WA

Aé#:e' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ) FC A
u nes ‘JULIO DE MESQUITA FILHO” b
Campus de Botucatu FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS

UNESP | BOTUCATU

FLAVIA GALVAN TEDESCO

BIOATIVIDADE DE EXTRATOS ETANOLICOS DE ANONACEAS EM
Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE) E SEU
PARASITOIDE DE OVOS Cleruchoides noackae (HYMENOPTERA:
MYMARIDAE)

Botucatu
2022






FLAVIA GALVAN TEDESCO

BIOATIVIDADE DE EXTRATOS ETANOLICOS DE ANONACEAS EM
Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE) E SEU
PARASITOIDE DE OVOS Cleruchoides noackae (HYMENOPTERA:
MYMARIDAE)

Tese apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Unesp Campus
de Botucatu, para obtencao do titulo de
Doutora em Agronomia-Protecdo de
Plantas.

Orientador: Carlos Frederico Wilcken

Botucatu

2022



Tedesco, Flavia Galvan
T256b Bioatividade de extratos etandlicos de anonaceas em
Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) e
seu parasitoide de ovos Cleruchoides noackae (Hymenoptera:
Mymaridae) / Flavia Galvan Tedesco. -- Botucatu, 2022
60 p. : il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Botucatu
Orientador: Carlos Frederico Wilcken

1. extratos botanicos. 2. protecao florestal. 3. percevejo
bronzeado. 4. parasitoide de ovos. 5. anonaceae. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Botucatu. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




FOLHA DE APROVACAO

AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA \) FCA

unesp campus do Botucata ==

CERTIFICADO DE APROVAGCAO

TITULO DA TESE: BIOATIVIDADE DE EXTRATOS ETANOLICOS DE ANONACEAS EM Thaumastocoris
peregrinus (HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE) E SEU PARASITOIDE DE OVOS
Cleurichoides noackae (HYMENOPTERA: MYMARIDAE)

AUTORA: FLAVIA GALVAN TEDESCO
ORIENTADOR: CARLOS FREDERICO WILCKEN

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em AGRONOMIA
(PROTEGAO DE PLANTAS), pela Comissdo Examinadora:

p—

Prof. Dr. CARLOS'FREDERICO WILCKEN (Participagao Virtual)

Protecao Vegetél / Faculdade de Ciencias Agronomicas de Botucatu UNESP
Prof. Dr. FABR] FAGUNDES PEREIRA (Participagao Virtual)

/" ./ Universidade Federal da Grande Dourados

/
4

Pesqmsad r. EVERTON PIRES SOLIMAN (Participagao Virtual)
Tecnologié e Ino a / Suzano Papel e Celulose

Prof. Dr. Ml E POTRICH (Participagao Virtual)
Coordenagéo dé Cjéncigs Bioldgicas / Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Pesquisador Dy. ICI CARLOS CANDELARIA (Participagao Virtual)
Biotecnologig’Floréstal / Suzano Papel e Celulose

Botucatu, 22 de fevereiro de 2022

Faculdade de Ciéncias Agronémicas - Campus de Botucatu -
Avenida Universitaria, , 3780, 18610034, Botucatu - S&o Paulo
http:/iwww.fca.unesp.brCNPJ: 48.031.918/0021-78.






Aos meus amados pais,
Lourdes Galvan Tedesco e Jossimar Tedesco,

Dedico.






AGRADECIMENTOS

A Deus.

Ao Prof. Dr. Carlos Frederico Wilcken pela orientacdo, paciéncia, concelhos e por
confiar em meu trabalho, o senhor € um exemplo de ser humano e profissional.

Ao Prof. Dr. Edson Luiz Lopes Baldin, pelo fornecimento dos extratos, pelas
conversas e por todo apoio durante a execucéo desta pesquisa.

Ao IPEF por todo auxilio e apoio financeiro para desenvolvimento deste trabalho.

A minha familia, meus queridos pais Lourdes e Jossimar Tedesco por todo amor,
carinho e apoio incondicional, mesmo distantes sempre buscaram o melhor para que
eu pudesse realizar meus sonhos, obrigada por tudo que fizeram para que eu
chegasse até aqui, vocés sao os melhores exemplos que eu tenho na vida. Meu
irmao Douglas Galvan Tedesco pelas conversas, risadas e por todo amor que me
transmitia, vocé é e sempre sera meu melhor amigo. Ao Mateus Xavier de Alencar,
por todo amor, carinho e paciéncia que teve comigo nesse periodo, pelas longas
viagens a Botucatu para auxiliar em meus experimentos, e pelas madrugadas que
ficou ao meu lado enquanto escrevia este trabalho. Amo vocés familia!

Aos meus amigos do LCBPF pelo convivio e pelos apoios prestados durante o
desenvolvimento deste trabalho. Em especial a Claudinéia Fernanda Paes Fogaca
pela amizade e por todo apoio que sempre me forneceu para que eu pudesse visitar
minha familia no Parana.

