch (Acari) (Mohamed et al., 2010). Embora o limoneno tenha
sido o principal constituinte comum encontrado em nosso estudo, observamos a presenga de
outros constituintes majoritarios nos oleos de Baccharis spp., como a-tujeno, a-pineno, f3-
pineno, germacreno D, espatulenol. Tais constituintes podem ter contribuido com a
mortalidade em D. suzukii, em ag¢des sinérgicas, como demonstrado por Hummelbrunner e
Isman (2001).

Como visto, os OEs afetam a fisiologia dos insetos de muitas maneiras e em diferentes
receptores neurais como a acetilcolina, acido gama-aminobutirico e octopamina. Para D.
suzukii a maioria dos inseticidas utilizados no controle atua nos receptores da AChE ou nos
canais de sodio (Shaw et al., 2019), assim produtos com um modo de agdo diferente podem
ser util para evitar o desenvolvimento da resistencia (Audsley e Down, 2015). Populagédo de
D. suzukii resistente a espinosina ja foi relatada na California (Gress e Zalom, 2018). Este fato
¢ preocupante, devido a grande polifagia, curto tempo de desenvolvimento e rapida dispersdao
(Wollmann et al., 2019), além do risco do uso indiscriminado de inseticidas promover a
resisténcia cruzada a outras moléculas inseticidas (Wilson, 2001; Haye et al., 2016; Gress e
Zalom 2018).

Nos bioensaios de toxicidade a D. suzukii avaliados pelos métodos de ingestdo e topico,
foi registrado que os OEs de B. calvescens, B. mesounera e B. oblongifolia foram as
substancias mais ativas com mortalidade a D. suzukii superiores a 90%, e semelhantes ao
inseticida a base de espinosina, usado como controle positivo. Comparado com o inseticida
botanico comercial, esses OEs tiveram = 16% de mortalidade superior. Os trabalhos sobre a

eficacia dos inseticidas para a ordem Diptera indicam que a mortalidade deve estar entre 80 e
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100%, de preferéncia superior a 90% (CVMP, 1993). Nesse sentido, ressalta-se que a eficacia
dos EOs de Baccharis spp., especialmente B. calvescens, B. mesounera e B. oblongifolia,
atendeu a esses critérios nos bioensaios de ingestdo e topico com D. suzukii. Tais achados
podem estar relacionados a constitui¢do lipofilica e ao baixo peso molecular dos constituintes
quimicos dos OEs (referencia), que favorece sua difusdo de OE através da membrana celular,
resultando em expansdo da membrana, aumento da fluidez e permeabilidade, disturbio da
desordem da membrana ligada a proteina incorporada & membrana (Trombetta et al., 2005,
Holley e Patel, 2005; Oussalah et al., 2000).

No bioensaio de aplicagdo topica, foi observado que as moscas morreram em menor
tempo (TLso variando 0,41 — 7,10 horas) quando comparado com os resultados obtidos no
bioensaio de ingestdo (TLso variando 0.55 — 48,11 horas). Essa diferenga na eficacia dos oleos
de Baccharis spp., avaliados pelos dois métodos supracitados pode ser atribuida ao fato de
que os EOs aplicados topicamente penetram diretamente na hemolinfa dos insetos em uma
dose unica, quando comparados a mesma concentragdo administrada gradualmente e em
pequenas quantidades ao longo do periodo de alimentacdo (24 horas). Isso também sugere que
a maior toxicidade por aplicag@o topica atua no sistema nervoso e /ou respiratorio dos insetos,
pois sdo as principais vias de intoxicagdo em substancias absorvidas pelo tegumento. Essa
informagdo indica que, durante o tratamento (24 horas), os alimentos permanecem mais
tempo no intestino dos insetos e necessitam de um tempo para metabolizagdo e/ou excregdo
do produto quimico. Talvez o sistema digestivo do inseto possa metabolizar eficientemente
baixas concentragdes de monoterpenos e substancias essenciais do 6leo antes de atingir a
hemolinfa, o sistema nervoso central ou outros 6rgdos-alvo do inseto (Kostyukovsky et al.,
2002).

Além da toxicidade letal dos OEs de Baccharis spp. a adultos de D. suzukii, observamos

atividade larvicida para a maioria das espécies de Baccharis estudadas, com destaque para B.
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anomala, B. calvescens, B. mesounera, B. milliflora e B. oblongifolia, que proporcionaram
mortalidade nas larvas do terceiro instar superiores aos controles negativos. Qutros efeitos,
como redugdo na taxa de pupagdo e mortalidade pupal também foram encontrados registradas
para estas espécies supracitadas. Esses resultados obtidos podem estar relacionados a
polaridade dos OEs (substancias lipofilicas), pois a superficie externa das larvas ¢ altamente
lipofilica. Este fato permite que os 6leos penetrem na cuticula dos insetos, interferindo em
suas fungdes fisiologicas, conforme relatado para Chaaban et al. (2019). Corroborando com
nosso trabalho, estudos mostraram que os OEs podem influenciar na biologia dos dipteros
(Kumar et al, 2014, Singh e Kaur, 2016; Chaaban et al., 2018; Chaaban et al., 2019).

Em adi¢do, os OEs de B. calvescens, B. mesounera e B. oblongifolia causaram efeitos
subletais ao reduzir a capacidade de oviposi¢do em até 43%. Corroborando com esses
resultados, também foi demonstrado que as fémeas de D. suzukii evitaram os frutos artificiais
tratados quando comparados ao controle com acetona pelo teste com olfatometro de dupla
escolha. Produtos que diminuem a oviposi¢do e repelem fémeas de D. suzukii reduz a
incidéncia de ruptura da epiderme por oviposi¢do, o que consequentemente reduz a infestagio
por patogenos que aumentam os processos de decomposi¢do de frutas (Van Timmeren e
Isaacs, 2013). Outro fator importante foi a reducdo da viabilidade dos ovos, onde os OEs de
B. calvescens e B. oblongifolia ocasionaram uma reduc¢do na eclosdo de = 47% quando
comparados aos controles negativos. Essa redu¢do do numero de larvas de D. suzukii traz
como vantagem a reducdo de danos causados pela alimentagido dos adultos de D. suzukii em
frutos (Bernardi et al., 2017).

Embora alguns inseticidas sintéticos, incluindo espinosinas, organofosforados e
piretroides, sejam altamente toxicos para D. suzukii (Andreazza et al., 2016; Shaw et al.,
2019), o uso de tais produtos podem deixar residuos quimicos nas frutas e se torna mais grave

pois esses produtos ndo sdo registrado para uso em o manejo de D. suzukii no Brasil. Existe

69



uma preocupagdo particular com esses residuos quando os inseticidas sdo aplicados durante os
periodos de pré-colheita das frutas, que é o periodo preferido para a infestacdo por D. suzukii
(Bernardi et al., 2017). Além do efeito sobre D. suzukii, a facilidade de extrag@o dos oleos,
rapida degradacdo e baixo efeito residual (Isman, 2000), dos OEs presentes nas folhas de B.
calvescens, B. mesounera e B. oblongifolia podem ser uma ferramenta adicional para uso no
manejo de D. suzukii, como observado em outros estudos com OEs para D. suzukii (Erland et
al., 2014). Este estudo destaca a importancia de estudos futuros investigar o cultivo de B.
calvescens, B. mesounera e B. oblongifolia, métodos de extragdo e processamento de

bioinseticidas.
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Abstract

The present study aimed to analyze the chemical composition of five species of the genus Piper
(P. aduncum L.; P. crassinervium Kunth.; P. malacophyllum Prels.; P. gaudichaudianum
Kunth.; P. marginatum L.), and assess their toxicity to the adults of Drosophila suzukii
(Diptera: Drosophilidae) and the pupal parasitoid T7richopria anastrephae Lima
(Hymenoptera: Diapriidae). The major compounds were monoterpene hydrocarbons (5.3—
60.9%); oxygenated monoterpenes (13.3%); sesquiterpenes hydrocarbons (8.3-45.3%),
oxygenated sesquiterpenes (5.2-58.8%); and arylpropanoids (15.2-29.6%). In bioassays of
ingestion and topical application, essential oils (EOs) from P. aduncum, P. gaudichaudianum,
and P. marginatum killed approximately 100% of adults of D. suzukii, similarly to the
insecticide based on spinetoram (75 mg L) (96.2% of mortality). Besides, the dry residues
from P. aduncum, P. gaudichaudianum, and P. marginatum provided a repellent effect on
oviposition (= 7 eggs/fruits) and negative effects on egg viability (= 2 larvae/fruits) of D.
suzukii on artificial fruits. Based on the estimate of the lethal concentration required to kill
90% of exposed flies, EOs from P. aduncum, P. crassinervium, P. gaudichaudianum, P.
malacophyllum, and P. marginatum provided low toxicity to the parasitoid 7. anastrephae in
a bioassay of ingestion and topical application (mortality < 20%), similarly to the water
treatment (= 5% of mortality). EOs of Piper species tested in this work showed to be
promising plant insecticides for the management of D. suzukii.

Keywords: Spotted wing drosophila - Piper sp. - Sustainable pest management -
Endoparasitoid pupal
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Oliveira, D., ... Zawadneak, M. A. C. (2020). Chemical composition of essential oils of
selected species of Piper and their insecticidal activity against Drosophila suzukii and
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4.1 Introduction

The genus Piper belongs to the family Piperaceae and is comprised of more than 2000
species, occurring in tropical and subtropical regions of Africa, America, and Asia. Its largest
centers of biodiversity are located in South America, specifically in Brazil, which contains 290
species cataloged (Dhifi et al. 2016). Most Piperaceae produces expressive amounts of secondary
metabolites with insecticidal properties, such as alkaloids, flavonoids, and terpenes, which are
identified as major active principles (Mgbeahuruike et al. 2017). Among the terpenes are
essential oils (EOs), which are lipophilic and volatile substances extracted from different parts of
plants (Dhifi et al. 2016).

In the agricultural sector, studies on compounds derived from plants have focused
on obtaining molecules to synthesize new insecticides against molecular targets (Cantrell et
al. 2012). Within this context, studies on EOs have shown to be promising for the
management of different pest arthropods (Erland et al. 2015; Renkema et al. 2016). This
fact can be very important for the management of Drosophila suzukii (Diptera:
Drosophilidae), considered the primary pest of small fruits in Brazil (Depra et al. 2014;
Andreazza et al. 2017a).

However, for the management of D. suzukii, the use of synthetic insecticides is
still the most adopted strategy (Haviland and Beers 2012; Van Timmeren and Isaacs 2013;
Andreazza et al. 2017b). Thus, bioinsecticides can be an environmentally safe alternative to
the use of synthetic pesticides in orchards and a rational biological strategy (Kumar 2015;
Bernardi et al. 2017). Its use can be applied, mainly, in the sectors of organic production of
fruits where there is the prevalence of Trichopria anastrephae Lima (Hymenoptera:
Diapriidae), a pupal parasitoid of D. suzukii of higher occurrence in the small fruit orchards

in Brazil (Wollmann et al. 2016).
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Therefore, this study aimed to identify the chemical composition of the EOs of Piper
spp. and to evaluate the lethal toxicity of the products on adults of D. suzukii via ingestion
and topical application. Also, the effects of product residues in the oviposition behavior of D.
suzukii and the selectivity on the pupal parasitoid 7. anastrephae in comparison to a

spinosyn insecticide were analyzed.

4.2 Material and Methods

Plant material and isolation of the essential oils (EOs)

Information on the collection site of the Piper species is summarized in Table 1. The
species were identified by Dr. Micheline Carvalho-Silva, University of Brasilia (UnB),
Distrito Federal, Brazil, and deposited in the Tangard Herbarium (TANG), State
University of Mato Grosso, Mato Grosso State, Brazil. To obtain the EOs, the collected
leaves were oven dried at 50 °C for 96 h and then ground to obtain leaf powders using a knife
mill. The leaves’ powders (50 g), in triplicate, were submitted to hydrodistillation in an
apparatus of the type Clevenger (Vidrolabor, Sdo Paulo, Brazil), during 4 h. Subsequently, the
EO was collected and dried with anhydrous sulfate. The samples were kept in a freezer at —

20 °C until the chemical analyses were conducted.

Chemical analysis

The gas chromatography (GC) coupled to mass spectrometry (GC/MS) was carried
out in a Shimadzu CG-2010 gas chromatograph coupled to a Shimadzu QP2010 Plus mass
selective detector. The GC was fitted with an RTX-5 fused capillary column (30 m x 0.25 mm
% 0.25 um film thickness, Restek Chromatography Products, USA). Helium was used as the

carrier gas, at a flow rate of 1.0 mL/min. Temperature programming was set to 60-240 °C at
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the rate of 3 °C/min, heated to 240 °C, and held at this temperature for 10 min. The injector
temperature was kept at 250 °C. EOs samples were diluted to a 1% solution in
dichloromethane, and 1.0 uL of the solution was injected with a split ratio of 1:20. The mass
detector was operated in electron ionization mode (70 eV) at a rate of 3.15 scan/min and a scan
range of 40—450 Da. The transfer line was maintained at 260 °C, the ion source at 230 °C, and
the analyzer (quadrupole) at 150 °C. For the quantification, the EOs were injected in an
Shimadzu CG-2010 gas chromatograph fitted with FID operated at 280 °C. Synthetic air was
used as the carrier gas, at a flow rate of 1.0 mL/min, using the same column and conditions as
described above. The quantification of each constituent was estimated by electronic
integration of the FID signal with the corresponding peak area, which was determined based
on the average of three injections (Table 1). The identification of the components of the EOs
was carried out by comparison of the mass spectra with those from commercial libraries
(McLafferty and Stauffer 1989) and also by their linear retention indexes (Van Den Dool and
Kratz 1963), after the injection of a homologous series of n-alkanes (Cg — Cas), under the

same experimental conditions, and compared to literature data (Adams 2007).

Rearing and maintenance of D. suzukii and 7. anastrephae

Specimens of D. suzukii (10th generation) and 7. anastrephae (25th generation) used
in the bioassays were obtained from maintenance rearing established in a climatized room at
25°C+ 1 °C, 70% + 5% RH, and photoperiod of 12:12 h (light: dark). Specimens of D.
suzukii were bred in test tubes (2.5 cm in diameter x 8.5 cm in length) containing artificial
diet based on corn flour and buffered with hydrophilic cotton, following the methodology

proposed by Schlesener et al. (2018).
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Treatments

Solutions (0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0; 1.5

2

2.0%) of the Eos P. aduncum, P.
crassinervium, P. malacophyllum, P. gaudichaudianum, and P. marginatum were
prepared by dissolving them in a Tween® 20 solution of adjuvants (20 ethoxylated sorbitan
monolaurate, EO—CssH11402). As positive controls, a synthetic insecticide based on
spinosyn (Spinetoram-Delegate 250 WG™, 7.5 g active ingredient (a.i.) L) and the
limonoid-based bioinsecticide (Openeen Plus® 1.2 EC azadirachtin + 3-tigloil-azadiractol,

1.2mL of ai. L") were used. As negative controls, either water or Tween®™ 20 were used.

Toxicity of Piper spp. essential oils against D. suzukii

For the bioassays of topical application, adults of D. suzukii (ten couples) from the
maintenance breeding were separated and placed into transparent glass tubes (1.3 cm in
diameter X 10 cm in length), sealed on the top with hydrophilic cotton (Bernardi et al.
2017). Subsequently, the insects were sedated at 2 °C for 40-60 s. Then, the insects were
placed in a Petri dish (9 cm in diameter) and sprayed using a “Potter’s Tower” (Burkard
Scientific Uxbridge, UK), applying 2 mL of EO per sample unit to a working pressure of 7
Ib. in—2, resulting in na average residue deposition of 1.0 mg cm?. After spraying, the flies
were placed inside transparent plastic cages (500 mL) as described previously and fed with
artificial diet and distilled water throughout the evaluation period. The experimental de-
sign was completely randomized, with nine treatments containing four replicates (cages)
with 20 adults of D. suzukii (ten females and ten males) (n = 720). Mortality in each
treatment was assessed at 1-h intervals for the first 24 h after exposure to treatments
(HAET) and every 24 h after that from 24 to 120 HAET. Insects that did not react at the
touch of a fine-tipped brush were considered dead. Corrected mortality was calculated

using the equation of Henderson and Tilton (1955).
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Tabela 4-1- Insecticides evaluated for the management of Drosophila suzukii and the geographic coordinates of Piper species

T Proceedings Voucher Discriminatory .
Irsafiments Digseriptig Geographic coordinates (TANG)® concentration tested® g/ Rohurer
Delegate® 250WG™ Spinetoram (250 g Kg')) 75 IEEVCV f?gggslfﬁge;;nggﬁl
Essential o1l extracted from the 7°07'43 56"S Laboratory extraction and
Piper aduncum EQ leaves of Piper aduncum L. (pre- 5 5023,22' 09" W 6858 2 formulation (Curitiba, Parana,
commercial) ' Brazil)¢

Essential oil extracted from the 2295137 19"S Laboratory extraction and

Piper crassinervium EQ  leaves of Piper crassinervium Kunth o ot " 6841 20 formulation (Curitiba, Parana,
. 48°26'14.32"W .
(pre-commercial) Brazil)

Essential oil extracted from the Laboratory extraction and

]];zger gaudichaudianm leaves of Piper gaudichadianum 42950 02 (3 54 Ol 66,,\% 6865 2 formulation (Curitiba, Parana,
Kunth (pre-commercial) ’ Brazil)
Essential oil extracted from the 7906'56.31"S Laboratory extraction and
Piper malacophyllum EQ  leaves of Piper malacophyllum Om A1mm 1 6836 2 formulation (Curitiba, Parana,
P Py : 55°2422.19"W .
Prels. (pre-commercial) ’ Brazil)
Essential o1l extracted from the 7°07'43 56"S Laboratory extraction and
Piper marginatum EO leaves of Piper marginatum L. (pre- 5 5023,22' 09"W 4646 2 formulation (Curitiba, Parana,
commercial) ’ Brazil)
Openeen Plus®1.2 EC Limonene (250 mg L) 250° Bigeeiengs, LLC (580 Faulo,

Sdo Paulo, Brazil)

a Laboratory of Ecophysiology, Federal University of Parana (Extraction) and Laboratory of Semiochemistry, Federal University of Parana
(Formulation), Parana State, Brazil, b Tangard Herbarium (TANG), State University of Mato Grosso, Campus Tangara, Mato Grosso State,
Brazil; ¢ Concentration: 75 mg of commercial product per L of water (Delegate®™); 250 mL of commercial product per L of water (Openeen Plus®);
2% of essential oils per 2 mL of Tween® 20
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Concentration-response curves against D. suzukii

Based on the results from this initial test, the most promising treatment (P. aduncum, P.
crassinervium, P. gaudichaudianum, and P. marginatum) and the positive control (spinetoram
and limonene) were evaluated further to estimate the concentration required to kill 50% and
90% of exposed flies (lethal concentration (LC); LCso and LCo, respectively). For this
purpose, seven concentration values were tested for each treatment (between 0.2% and 2.0%
EOs; 5-75 mg L' spinetoram; 25— 250 mg L ! of limonene). The mode of exposure was based
on Finney (1971). The procedures and criteria of exposure and assessment were identical
to those of the initial tests (“Toxicity of Piper spp. essential oils against D. suzukii”). In the
bioassays of ingestion, five replicates with 16 flies (7 = 80) were used for each concentration of
each product (n = 560), whereas in the bioassays of topical application four replicates of 20

flies (n = 80) were used for each concentration of each product (1 = 560).

Effects of EOs of Piper spp. in oviposition and larval viability of D. suzukii

For this purpose, artificial fruits were prepared with agar (19 g), raspberry gelatin (10 g),
methylparaben (Nipagin®; 8 mL; 0.8 g dissolved in 8 mL of 99.9% absolute ethyl alcohol), and
distilled water (refluxed; 850 mL), in accordance with the adapted method proposed by
Schlesener et al. (2018). On each artificial fruit, the flies were sprayed using a “Potter’s Tower,”
applying 1 mL of EO (from P. aduncum, P. crassinervium, P. malacophyllum, P.
gaudichaudianum, P. marginatum) per sample unit to a working pressure of 7 1b in 2,
resulting in an average residue deposition of 0.4 mg cm? Then, the artificial fruits were
conditioned for 3 h in a climatized room (25 °C £ 2 °C, 70% + 10% RH) and 12 h photophase
to evaporate excess moisture and, consequently, the residual deposition. Subsequently, the

artificial fruits were placed individually into a plastic container (250 mL), top-coated with voile
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tissue (10 cm in diameter) for gas exchange of the inner and external environment.
Subsequently, five couples of D. suzukii (=7 days old) were added for mating and oviposition.
After 24 h, the adults were removed, and the eggs were counted on each artificial fruit using a
stereoscopic microscope (* 40). The experimental design was completely randomized, with 30

replicates per treatment.