Ao meu querido amigo Murilo Fonseca Ribeiro que sempre esteve ao meu lado,
obrigada por sua amizade vocé € um ser humano incrivel.

A minha amiga Luisa Piovesan Fabbris pela amizade que construimos e por todo
apoio e auxilio nos experimentos, pelas madrugadas que me ajudou no
departamento e por tudo que sempre fez para que esta pesquisa fosse realizada.

Aos meus colegas de trabalho da Tecnologia Florestal da Eldorado Brasil, por todo
apoio e incentivo. Em especial a Brigida Maria dos Reis Teixeira Valente e ao
Eduardo Leal de Oliveira Camargo que sempre prestaram suporte para este trabalho
fosse finalizado.

A todas as pessoas que de forma direta ou indireta ajudaram para que este trabalho
fosse concluido.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001






RESUMO

Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero &  Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae), o percevejo bronzeado do eucalipto é considerado uma das
principais pragas sugadoras do eucalipto, sendo manejado majoritariamente por
produtos quimicos e parasitoide de ovos Cleruchoides noackae Lin. e Huber
(Hymenoptera: Mymaridae). Buscando alternativas para o controle de pragas
florestais e a e a possibilidade de utilizacdo destes extratos no MIP (manejo
integrado de pragas) juntamente com os parasitoides, a bioatividade dos extratos de
Annona mucosa Jacq., Annona muricata L, e Annona sylvatica A. St.-H., foi avaliada
sobre adultos e ninfas de T. peregrinus e sobre o parasitoide C. noackae, e
comparados ao inseticida comercial botanico a base de limonoides (Azamax®) e a
bifentrina (Capture®), por meio de ensaios de laboratério. Nos ensaios preliminares
(screening) sobre T. peregrinus os extratos de A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica
nas concentracbes de 50 mg.L! e 12,5 mg.lL?! para adultos e ninfas
respectivamente, podem ser comparados ao inseticida sintético Capture® utilizado
como controle positivo. Posteriormente, foram testadas as CLso € CLoo dos extratos
sobre adultos (0, 0,11, 0,22, 0,33, 0,44, 0,55, 0,66, 0,77, 0,88 e 1%) e ninfas (O,
0,0357, 0,071, 0,107, 0,14, 0,178, 0,21 e 0,25%) de T. peregrinus, sendo entéo
observadas concentracdes baixas para tal, em adultos de T. peregrinus, a CLso dos
extratos A. sylvatica, A. muricata e A. mucosa apresentaram concentragcées-resposta
de 7,5 mg.L?, 41,5 mg.L? e 5,1 mg.L* respectivamente, e CLg de 19,2 mg.L™?,
127,8 mg.L? e 14,5 mg.L respectivamente. Para ninfas de T. peregrinus, a CLso dos
extratos de A. sylvatica, A. muricata e A. mucosa foi de 3,6 mg.Lt, 7,3 mg.L? e 1,7
mg.L respectivamente, a ClLoo foi de 10,1 mg.L?, 23,0 mg.L! e 5,9 mg.L! na
mesma ordem. Os tempos letais para matar 50% da populacéo de adultos e ninfas
também foram testados, para adultos de T. peregrinus, o extrato de A. mucosa
apresenta TLso de 10 horas nas concentragbes de 0,44%, 0,55%, 0,66%, 0,77%
0,88% e 1%, ja para ninfas 0 menor TLso foi atingido pelo extrato de A. mucosa em 3
horas, na concentracdo de 0,18%. Para o teste de preferéncia de infestacdo com
chance de escolha, testado na CLso de cada um dos trés extratos observa-se uma
preferéncia dos insetos adultos de T. peregrinus pelas folhas tratadas com agua
destilada esterilizada. Quanto aos extratos de A. sylvatica e A. muricata sobre C.

noackae, estes foram aplicados nas concentracées de 50 mg.L? e 12,5 mg.L?, e



entdo avaliados por 24 horas. Ao final do teste nota-se que que os extratos de A.
sylvatica e A. muricata reduziram a sobrevivéncia do parasitoide de ovos pois
causam mortalidade destes em até 12 horas apOs aplicacdo. Para o teste pré
parasitismo, € possivel observar que existe um efeito dos tratamentos sobre o
parasitismo, pois ndo existiu emergéncia de C. noackae apos 15 dias de aplicacao.
No teste de poOs parasitismo, houve emergéncia de C. noackae nas duas
testemunhas e nos tratamentos A. sylvatica 12,5 mg.L?%, A. muricata 12,5 mg.Lte 50
mg.L?, ndo existiu emergéncia de insetos nos tratamentos de A. sylvatica 50 mg.L™*
e Capture®. Os resultados evidenciam o potencial dos extratos etandlicos de
sementes de A. sylvatica, A. muricata e A. mucosa para o controle de adultos e
ninfas de T. peregrinus. No entanto, os extratos de A. sylvatica, A. muricata afetam a
sobrevivéncia e a emergéncia de C. noackae necessitando de mais estudos para a

utilizacdo dos dois métodos de controle de T. peregrinus de forma associada.