Toxicity of Piper spp. essential oils against 7. anastrephae

To evaluate the toxicity of the active treatments on the wasp 7. anastrephae, parasitoid
of D. suzukii, the LCso and LCqg values of the formulated P. aduncum, P. crassinervium,
P. gaudichaudianum, P. marginatum, Openeen Plus® 1.2 EC, and Delegate®™ 250 WG™ were
used in each exposure procedure, which were determined from the concentration-response
curves at 120 h. Adult wasps were submitted to both exposure procedures described in the
“Effects of EOs of Piper spp. in oviposition and larval viability of D. suzukii” Wasp
mortality was evaluated at 120 h following the first exposure using the same criteria for
assessing death in D. suzukii, described in the “Toxicity of Piper spp. essential oils against
D. suzukii” The experimental design was completely randomized with four replicates, each

replicate being composed of 20 pairs of 7. anastrephae (n = 80)

Statistical analysis

Generalized linear models of the exponential family of distributions (Nelder and
Wedderburn 1972) were used for the analyses of studied variables. When there were
significant differences among treatments, multiple comparisons (Tukey’s test, p < 0.05)

were performed using the glht function of the Multicomp package, with adjustment of p
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values. All analyses were performed using the “R” statistical software version 2.15.1 (R
Development Core Team 2012). A binomial model with a complementary log-log link
function (gompit model) was used to estimate the lethal concentrations (LCso and LCo),

utilizing the Probit Procedure in SAS version 9.2 (SAS Institute 2011).

4.3 Results

A total of 36 chemical constituents were identified in samples of Piper spp. EOs, with
the number of peaks detected varying between six (P. gaudichaudianum) and 19 (P.
crassinervium) (Table 2). These constituents were grouped into monoterpene hydrocarbons
(5.3-60.9%); oxygenated monoterpenes (13.3%); sesquiterpenes hydrocarbons (8.3—
45.3%);, oxygenated sesquiterpenes (5.2-58.8%); and arylpropanoids (15.2-29.6%) (Fig. 1;
Table 2).

In bioassay of ingestion at 120 HAET, P. marginatum (78.4% of mortality), P.
aduncum (80.0% of mortality), P. gaudichaudianum (80.0% of mortality), and spinetoram
(82.4% of mortality), provided the highest toxicities (/' = 24.18; df = 8, 18; p < 0.0001)
against D. suzukii adults compared to P. malacophyllum (47.5% of mortality), P.
crassinervium (50.7% of mortality), and limonene botanic insecticide (43.0% of mortality)
(Fig. 2). This toxicity behavior was similar in bioassay of topical application, with P.
marginatum (100.0% of mortality), P. aduncum (100.0% of mortality), P. gaudichaudianum
(98.5% of mortality), and spinetoram (98.5% of mortality) (¥ = 17.19; df =8, 18, p <
0.0001) when compared to P. malacophyllum (36.2% of mortality), P. crassinervium

(63.27% of mortality), and limonene botanic insecticide (71.2.0% of mortality) (Fig. 2).
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Tabela 4-2- Essential oil composition (%) of the leaf samples leaves of Piper species.

Constituents . Piper species (% peak arca)

Rilit  Rieal =515 S3 s4 S5
1. o -pinene 926 924 - 2.58 - - -
2. B -pinene 932 938 - 1.79 - - -
3. a phellandrene 1005 1003 - 0.93 -—- -—- -—-
4.0 -terpinene 1014 1006  --- - - 1298 -
5. p-cymene 1025 1023 --- === === 11.96 -—-
6.(2)-a-ocimene 1044 1041 237 - - - 3.97
7.(E)-p-ocimene 1044 1046 598 - - -—- 5.95
8 .y-terpinene 1054 1052 - - - 28.32 -—-
9 terpinolene 1086 1086  --- - - 7.60 -
Monoterpenes hydrocarbons 8.35 5.30 - 60.86 9.92
10 kakuol 1542 1543 - - - - 13.26
Oxygenated monoterpenes o o o o 13.26
11. (£)-caryophillene 1417 1420 --- 8.45 3.71 - -
12.p3 -caryophillene 1424 1422 - - - - 5.84
13. alloaromadendrene 1440 1440 543 1.60 - -—- -—-
14. o -humulene 1454 1454 5385 3.20 -—- -—- -—-
15. y-muurolene 1478 1475 - 3.00 - -—- -—-
16. B -selinene 1489 1489 - 10.40 - - 9.50
17 viridiflorene 1496 1498 --- -—- -—- 8.15 -—-
18. bicylegermacrene 1500 1503 5.05 2.36 4.63 - -
19. germacranc B 1500 1500 19.08 520 - - -
20. valencene 1503 1502 --- - - 9.32 6.70
21. y-cadinene 1518 1518 --- 1.58 - -—- -—-
22. o -amorphene 1525 1525 4.63 5.97 -—- -—- -—-
Sesquiterpene hydrocarbons 40.04 41.76 8.34 17.47 22.04
23. elemol 1547 1547 - 3.56 -—- -—- -—-
24. (E)-nerolidol 1562 1568 --- 4.15 531 -—- -—-
23. spathulenol 1577 1579 535 - - - -
26. globulol 1590 1593 6.08 343 -—- -—- -—-
27. guaiol 1600 1600 --- 6.12 -—- -—- -—-
28.1-epi-cubenol 1624 1621 --- - 25.05 - -
29. a-muurolol 1644 1641 --- 2.16 - - -
30. a-cadinol 1552 1550 --- 2.07 -—- -—- -—-
31. 7-epi-a-eudesmol 1658 1652 --- 11.12 - - -
32 .bulnesol 1666 1666 --- -—- -—- 5.23 -—-
33. o -cadinol 1678 1672 - 1.84 -—- -—- -—-
34. Eudesm-7(11)-en-4-ol 1683 1681 28.40
35.myristicin 1517 1512 - -—- 15.19 -—- 12.76
36 sarisan 1525 1521  --- - - - 12 35
37. elemicin 1554 1554 - - - - 4.48
Arylpropanoids --- --- 15.19 --- 29.59
Total 59.82 81.51 82.29 83.56 74.81

RI'" Literature Retention Index, RI®®! Experimental Retention Index Species:

S1 P. aduncum; S2 P.

crassinervium; S3 P. gaudichaudianum; S4 P. malacophyllum; S5 P. marginatum.
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Figura 4-1- Major constituents found in the essential oils of Piper aduncum (A), Piper
crassinervium (B), Piper gaudichaudianum (C), Piper malacophyllum (D), and Piper
marginatum (E). 1) germacrene B; 2) B —selinene; 3) 7-epi- a —eudesmol; 4) myristicin; 5) 1-
epi-cubenol; 6) eudesm-7(11)-en-4-ol; 7) a -terpinene; 8) a —terpinene;9) p-cymene; 10)
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Figura 4-2- Mortality (%) (average + standard error) of D. suzukii adults at 120 h after

exposure to treatments (HAET) in the inges- tion and topical application bio- assays.

Means followed by the same letter in the columns did not differ by the Tukey’s test

Based on the estimates of the concentration-response curves and in the overlap of
confidence intervals, there was no significant difference between EOs extracted from Piper
spp., in the values of LCsp and LCoo, in ingestion and topical application bioassays against
D. suzukii adults (Table 3). However, the EOs extracted from Piper spp. presented a higher
toxicity (LCso and LCoo) in relation to limonene botanic and spinetoram insecticide (Table
3).

Considering the effect on oviposition of D. suzukii, only the limonene botanic
insecticide did not cause significant reduction in the number of eggs per female of D.

suzukii in artificial fruits (Fig. 3). However, all other treatments P. marginatum
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(7.32  eggs/fruit), P aduncum and P. gaudichaudianum (7.4 eggs/fruit), P.
malacophyllum, and P. crassinervium (13.6 eggs/fruit), and spinetoram (7.4 eggs/fruit)
provided significant reduction (F'=17.55; df =8, 36; p <0.0001) in the mean number of
eggs per female of D. suzukii inrelation to the control treatment (20.46 eggs/fruit) (Fig. 3). In
relation to toxicity against 7. anastrephae adults, all the treatments with EOs of Piper spp.
in ingestion (£ =21.12;df=7, 18; p <0.0001) and topical application bioassay (#'=14.05; df
=7, 18; p <0.0001) provided mortality below 20% of insect, up to 120 HAET, similar (p =
0.05) to control treatment (Fig. 4). However, both treatments differed significantly (7 =

14.05.df =7, 18; p <0.0001) from spinosyn-based insecticide (mortality greater than 30%)

(Fig,. 4).
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Figura 4-3- Effects of the essential oils from of Piper spp., spinetoram (Delegate 250
WG™) and limonene (Openeen Plus 1.2 EC™) in the oviposition of D. suzukii on artificial
fruits.

Bars with the same letter in columns are not significantly different (GLM with a quasi-

binomial distribution followed by Tukey post hoc test: p < 0.05)
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Figura 4-4- Mortality (%) (average * standard error) of 7. anastrephae adults at 120 h after

exposure to treatments in ingestion and topical application bioassays.

Bars with the same letter in columns not significantly different (GLM with a quasi-binomial

distribution followed by the Tukey post hoc test, p < 0.05)

4.4 Discussion

This is the first study to investigate the toxicity and the deterrence of oviposition of
EOs of Piper plant species for the myristicin, 1-epi-cubenol, and eudesm-7(11)-en-4-
ol ( P. gaudichaudianum ), a-terpinene, p -cymene ( P. malacophyllum ),
myristicin, sarisan, kakuol (P. marginatum). In line with our study, Piper species have
previously been reported as containing high amounts of monoterpene hydrocarbons (a-
terpinene and a-terpinene), sesquiterpene hydrocarbons (B-selinene and germacrene B),
oxygenated sesquiterpenes (eudesm-7(11)-en4-ol), and and arylpropanoids (myristicin and

elemicin) (Krinski et al. 2018). As expected, the analyzed EOs contained all chemical
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compounds published in the literature for species of the genus (Dhifi et al. 2016; Silva et al.
2017, Krinski et al. 2018). The synergism of all EOs molecules or only the major constituents
determines the desired biological properties of Piper spp.; among them, the insecticidal
effect in the feeding deterrence (Coitinho et al. 2011), its ovicidal properties (Krinski and
Foerster 2016; Krinski et al. 2018), inhibiting growth (Piton et al. 2014), repellency, and
toxicity (Turchen et al. 2016).

Toxicity of EOs in arthropods has been commonly related to their lipophilic
constitution and the low molecular weight of their constituents. This favors EO diffusion
through the cell membrane, resulting in membrane expansion, increased fluidity and
permeability, disturbance of membrane-embedded protein, inhibition of respiration, and
alteration of the ion transport process (Oussalah et al. 2007). Jankowska et al. (2017)
reported that EOs act on neurotoxic compounds by inhibiting AChE activity, modifying
gamma-aminobutyric acid (GABA) receptors, and as ligands of octopamine receptors. For
D. suzukii, most of the products used in its control act on AChE receptors or sodium
channels (Casida and Durkin 2012). This indicates that the prospection of products with a
different action mode can be used in the management of this pest to generate rotation with
other molecules and thus avoid the emergence of resistant insects (Bruck et al. 2011,
Biondi et al. 2012; Van Timmeren and Isaacs 2013). To date, populations of D. suzukii
resistant to spinosad were reported only in Watsonville, CA, USA (Gress and Zalom 2018).
However, polyphagia (Lee et al. 2015; Poyet et al. 2015), a short generational time (Asplen
et al. 2015), and rapid dispersion (Haye et al., 2016) associated with the continued use of
insecticides increase the likelihood for resistance to evolve in other insec- ticidal molecules
(Haye et al. 2016; Gress and Zalom 2018). Thus, we verified that the lethal toxicity of the
EOs from P. aduncum, P. gaudichaudianum, and P. marginatum was equivalent to that of

the chemical spinetoram insecticide. In the bioassay with topical application, the insects

91



died faster than by the bioassay of ingestion. The findings, corroborating with another study
that showed the topical application method of the EO from P. aduncum as more effective
for Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) (Estrela et al. 2006). This difference in
the efficacy of the EOs evaluated by the two methods can be attributed to the fact that the
EOs topically applied directly penetrate the hemolymph of the insects in a single dosage,
when compared to the same concentration ad- ministered gradually and in small amounts
throughout the feeding period (8 h). This also suggests that the higher toxicity by topical
application acts on the nervous and/or respiratory system of the insects since they are the
main routes of intoxication in substances absorbed by the integument (Jankowska et al.
2017). Besides, foods in the digestive tract of insects need time for metabolization and/or
excretion of the chemical. This information may be useful for the future syn- thesis of plant-
borne insecticides with feeding deterrence properties, as no economically viable products
possessing this characteristic have been developed thus far.

We also found that all tested EOs had beneficial sublethal effects by preventing
oviposition of D. suzukii females and negatively affecting embryo viability, especially
from P. aduncum, P. gaudichaudianum, and P. marginatum. Dry residues of these EOs
had behavioral effects, causing D. suzukii females to avoid oviposition on the surface of
the artificial fruits treated with the EOs when compared to the negative controls (water or
Tween® 20). Similar behavior of avoiding oviposition on strawberries was reported for
D. suzukii after spraying the botanical insecticide with Anona mucosa Jacq. (Bernardi et
al. 2017). The use of products that diminish oviposition of D. suzukii on the fruits results in a
lower amount of rupture experienced on the epidermis of the fruit, which consequently
reduces pathogen infestation and fruit deterioration (Mitsui et al. 2006; Calabria et al.
2012). Moreover, the reduction of the number of D. suzukii larvae may contribute to the

reduced damage caused by the feeding of these flies.
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Another factor that may contribute positively to the man- agement of D. suzukii was
the low toxicity of the EOs from P. aduncum, P. gaudichaudianum, and P. marginatum to
the wasp parasitoid 7. anastrephae when exposed to the bioassays of ingestion and topical
application. These results indicate that the EOs of Piper spp. may be promising alternatives
to be included in the integrated management programs of D. suzukii since they have
insecticidal properties and selectiv- ity to non-target organisms like 7. anastrephae, a
recurrent species in small fruit crops infested by these flies in Brazil. They may also be used
in organic crop systems where the use of synthetic substances is not allowed for pest
management. However, the mechanism of action of EOs is still a challenge when it comes to
field trials. Further studies are essential to investigate plant domestication and optimization
of EO extraction processes prior to stabilization of their active principles (e.g.,
microencapsulation and nanoencapsulation) to maintain high insecticidal efficacy and long-
lasting molecules in the field. In addition, the process of biopesticide authoriza- tion is
complex and expensive (Pavela and Benelli 2016), and require appropriate toxicological
methods. These concerns deserve attention and need further investigation in the future for their

practical application in modern agriculture.
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5 Metabolitos secundarios de Lamiaceae Neotropical: screening e toxicidade sobre

Drosophila suzukii e Trichopria anastrephae*

Resumo: Para promover novas alternativas de controle da drosdéfila-da-asa-manchada
Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera: Drosophilidae) e a seletividade ao seu parasitoide
pupal Trichopria anastrephae Lima (Hymenoptera: Diapriidae) foram examinados oleos
essenciais (OEs) de trés ecotipos (ECOs) de alecrim Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae)
coletados no Brasil e seus constituintes majoritarios comuns (a-pineno, 1,8-cineol e canfora).
Em bioensaios de ingestdo e aplicagdo topica, OEs do ECO 2, ECO 3 e seus constituintes
individuais 1,8-cineol e canfora foram mais toxicos contra adultos de D). suzukii (ingestdo
CLso e CLoo; topica CLso e CLog). Além disso, estes tratamentos apresentaram TLso entre
18,10 a 0,55 h (ingestdo) e 3,21 a 0,44 h (topica). Adicionalmente, os residuos secos dos ECO
2, ECO 3, 1,8-cineol e canfora tiveram um efeito repelente na oviposi¢do (= 8 ovos / frutos) e
efeitos negativos na viabilidade dos ovos (= 2 larvas / frutos) de D. suzukii em frutos
artificiais. Apesar da toxicidade a D. suzukii, os OEs dos trés ECOs e seus constituintes
majoritarios proporcionaram seletividade a 7. anastrephae no bioensaio de ingestdo
(mortalidade <15%) e de parasitismo (= 50%), semelhante ao tratamento da agua (£ 10% da
mortalidade e = 49% de parasitismo). Os OEs aqui avaliados tém potencial para serem usados
no manejo integrado de D. suzukii e podem servir como ingredientes ativos seletivos para a

sintese de inseticidas botanicos.

Palavras-chave: drosoéfila-da-asa-manchada, alecrim, a-pineno, 1,8-cineol, canfora

*Manuscrito formatado para Neotropical Entomology
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5.1 INTRODUCAO

Nativa da Asia, a drosofila-da-asa-manchada, Drosophila suzukii (Matsumura) (Diptera:
Drosophilidae) ¢ uma praga invasora que causou graves perdas em pequenos campos de
frutos silvestres em diversos paises produtores (Asplen ef a/ 2015, EPPO 2020). Os impactos
econdmicos dessa praga ja foram documentados na América do Norte (Dreves 2011,
Goodhue ef al 2011, Farnsworth ef al 2017), América do Sul (Santos 2014) e Europa (De Ros
et al 2015). Nos Estados Unidos D. suzukii ocasionou perdas na produgdo de pequenas frutas
que alcangaram US$ 511 milhdes anualmente (Goodhue ef al 2011). E no Brasil, produtores
de morangos relataram perdas na producdo de até 30% (Santos ef al 2014), sem contabilizar
os custos adicionais gerados pelo monitoramento e pelo controle realizado para prevenir
infestagdes primarias (Dreves 2011, Goodhue ef al 2011, Lee et al 2011).

Atualmente, essa espécie € reconhecida como uma grave ameaga fitossanitaria
(Hamby et al. 2016) devido a muitos fatores relacionados a sua biologia, como sua ampla
gama de hospedeiros (Lee ef al 2015, Poyet et al 2015), capacidade de dispersdo (Haye ef al
2016) e seu curto periodo do ciclo biolégico (Asplen ef al 2015). Por isso, a estratégia mais
adotada para manejo de D. suzukii em todo o mundo é uma aplicagdo de inseticidas
organofosforados, piretrdides e espinosinas (Gress & Zalom 2018). No entanto, apesar de
reduzir a infestacdo e causar danos as frutas, o uso indiscriminado desses inseticidas sintéticos
ocasiona contamina¢do ambiental, riscos toxicologicos, sele¢do para populagdes resistentes a
inseticidas e efeitos adversos na fauna benéfica (Regnault-Roger et al 2012, Roubos et al
2014, Gress & Zalom 2018). Entre os inimigos naturais que podem ser afetados pela
aplicacdo dos inseticidas sintéticos nos cultivos de pequenas frutas, estd o parasitoide pupal,
Trichopria anastrephae (Lima, 1940) (Hymenoptera: Diapriidae), que tém sido relatado
parasitando pupas de D. suzukii em pomares no Brasil. Este inimigo natural ¢ um

microhimenoptero generalista (Wollmann ef al 2016, Andreazza ef al 2017) e sua presenca ja
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foi relatada em diferentes estados brasileiros (Aguiar-Menezes ef a/ 2001, Marchiori &
Penteado-Dias 2001, Silva ef al 2003, Garcia & Corseuil 2004, Cruz ef al 2011) e em outros
paises, como Argentina (Turica & Mallo 1961) e Venezuela (Boscan & Godoy 1996). A
ocorréncia de 7. anastrephae em areas de producdo de pequenas frutas, como em morangos
Fragaria x ananassa Duchesne e Rubus spp., € um indicativo do estabelecimento dessa
espécie em campo (Wollmann ef al 2016), embora também ja existem estudos demonstrando
resultados promissores para criagdo de 7. anastrephae usando pupas de D. suzukii como
hospedeiro (Vieira ef al 2019).

Considerando a importancia da 7. anastrephae no controle biologico de D. suzukii,
faz-se necessaria a busca por produtos seletivos a este e demais inimigos naturais. Frente a
isso, o potencial de uso dos inseticidas vegetais, especialmente os oleos essenciais (OEs) e
seus constituintes individuais, podem gerar alternativas para o controle de D. suzuki, em
detrimento aos inseticidas ndao seletivos que podem interferir na sobrevivéncia de 7.
anastrephae (Bernardi et al 2017). Além disso, os produtos derivados de plantas apresentam
varios constituintes quimicos em um unico OE, o que contribui para o aumento da eficacia no
controle e diminui o desenvolvimento da resisténcia de pragas aos produtos sintéticos por
atuarem em diferentes sitios de agdo (Isman 2000).

Entre as plantas com potencial para prospeccdo de moléculas inseticidas podem ser
exploradas em espécies da familia Lamiaceae que possuem valor econdmico para extracio de
OE, como por exemplo Rosmarinus officinalis L., popularmente conhecida como alecrim. O
OE de R. officinalis tem sido alvo de varios estudos em aromaterapia como estimulante do
sistema nervoso para aumentar a capacidade de memoria e concentragdo (Sayorwan et al
2013). Andlises por cromatografia dos dleos essenciais presentes nessa espécie permitem
identificar a presenca de a-pineno, 1,8-cineol, borneol, acetato de bornila, canfora e

verbenona como constituintes mais abundantes e frequientes (Isman ef a/ 2008; Sayorwan et al
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2013). No entanto, o R. officinalis como qualquer outro vegetal pode apresentar alteragcdes na
sua composi¢do quimica em funcdo das diferentes pressdes ambientais em que a planta estd
exposta (por exemplo, condi¢des de herbivoria, genotipo, origem geografica, edafoclimaticas)
as quais sdo submetidas, e pode usar as praticas genéticas que resultam na formacdo de
ecotipos (ECOs), apresentando por sua vez, diferentes atividades biologicas (Feitosa-
Alcantara et al 2017). Dessa maneira, ao testar os 6leos esséncias dos diferentes ecotipos de
R. oficinalis com potencial para a produgdo de inseticidas vegetais, ¢ importante analisar a
variabilidade quimica do 6leo e determinar quais componentes influenciam na atividade
inseticida (Isman et al 2008), bem como verificar sua toxicidade a organismos ndo-alvo.
Portanto, este estudo teve como objetivos: 1) identificar e quantificar a composi¢do
dos dleos essenciais de trés ecotipos de R. officinalis coletados em diferentes localidades da
Regido Neotropical; 2) avaliar a toxicidade, via por ingestdo e aplicagdo topica, dos Oleos
essenciais obtidos das folhas dos ecotipos de R. officinalis e de seus constituintes majoritarios
contra adultos de D. suzukii; 3) avaliar os efeitos dos residuos secos dos OEs e de seus
constituintes majoritarios no comportamento da oviposi¢ao de D. suzukii em frutos artificiais;
(4) analisar a toxicidade dos 6leos essenciais de R. officinalis e seus constituintes individuais

ao parasitoide 7. anastrephae.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material vegetal, extragdo e obtenc¢do dos principais compostos dos 6leos essenciais

Para obten¢do dos OEs, foram coletadas folhas da por¢do terminal de um ramo de R.
officinalis no periodo vegetativo de pelo menos 10 espécimes de cada ECO. Para extrair os
OEs, as folhas coletadas foram submetidas a hidrodestilagdo em Clevenger (Vidrolabor, Sdo

Paulo, Brasil) durante quatro horas (Tabela 5-1). Posteriormente, o hidrolato foi separado
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usando sulfato de sodio anidro. As amostras foram mantidas em freezer a — 20 °C até analise
quimica.

Os constituintes comuns do OE de R. officinalis encontrados em propor¢des acima de
20% em pelo menos um dos ECOs estudados foram selecionados para os bioensaios
realizados, sendo estes a-pineno, 1,8-cineol e canfora. Padrdes desses compostos, a-pineno
(CAS: 7785-70-8), 1,8-cineol (CAS: 470-82-6) e canfora (CAS: 76-22-2), foram obtidos da

Sigma-Aldrich Brazil (Sdo Paulo, Brazil) com uma pureza de > 99%.

5.2.2 Analise quimica dos 6leos essenciais: identificacdo e quantificagio

A CG / EM foi realizada em um cromatdgrafo a gas Agilent 6890% acoplado a um
detector de massa Agilent 5973 N®. O GC foi equipado com uma coluna capilar fundida HP-
SMS (espessura do filme de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) revestida com fase estacionaria de
5% de fenil-95% de dimetilpolisiloxano. O hélio foi usado como gas de arraste, a uma vazao
de 1,0 mL / min. A programacio da temperatura foi ajustada para 60—240 ° C na taxa de 3 ° C
/ min, aquecida a 240 ° C e mantida nessa temperatura por 10 minutos. A temperatura do
injetor foi mantida a 250 © C. As amostras de 6leo essencial foram diluidas para uma solugdo
a 1% em diclorometano e 1,0 uL. da solugdo foi injetado com uma propor¢do de parti¢do de
1:20. O detector de massa foi operado no modo de ionizagdo de elétrons (70 eV) a uma taxa
de 3,15 varredura / min e uma faixa de varredura de 40 a 450 Da. A linha de transferéncia foi
mantida a 260 ° C, a fonte de ions a 230 © C e o analisador (quadrupolo) a 150 ° C. Para a
quantifica¢dio, os Oleos essenciais foram injetados e o CG Agilent 6890A®, equipado com
detector de ionizagdo por chama (FID), foi operado a 280 ° C. O hidrogénio foi usado como
gas transportador, a uma taxa de fluxo de 1,5 mL / min, usando a mesma coluna e condi¢des

descritas acima.
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Tabela 5-1- Tratamentos avaliados para o manejo de Drosophila suzukii

Tratamentos Descrigdo Concentrezgao Origem Manufatura
testada
i Oleo essencial extraido das folhas de Rosmarinus o Quatro Barras, Parana Extracdo e formulacdo de laboratério (Curitiba,
Ecotipo 1 o . 8% f b
officinalis L. (pre-commercial) Parana, Brasil)
i Oleo essencial extraido das folhas de Rosmarinus o Taquarituba, Sdo Paulo Extracdo e formulacdo de laboratério (Curitiba,
Ecotipo 2 o . 8% f b
officinalis L. (pre-commercial) Parana, Brasil)
Ecbtino 3 Oleo essencial extraido das folhas de Rosmarinus 8% Coronel Macedo, Sao Extracdo e formulacio de laboratério (Curitiba,
P officinalis L. (pre-commercial) ? Paulo Parand, Brasil)®
a-pineno Constituinte individual, (CAS: 7785-70-8) 8% Sigma-Aldrich Brazil (Séio Paulo, SP, Brasil)
(commercial)
1,8-cineol Constituinte individual, (CAS: 470-82-6) (commercial) 8% Sigma-Aldrich Brazil (Sao Paulo, SP, Brasil)
canfora Constituinte individual, (CAS: 76-22-2) (commercial) 8% Sigma-Aldrich Brazil (Sao Paulo, SP, Brasil)
75 gdeia. 100 L . . ~
Delegatc® Espinctoram® ! (recomendado Dow AgroSciences Industrial Ltda. (Sdo Paulo, SP,

pelo fabricante) Brasil)

*Concentracgdo: 8% ( 0,16 mL) de dleo essencial por 1,84 mL de acetona; 250 ml de produtos comercial por L de 4gua (Azamax®™); 75 mg de
produto comercial por L de agua (Delegate®)."Datum WGS84. *Laboratorio de Ecofisiologia, Universidade Federal do Parana (Extracdo) e

Laboratério de Semioquimicos, Universidade Federal do Parana (Formulagao), Parana, Brasil
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A quantificagdo de cada constituinte foi estimada pelo detector de ionizagdo por
chama (FID) com a area de pico correspondente, que foi determinada com base na média de
trés injecOes (Tabela 5-2). A identificacdo dos componentes dos OE foi realizada pela
comparagdo dos espectros de massa com os das bibliotecas comerciais (McLafferty &
Stauffer 2014) e também pelos seus indices de retencdo linear (Van Den Dool & Kratz 1963),
apés a injecdo de um homologo. série de alcanos (Cs-Czs), nas mesmas condigdes

experimentais, e comparados com os dados da literatura (Adams 2007).

5.2.3 Estabelecimento das colonias de Drosophila suzukii e Trichopria anastrephae

Amostras de D. suzukii (30° gerag@o) e 1. anastrephae (25" geragdo) utilizadas em todos os
bioensaios foram obtidas a partir de criagdo estabelecida em sala climatizada a 25+1°C, 70%
+ 5% UR e fotofase de 12:12 (L: D) h. Os imaturos e adultos de D. suzukii foram mantidos
em garrafas (290 mL) contendo dieta artificial a base de farinha de milho e tamponadas com
algoddo hidrofilico, seguindo a metodologia proposta por Schlesener et al (2018). Os
parasitoides 7. anastrephae foram criados em pupas de D. suzukii e alimentados com mel /
agua (80%, p: v). Antes de cada bioensaio, adultos de quatro dias de ambas as espécies foram

privados de alimento por oito horas, mas com agua fornecida.

5.2.4 Bioensaios

Todos os bioensaios foram realizados em condi¢des de laboratorio a 25 = 2° C, 70 + 10% de
umidade relativa e fotofase de 12h em delineamento inteiramente casualizado. As solu¢des de
0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 2.0; 4,0; 8,0% dos OEs intactos dos ECO 1, ECO 2, ECO 3 ¢
constituintes individuais de a-pineno, 1,8-cineol e canfora foram preparados diluindo todos os

tratamentos em solvente acetona (PanReac-UV-IR-HPLC-GPC PAI-ACS 99,9% de pureza).
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Como controles positivos um inseticida quimico a base de espinetoram (ingrediente ativo
Delegate® 250WGTM 7.5¢g (i.a: ingrediente ativo) L') e um inseticida vegetal a base de
limoneno (Azamax® 12 EC azadirachtin + 3-tigloil-azadiractol) foram usados na dosagem de
campo (75 de i.a. por L de agua) e (250 mL de i.a. por 100 L de agua), respectivamente. A
agua e a acetona foram usadas como controles. Testes anteriores demostraram que esses
solventes ndo interferem na sobrevivéncia dos insetos. Todas as solu¢des foram preparadas

uma hora antes do inicio dos experimentos.

5.2.4.1 Bioensaios de ingestdo e aplicagdo topica

Duas vias de exposi¢do avaliaram a toxicidade dos OE intactos de R. officinalis e de
seus principais compostos: ingestdo e uso topico. A toxicidade dos procedimentos foi avaliada
em testes usando a concentragdo testada em adultos de D. suzukii (Tabela 3-1).

Para os bioensaios de ingestdo, os insetos foram separados em grupos (unidades
amostrais) de 16 adultos por gaiola (oito casais). As gaiolas consistiam em recipientes de
plastico transparentes (1 L) com a abertura sobre uma placa de Petri de plastico (25 cm de
diametro). No lado superior da gaiola (isto ¢, fundo do recipiente) foi realizado uma
adaptacdo com a coloca¢do de uma malha de voile permitindo a ventilagdo das gaiolas.
Durante o tempo de exposi¢do (i.e., 24 h), os adultos puderam se alimentar mechas de
algoddo hidrofilicos saturadas com solugdes contendo produto colocado dentro de um frasco
de vidro de 10 mL que era mantido dentro das gaiolas. Apos o periodo de exposigdo, o frasco
de 10 ml.LL de vidro contendo o rolo de algodao tratado foi substituido por alimentos e agua
destilada até o final do periodo de avaliagdo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com sete tratamentos contendo cinco repeti¢des (gaiolas) com 16 adultos de D.
suzukii (oito fémeas e oito machos) (n = 560). A mortalidade em cada tratamento foi avaliada

em intervalos de 1 hora nas primeiras 24 horas apds a exposi¢do aos tratamentos (HAET) e a
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cada 24 anos apds 24 a 120 HAET. Insetos que ndo reagiam ao toque de um pincel eram
considerados mortos. A mortalidade corrigida foi calculada usando a equacdo de Abbott
(1925).

Para os bioensaios de aplicacgdo topica, adultos de D. suzukii (dez casais) da criagdo de
manutengdo foram separados e colocados em tubos de vidro transparentes (1,3 cm de
diametro x 10 cm de comprimento), selados na parte superior com algoddo hidrofilico.
Posteriormente, os insetos foram sedados a 2 °C por 40 a 60 s e em seguida colocados em uma
placa de Petri (9 cm de didmetro) e pulverizados com "Potter's Tower" (Burkard Scientific
Uxbridge, Reino Unido), aplicando 2 mL do OE por unidade de amostra a uma pressdo de
trabalho de 7 Ib in%, resultando em uma deposi¢io média de residuos de 1,0 mg cm?. Apds a
pulverizag@o, as moscas foram colocadas dentro de gaiolas plasticas transparentes (500 mL),
conforme descrito anteriormente, e alimentadas com dieta artificial e 4gua destilada durante
todo o periodo de avaliagdo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos e
quatro repeti¢des (gaiolas) com 20 adultos de D. suzukii (dez fémeas e dez machos) (n = 560).
A mortalidade em cada tratamento foi avaliada em intervalos de 1 hora nas primeiras 24 horas
apds a exposicdo aos tratamentos (HAET) e a cada 24 horas ap6s esse periodo, de 24 a 120
HAET. Insetos que nd3o reagiam ao toque de um pincel eram considerados mortos. A

mortalidade corrigida foi calculada usando a equacdo de Henderson & Tilton (1955).

5.2.4.2 Curvas de concentragdo-resposta dos tratamentos ativos em Drosophila suzukii

Com base nos resultados desse teste inicial, os tratamentos e o controle positivo
(espinetoram Delegate® 250 WG™ e limoneno Azamax® 12 EC) foram avaliados
posteriormente para estimar a concentragdo necessaria para matar 50 e 90% das moscas

expostas [Concentragdo letal (CL); CLsoe CLoo, respectivamente].
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Para esse fim, sete valores de concentragdo foram testados para cada tratamento (entre
0,1-2,0% para EOs; 5 mg L'~ 75 mg L' para espinetoram; 25 mL"'— 250 mL 100 L' para
azadaractina), sendo que o modo de exposi¢do foi baseado em Finney (1971). Os
procedimentos e critérios de exposi¢do e avaliagdo foram idénticos aos dos testes iniciais. Nos
bioensaios de ingestdo, cinco repeti¢des com 16 moscas (n = 80) foram utilizados para cada
concentragdo de cada produto (n = 560), enquanto nos bioensaios de aplicagdo topica foram
utilizadas quatro repeti¢des de 20 moscas (n = 80) para cada concentracdo de cada produto (n

= 560).

5.2.4.3 Tempo letal (TLso) dos tratamentos ativos em Drosophila suzukii

Tempo médio para matar 50% da populagio testada (TLso) dos OEs intactos de R. officinalis e
os constituintes individuos (o-pineno, 1,8-cineol e canfora) foi estimado usando a
concentragdo maxima testada nos bioensaios de ingestdo e aplicagdo topica (Tabela 5-1). O
delineamento experimental e os procedimentos de bioensaio foram idénticos aos utilizados

nos testes iniciais.

5.2.5 Efeitos dos OEs de Rosmarinus officinalis e seus constituintes majoritarios na oviposi¢ao

e viabilidade larval de Drosophila suzukii

Para esse proposito, “frutos artificiais” foram preparados com agar (19 g), gelatina de
framboesa (10 g), metilparabeno (Nipagin®; 8 mL; 0,8 g dissolvido em 8 mL de alcool etilico
absoluto a 99,9%) e agua destilada (refluxada; 850 mL), de acordo com o método adaptado
proposto por Schlesener et al (2017). Em cada “fruto artificial” procedeu-se a pulverizagdo de
1 mL de dleo essencial (do ECO 1, ECO 2, ECO 3, a-pineno, 1,8-cineol e canfora) por
unidade de amostra em uma pressio de trabalho de 7 Ib in%, resultando em uma deposigdo

média de residuos de 0,4 mg cm?. Em seguida, os frutos artificiais foram condicionados por
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trés horas em uma sala climatizada (25+2°C, 70%+10% UR e fotoperiodo de 12:12 (L: D)
horas para evaporar o excesso de umidade e, consequentemente, a deposi¢ao residual. Depois,
o fruto artificial (unidade amostral), foi colocado individualmente em um recipiente de
plastico (250 mL), revestido com tecido de voile (4 cm de diametro) para troca de gases do
interior com o ambiente externo e externo. Posteriormente, cinco casais de D. suzukii (= sete
dias) que estavam mantidos em gaiolas individualizados por sexo (machos ou fémeas) foram
adicionados para acasalamento e oviposi¢do. Apos 24 horas, os adultos foram removidos e os
ovos foram contados em cada fruto artificial usando um microscopio estereoscopico (40 x de
aumento). As larvas foram contadas entre 24 e 48 horas apos a remog¢do dos adultos. O

delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 30 repeti¢des por tratamento.

5.2.6 Toxicidade dos Oleos essenciais sobre Trichopria anastrephae

Para avaliar a toxicidade dos tratamentos ativos em 7. anastrephae, parasitoide de D.
suzukii, os valores CLso e CLoo dos OEs de R. officinalis intactos (ECO 1, ECO 2, ECO 3), a-
pineno, 1,8-cineol, canfora, Azamax® 12 EC e Delegate® 250 WG ™ foram usados em cada
procedimento de exposi¢do, que foram determinados a partir das curvas de concentragdo-
resposta as 120 h. As vespas adultas foram submetidas ao procedimento de ingestdo conforme
descrito nos testes anteriores. A mortalidade das vespas foi avaliada em até 120 horas ap6s o
inicio da exposi¢do usando os mesmos critérios para avaliar a mortalidade de D. suzukii.

Para avaliar os efeitos sub-letais dos tratamentos nas vespas, dez pupas de D. suzukii
(pupas de 24 horas) foram oferecidas diariamente por sete dias (comegando as 120 h), para
cada fémea de 7. amastrephae sobrevivente (Bernardi ef al 2017). As pupas, obtidas da
colénia de laboratorio, foram expostas as vespas em um recipiente com uma camada de
algoddo hidrofilico em uma placa de Petri. As pupas foram removidas diariamente e colocado

em copos plasticos (100 mL) selados por cima com voile até a emergéncia de mosca ou
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vespas. Durante o periodo de avaliagdo, as vespas foram alimentadas com 80% mel / agua (p /
v). O parasitismo percentual foi determinado dividindo-se o namero total de descendentes das

vespas pelo numero total de pupas oferecidas, multiplicado por 100.

5.2.7 Analise dos dados

Modelos lineares generalizados (GLM) da familia de distribui¢Oes exponenciais
(Nelder e Wedderbum, 1972) foram utilizados para a andlise das variaveis estudadas. Quando
houve diferengas significativas entre os tratamentos, foram realizadas comparagdes multiplas
(teste de Tukey, P < 0,05) utilizando a fung¢o glht por meio do pacote Multicomp, com ajuste
dos valores de p. Todas as analises foram realizadas usando o software estatistico “R” versdo
2.15.1 (R Development Core Team, 2012). Um modelo binomial com uma fungdo
complementar de log-log link (modelo gompit) foi usado para estimar as concentragdes letais
(LC50 e LC90), usando o Probit Procedure no software SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2011).
Finalmente, o tempo letal médio (LTso) foi estimado pelo método proposto por Throne et al.

(1995) para analise Probit de dados correlacionados.

5.3 RESULTADOS

Mediante as analises cromatograficas dos ECOs de R. officinalis foram identificados 20 picos
dos EOs (Figura 5-1). Os picos cromatograficos foram classificados em monoterpenos
hidrocarbonetos (20,9-47,3%), monoterpenos oxigenados (45,2-76,3%), sesquiterpenos
hidrocarbonetos (1,2-2,0%) e éster (0,7-14,9%) (Tabela 5-2). Os ecétipos 1, 2 e 3
apresentaram a-pineno (9,3-20,1%), 1,8-cineol (13,0-44,9%) e canfora (12,1-19,9%) como
constituintes majoritarios comuns. Na constitui¢do dos 6leos essenciais do ECO 1 foram

identificados 16 constituintes, totalizando 97,1% de 6leo essencial, com predominancia de a-
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pineno (20,1%), 1,8-cineol (13,0%), canfora (12,1%) e acetato de bornila (14,9%) (Tabela 5-
2). A composi¢do quimica do ECO 2 inclui 16 constituintes, com a-pineno (19,5%), canfeno
(11,2%), 1,8-cineol (20,1%) e canfora (20,5%) representando os constituintes majoritarios,
com 98,7 % do total da identificacdo do oleo (Tabela 5-2). Os principais constituintes do EO
do ECO 3 foram a-pineno (9,3%) 1,8-cineol (49,1%) e canfora (17,8%), entre os 16

constituintes identificados de um total de 99,1% (Tabela 5-2).

Tabela 5-2- Composigdo do oleo essencial (%) das folhas frescas de trés ecotipos (ECO) de

Rosmarinus officinalis coletados na regido Neotropical, Brasil.

% area do pico

- lit cal
Constituintes IR IR ECOI* ECO2 ECO3
1. a-thujeno 923 923 0.9 - -
2. a-pineno 934 943 20.1 19.5 93
3. canfeno 952 953 5.0 11.2 35
4. [B-pineno 980 980 22 5.0 32
5. P-myrceno 991 991 0.8 3.0 0.8
6. 3-careno 1011 1011 - 0.8 -
7. m-cimeno 1023 1021 1.3 2.4 1.5
8. limoneno 1031 1030 4.7 4.0 2.1
9.  y-terpineno 1059 1059 - 0.8 0.5
10. 1isoterpinoleno 1086 1085 - 0.6 -—-
Monoterpeno hidrocarboneto 35.0 473 209
11. 1,8-cineol 1034 1033 13.0 20.1 491
12.  linalool 1098 1097 1.8 0.5 1.1
13. céanfora 1143 1143 12.1 205 17.8
14. borneol 1165 1165 7.8 39 42
15. terpinen-4-ol 1177 1178 - - 0.8
16. a-terpineol 1185 1185 2.0 2.8 33
17. verbenona 1204 1203 8.5 - -
Monoterpeno oxigenado 452 47.8 76.3
18. PB-cariofileno 1418 1419 L5 2.0 0.7
19. a-cariofileno 1444 1444 0.5 --- 0.5
Sesquiterpeno hidrocarboneto 2.0 2.0 1.2
20. Acetate de bornila 1285 1285 14.9 1.6 0.7
Ester 149 1.6 0.7
Total da identificagio 97.1 98.7 99.1

Nota: IR™ = Indice de Reten¢do da Literatura, IR® = Indice de Reteng¢do Calculado. *ECO 1
(Ecétipo 1 coletado em Quatro Barras, PR, Brasil); ECO 2 (Ecétipo 2 coletado em

Taquarituba, SP, Brasil); ECO 3 (Ecotipo 2 coletado em Coronel Macedo, SP, Brasil).
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Figura 5-1- Constituintes principais encontrados nos oleos essenciais dos ecotipos de
Rosmarinus officinalis: 1) a-pineno, 2) 1,8-cineol, 3) canfora, 4) acetato de bornila, 5)

canfeno.
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Cento e vinte horas apos a exposi¢do, todos os tratamentos ECO 1, ECO 2, ECO 3, e
seus constituintes majoritarios o—pineno, 1,8-cineol e canfora e o espinoteram mostrou
toxicidade semelhante no bioensaio de ingestdo (mortalidade entre 65 a 80%) (F8, 32 = 17,84,
p < 0.0001) ou bioensaio topico (mortalidade entre 85 a 100%) (F8, 32 = 14,32, p < 0.0001)
(Figura 5-2). Com base nas curvas de concentracdo resposta € pela sobreposi¢do dos
intervalos de confianga, os ECO 1, ECO 2, ECO 3, e seus constituintes majoritarios a—pineno,
canfora, 1,8-cineol apresentaram toxicidade similar (CLsy e CLgg) em bioensaio de ingestio

(LCsode 11,03 a2 12,10 mg L'; LCo de 19,48 a 22,24 mg L'!; Table 5-4).

A A A A A A
100

[#s]
<

60

40

Mortalidade (%)

W [ngestion bioassays (F9,32 =17.84; p <0.0001) OTopical application (F9, 32 =14.32; p <0.0001)

Figura 5-2- Mortalidade de Drosophila suzukii quando submetida a bioensaios de aplicagdo
topica e ingestdo em diferentes tratamentos, contituidos de Oleos essenciais de diferentes

ecotipos de Rosmarinus officinalis, limoneno, Azadiractina® e Delegate®

As médias seguidas de letras diferentes nas colunas (dentro de cada bioensaio de exposi¢io)
indicam diferengas significativas entre os tratamentos (GLM com distribui¢do quase binomial

seguida pelo teste de Tukey, P >0,05);
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Entretanto, foram mais téxicos quando comparado com o inseticida comercial
espinetoram (CLso = 63,10 e CLo 86,17 mg L!; Tabela 5-3). Em bioensaio de aplicagdo
topica, todos os tratamentos avaliados apresentaram a mesma toxicidade sobre adultos de D.
suzukii em relagdo aos valores de CLso (CLso DE 7,13 a 11,45 mg L!; Tabela 5-4) e CLoo
(CLoo de 17,12 a 24,11 mg L™'; Tabela 5-4).

Os resultados também mostraram que o TLso depende da concentragdo em ambos os

procedimentos de exposi¢do. Nos bioensaios de ingestdo, TLso foi de 48,11 HAET para ECO
1; 17,11 para ECOZ2; 18,10 para ECO 3; 54,11 para 0—pineno; 3,24 para canfora; 0,55 para
1,8-cineol. Nos bioensaios topico, TLso foi de 7,10 HAET para ECO 1; 3,21 para ECO 2; 0,62
para ECO 3; 2,58 para a—pineno; 2,15 para canfora; 0,41 para 1,8-cineol (Tabela 5-3).

Tabela 5-3- Estimativa do tempo letal mediano (TLso, em horas) e o intervalo de confianga

dos oleos essenciais de Rosmarinus officinalis e seus constituintes principais para adultos de

Drosophila suzukii usando a concentracdo méaxima testada.

Tratamentos n  Slope + SE TLso (IC 95%)“ v GLY

Bioensaio de ingestio

Ecotipo 1 OE 720 3,55+025 48,11 (4531-61,23) 7,12 32
Ecotipo 2 OE 720 3,11+0,19 17,11 (1531 -19,23) 6,56 32
Ecotipo 3 OE 720 3,44+0,63 18,10 (17-14-20,57) 8,13 32
o.— pineno OE 720 3,02+0,17 54,11 (40,17 -67,11) 9,74 32
canfora OE 720 3,21+022 324(2,62-422) 598 32
1,8-cineol OE 720 3,20+0,16 0,55(0,32-0,74) 8,90 32
Delegate® 250 WG 640 3,03+024 1,14(0,98-120) 967 32
Bioensaio de aplicagdo topica

Ecotipo 1 OE 720 2,44+0,19 7,10(531-823) 7,11 32
Ecotipo 2 OE 720 3,12+032 321(2,17-523) 6,78 32
Ecotipo 3 OE 720 3,11+0,13 0,62 (035-123) 8,13 32
o.— pineno OE 720 3,10+0,78 2,58 (1,78-3,28) 9,14 32
canfora OE 720 3,42+0,76 2,15(1,90-275) 852 32
1,8-cineol OE 720 3,03+0,54 041(023-054) 7,12 32
Delegate® 250 WG 640 2,50+0,72 650 (6,17-859) 8,07 32

“TLso: tempo necessario para matar 50% dos adultos de D. suzukii apds a exposi¢do aos
tratamentos (IC: intervalo de confianga com 95% de probabilidade de erro; ?2: valor do qui-

quadrado de Pearson; °GL: grau de liberdade.
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Tabela 5-4- Estimativa da CLso e CLoo (em mg L) bem como o intervalo de confianga de Rosmarinus leaves (OEs) e seus constituintes
majoritarios, e inseticida sintético a base de espinosina (Delegate™) e azadiractina (Azamax®™) sobre adultos de Drosophila suzukii em 120 HAE

nos bioensaios de aplicagdo topica e ingestdo.

Tratamentos Slope + SE CLso (CI 95%)° CLqo (CI 95%)° x° GL¢
Bioensaio de ingestédo
Ecétipo 1 OF 3,14 £ 0,65 11,89 (11,55 -11,98) 20,10 (19,75 - 23,93) 7,23 7
Ecétipo 2 OF 3.01+1,15 11,84 (11,68 —12,10) 20,17 (19,69 — 22.87) 9,16 7
Ecétipo 3 OF 3,10+ 0,86 11,92 (11,75 -12,12) 21,56 (21,02 - 22.95) 9,54 7
a — pineno OF 3,54 +£0,73 12,10 (11,86 — 13,88) 22,24 (20,11 - 23,99) 8,19 7
canfora OE 345+1,18 11,99 (11,78 — 14,15) 19,48 (18,95 - 23,86) 8,37 7
1.8-cineol OE 2,54 +£0,45 11,03 (10,86 — 13,13) 20,04 (18,16 -25.71) 9,74 7
Delegate® 1,94 £ 0,45 63,10 (60,78 — 65,10) 86,17 (74,12 — 98,13) 5,68 6
Bioensaio de aplicagdo topica
Ecétipo 1 OF 3,20+ 0,40 9,38 (8,21 — 10,53) 22,34 (18,89 — 23,88) 8,17 8
Ecétipo 2 OF 3,80+ 0,22 9,42 (9,36 — 11,49) 20,11 (17.62 —21.51) 4,11 8
Ecétipo 3 OF 3,78 + 0,45 9,55 (9,38 — 10,70) 19,86 (17,10 — 20,26) 7,70 8
a — pineno OF 3,15+ 0,32 8,63 (7,95 —10,39) 19,10 (18,07 — 20,23) 9,01 8
canfora OE 3,17+ 0,44 7,13 (6,81 — 9,83) 17,23 (15,97 — 19,10) 5,10 8
1.8-cineol OE 3,23 +0.49 7,38 (6,15 —9,03) 17,12 (16,14 — 18,86) 6,78 8
Delegate® 3,45+ 0,19 11,45 (9,45 —12.78) 2411 (19,12 - 28.17) 7,13 7

45CLso e CLoo: Concentragio: 8% de oleo essencial para 2 mL de acetona, 75 mg de produto commercial por L de agua (Delegate™); *TLsq,

tempo requerido para matar 50% dos adultos de D. suzukii ap6s a exposi¢do dos tratamentos; IC, interval de confianga com 95% de

probabilidade de erro; “y2, valor do teste de qui-quadrado de Pearson’s; GL: grau de Liberdade.
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Ao avaliar o efeito deterrente, fémeas de D. suzukii reduziram significativamente (F8,
22 =11.84; P <0.0001) a oviposi¢do em frutos artificiais quando submetidos aos residuos
secos dos constituintes a—pineno (8,1 ovos/fémea), canfora (7,4 ovos)/ fémea), 1,8-cineol
(7,5 ovos/ fémea) e do inseticida espinetoram (7,3 ovos/ fémea) (Figura 5-3). Em contraste,
os ECO 1 (15,1 ovos/ fémea), ECO 2 (11,4 ovos/ fémea), ECO 3 (12,6 ovos/ fémea) ndo

apresentaram efeito deterrente na oviposi¢do em relagdo aos controles negativos (Figura 5-

3).
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(F 522 =11.84; p <0.0001)

artificiais” em condigdes de laboratorio.

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferiram significativamente (GLM

com distribui¢do quase binomial seguida pelo teste de Tukey; P >0,05).
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Ao avaliar a toxicidade letal sobre adultos de 7. anastrephae, os ECO 1, 2 e 3 e seus
constituintes majoritarios a—pineno, canfora, 1,8-cineol proporcionaram mortalidade inferior a
20% dos adultos em bioensaio de ingestdio (Tabela 5-5). Estes wvalores foram
significativamente menores (F6, 14 = 10,12, p < 0.0004) ao comparar com o spinetoram
(mortalidade de 46,1%) (Table 5-5). Em contraste, todos os tratamentos avaliados nao
apresentaram efeito subletal (F6, 14 = 10,12, P < 0,1115) no parasitismo didrio ao longo de

sete dias (Tabela 5-5).

Tabela 5-5- Mortalidade (%) e parasitismo (P, %) de Trichopria anastrephae apos 120 horas

de exposi¢do dos tratamentos pelo bioensaio de ingestdo.

Tratamentos Concentration Mortalidade® P (%)
(mg L)

Ecotipo 1 OE 8% 15,4+ 1,14B 49,7 £ 1,40A
Ecotipo 2 OE 8% 14,3 +2,97B 53,1 £ 1,46A
Ecotipo 3 OE 8% 16,5+ 2,11B 486 +£2 11AB
o — pineno OE 8% 11,45+ 3,24B 50,2+ 1,17A
canfora OE 8% 12,4+ 1,15B 58,6 + 0,98A
1,8-cineol OE 8% 10,5+ 3,13B 52,1+ 0,97A
espinoteram 75¢ 100 L' g 46,1+ 3,10A 43,8 +2.14

iMédias dentro de uma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente

(GLM com uma distribui¢do quase binomial seguida pelo teste de Tukey P > 0.05).

5.4 DISCUSSAO

Neste estudo, diferencas qualitativas e quantitativas na composi¢do quimica dos OEs
foram identificadas nos trés ECOs de R. officinalis cultivadas na regido Neotropical.
Conforme verificado a composi¢do quimica dos OEs de R. officinalis, os componentes

majoritarios foram constituidos de terpenos, com destaque aos a-pineno; 1,8-cineol e canfora,
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corroborrando com estudos realizados na com espécies de R. officinalis coletadas na Espanha
(Arnold et al 1997), Italia, Canadé e Tunisia (Bereta ef a/ 2011, Isman et al 2008; Zoauali et
al 2010). Entretanto, pode-se observar que ocorre uma variagdo na composi¢do desses
compostos com taxas variando de 9,3 a 20,1% (a-pineno), 13,0 a 44,9% (1,8-cineol) e 12,1 a
19,9 (canfora). De acordo com varios estudos, essa variagdo na composi¢do quimica dos
constituintes majoritarios dentro da mesma espécie em folhas pode estar atribuida a fatores
ambientais, climaticos, genéticos e localizagdo geografica (Junior, 2003; Ismann et a/ 2008;
Feitosa-Alcantara, 2017).

Ao avaliar a toxicidade sobre adultos de D. suzukii foi verificado que os OEs intactos
dos trés ECOs de R. officinalis e seus constituintes majoritarios foram altamente toxicos para
adultos de D. suzukii em bioensaio de ingestdo e aplicag@o topica, sendo similar ao inseticida
comercial a base de espinosina. Embora, o modo de agdio dos terpenos ndo tenha sido
atribuido, podemos destacar que os metabolitos secundarios interferiram nos componentes
vitais do sistema nervoso, uma vez com que as moscas apresentaram sinais de tremores,
seguidas de paralisia e conseqiiente morte apos a ingestdo ou contato com os produtos.

Para D. suzukii, a maioria dos inseticidas sintéticos utilizados no controle, tais como
organophosphorous, pyrethroid and spinosyn, atuam em receptores da AChE ou canais de
sodio (Casida & Durkin 2013). Até o momento, populagdes de D. suzukii resistentes a
espinosina foram relatadas apenas em Watsonville, CA, EUA (Gress & Zalom 2018). Porém,
devido aos aspectos biologico da espécie (grande polifagia, curto ciclo biologico e rapida
dispersdo) (Lee ef al 2011, Hauser 2011) associado ao uso indiscrimado de inseticidas no
Brasil (6 a 8 aplicagdes por safra) (Andreazza ef al 2017), em épocas de ocorréncia da praga
(fevereiro a junho) (Wollmann et al 2019), pode favorecer a evolugdo da resisténcia da praga

no Pais. Dentro deste cenario, a prospeccdo de produtos com um modo de a¢do diferente pode
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ser utilizada no manejo da praga para favorecer a rotacdo de modo de agdo, prevenir, retardar
ou evitar a evolugdo da resisténcia da praga (Gress & Zalom 2018).

Além de apresentar elevada toxicidade sobre adultos de D. suzukii, os constituintes
individuais (o-pineno, 1,8-cineol e canfora) tiveram efeitos deterrentes na oviposi¢do,
reduzindo significativamente o nimero de ovos por fruto. Fato ndo observado para os
ecotipos 1, 2 e 3. A prospeccdo de produtos que afetam o comportamento biologico da praga €
de suma importancia para o manejo da espécie, visto que os maiores danos ocasionados pela
infestacdo de D. suzukii ¢ mediante o rompimento da epiderme dos frutos, principalmente,
frutos de epiderme fina, para a deposi¢cdo dos ovos (Lee et al 2011; Goodhue ef al 2011,
Asplen ef al 2015; Andreazza et al 2017; Farnsworth ef al 2017). Desta forma, produtos que
possuem a caracteristica deterrente podem resultar em menor quantidade de ruptura na
epiderme e, consequentemente, uma reducdo significativa de infestagdo por patogenos que
aceleram os processos de deterioracdo dos frutos (Mitsui et al 2006, Calabria et al 2012,
Bernardi et al 2017). Além do mais, favorece para a diminui¢do da densidade populacional da
praga no pomar (Ioannou et al/ 2012; Bernardi ef al 2017; Geisler ef al 2019).

Outro fator que pode contribuir positivamente para o manejo das populagdes de D.
suzukii com a utilizagcdo de ECOs de R. officinalis e seus contituintes majoritarios foi a baixa
mortalidade ocasionada a adultos de 7. anasfrephae em bioensaio de ingestdo. Espécie
encontrada naturalmente no campo parasitando pupas de 1. suzukii em areas com cultivos de
morango (Wollmann et al 2016, Andreazza ef al 2017). Além de proporcionar baixa
mortalidade, ndo ocasionaram efeitos subletais no parasitismo de pupas ao logo do tempo,
ficando evidente ser uma alternativa para o uso em programas de Manejo Integrado de D.
suzukii (Kogan 1998, Desneux et al 2007, Biondi ef al 2012, Biondi ef al 2013).

Desta forma, levando-se em consideracdo a elevada toxicidade sobre adultos de D.

suzukii em diferentes formas de exposigdo, efeitos deterrentes na oviposicdo de fémeas e
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compatibilidade com adultos de 7. anastrephae, a utilizagdo de Oleos essenciais de R.
officinalis ou de seus contituintes majoritarios o-pineno, 1,8-cineol e canfora para a
formulagdo de bioinseticidas torna-se uma alternativa viavel, sustentavel e com capacidade de
gerar produtos naturais compativeis com a entomofauna benéfica. Sendo assim, este estudo
pode contribuir futuramente para o desenvolvimento de novos produtos (moléculas) para o
manejo de D. suzukii, em programas de MIP, principalmente, devido a R. officinalis ser

abundantemente cultivado na regido Neotropical.
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6 CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados apresentados na Tese fornecem informag¢des importantes sobre o
complexo de artropodes (praga e inimigo natural) presentes na producdo de frutas com
epiderme delgada cultivadas no estado do Parané. Esse Estado € caracterizado pela maioria de
seu cultivo fruticola serem realizados em pequenas propriedades de cultivo organico ou de
baixo residuo, nas quais o uso de substancias sintéticas € proibido ou restrito. Considerando
os danos causados pela Drosophila suzukii, experimentos com plantas aromaticas inseticidas
da familia Asteraceae (Baccharis spp.), Lamiaceae (Rosmarinus officinalis 1.) e Piperaceae
(Piper spp.) foram realizados visando buscar métodos alternativos o manejo de pragas
agricolas menos impactante ao meio ambiente.

Apbs os bioensaios de ingestdo e aplicagdo tdpica verificou-se que os Oleos
essenciais de B. calvescens, B. mesounera, B. oblongifolia, P. aduncum, P. gaudichadianum,
P. marginatum, ECO 1,8-cineol de R. officinalis, ECO canfora de R. officinalis, e o0s
constituintes isolados de canfora e 1,8-cineol causaram mortalidade em aproximadamente
100% dos adultos de D. suzukii. Além disso, os residuos secos desses OEs proporcionaram
um efeito repelente na oviposi¢do e efeitos negativos na viabilidade do ovo de D. suzukii.
Produtos que diminuem a oviposi¢do e repelem fémeas de D. suzukii reduz a incidéncia de
ruptura da epiderme por oviposi¢do, o que consequentemente reduz a infestacdo por
patogenos que aumentam os processos de decomposicdo de frutas. Outro fator importante foi
a reducdo da viabilidade dos ovos, onde essa reducdo do numero de larvas de D. suzukii traz
como vantagem a reducdo de danos causados pela alimentagdo dos adultos em frutos.

No Brasil, ndo existe produtos registrados para o controle de D. suzukii, porém em
casos emergenciais os produtores empregam o grupo quimico da espinosina. Contudo,
populacdes resistentes de D. swuzukii a espinosina foram relatadas nos EUA. Isto ¢
preocupante, devido aos aspectos biologico da espécie (grande polifagia, curto ciclo bioldgico
e rapida dispersdo) associado ao uso indiscrimado de inseticidas no Brasil (6 a 8 aplicagdes
por safra), em €pocas de ocorréncia da praga (janeiro a junho), pode favorecer a evolugdo da
resisténcia da praga no Pais. Dentro deste cenario, os OEs por possuirem modos de agdo
diferente podem serem uma ferramenta adicional no manejo da praga para favorecer a rotagdo
de modo de aglo, prevenir, retardar ou evitar a evolugdo da resisténcia da praga. Destaca-se
também que a maioria dos OEs estudados proporcionaram baixa toxicidade para T

anastrephae, um endoparasitoide pupal recorrente nos pomares de frutas do Brasil.
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Por fim, pretende-se dar continuidade aos estudos com D. suzukii. Neste sentido,
estudos adicionais sdo essenciais para investigar a domesticacdo das plantas e a otimizagdo
dos processos de extragdo de OE antes da estabiliza¢do de seus principios ativos para manter
alta eficacia inseticida no campo. Essas preocupagdes ainda merecem aten¢do e precisam de

mais investigagdes para sua aplicag@o pratica na agricultura moderna.
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