Palavras-chave: extratos botanicos; protecado florestal, percevejo bronzeado;
parasitoide de ovos; anonaceae



ABSTRACT

Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae), the eucalyptus bronze bug is considered one of the main
sucking pests of eucalyptus, being managed mainly by chemicals and egg parasitoid
Cleruchoides noackae Lin. and Huber (Hymenoptera: Mymaridae). Looking for
alternatives to control forest pests and the possibility of using these extracts in
integrated pest management together with parasitoids, the bioactivity of extracts from
Annona mucosa Jacq., Annona muricata L, and Annona sylvatica A. St.-H ., was
evaluated on adults and nymphs of T. peregrinus and on the parasitoid C. noackae,
and compared to the commercial botanical insecticide based on limonoids (Azamax®)
and bifenthrin (Capture®), through laboratory tests. In the preliminary tests
(screening) on T. peregrinus extracts of A. mucosa, A. muricata and A. sylvatica at
concentrations of 50 mg.L* and 12.5 mg.L* for adults and nymphs respectively, can
be compared to the Capture® synthetic insecticide used as a positive control.
Subsequently, the LCso and LCoo of the extracts on adults were tested (0, 0.11, 0.22,
0.33, 0.44, 0.55, 0.66, 0.77, 0.88 and 1%) and nymphs (0, 0.03, 0.07, 0.10, 0.14,
0.17, 0.21 and 0.25%) of T. peregrinus, being then observed low concentrations for
this, in adults of T. peregrinus, at LCso of the extracts A. sylvatica, A. muricata and A.
mucosa showed response concentrations of 7.5 mg.L* , 41.5 mg.L* and 5.1 mg.L*t
respectively, and LCoo of 19 .2 mg.L?, 127.8 mg.L* and 14.5 mg.L™* respectively. For
T. peregrinus nymphs, the LCso of extracts of A. sylvatica, A. muricata and A.
mucosa was 3.6 mg.L?, 7.3 mg.L't and 1.7 mg.L ! respectively, the LCo was 10.1
mg.L?, 23.0 mg.L* and 5.9 mg.L? in the same order. The lethal times to kill 50% of
the population of adults and nymphs were also tested, for adults of T. peregrinus, the
extract of A. mucosa has a TLso of 10 hours at concentrations of 0.44%, 0.55%, O,
66%, 0.77%, 0.88% and 1%, while for nymphs the lowest TLso was reached by A.
mucosa extract in 3 hours, at a concentration of 0.18%. For the free-choice
infestation preference test, tested at the LCso of each of the three extracts, a
preference of adult T. peregrinus insects for leaves treated with sterilized distilled
water was observed. As for the extracts of A. sylvatica and A. muricata on C.
noackae, they were applied at concentrations of 50 mg.L?* and 12.5 mg.L, and then
evaluated for 24 hours. At the end of the test, it is noted that the extracts of A.

sylvatica and A. muricata reduced the survival of the parasitoid in eggs because they



cause mortality within 12 hours after application. For the pre-parasitism test, it is
possible to observe that there is an effect of treatments on parasitism, as there was
no emergence of C. noackae after 15 days of application. In the post-parasitism test,
there was emergence of C. noackae in the two controls and in the treatments A.
sylvatica 12.5 mg.Lt, A. muricata 12.5 mg.L? and 50 mg.L!, no there was
emergence of insects in the treatments of A. sylvatica 50 mg.L' and Capture®.
However, extracts of A. sylvatica, A. muricata affect the survival and emergence of C.
noackae requiring further studies to use the two methods of controlling T. peregrinus

in an associated way.

Keywords: botanical extracts; forest protection; bronze bug; egg parasitoid;

anonaceae
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INTRODUCAO GERAL

O setor de base florestal é evidenciado pelas altas produtividades, melhorias
no manejo, responsabilidade social, avancadas instalacbes e tecnologias
incorporadas em todas as areas que abrange (IBA, 2020). Em 2016 o Brasil liderou
o ranking global de produtividade florestal, devido a produtividade média de plantios
de eucalipto atingir 35,7 m3/ha ao ano (IBA, 2017).

Em 2019 ocorreu uma queda na produtividade, atingindo 35,3 m3ha ao ano,
possivelmente esta relacionada as mudancas climaticas, expansdo em novas areas
e fatores bidticos e abidticos (IBA, 2020). A area ocupada por plantios florestais no
Brasil em 2020, foi de 9,55 milhdes de hectares, sendo que destes 7,47 milhdes de
hectares sdo ocupados pelo eucalipto, 0 que representa 78% do total de plantios
florestais do pais (IBA, 2021).

Devido o eucalipto ter proximidade taxonémica, morfolégica e fisiolégica com
algumas espécies brasileiras da familia Myrtaceae, alguns insetos nativos
adaptaram-se ao eucalipto. A baixa heterogeneidade dos grandes plantios aliada a
alta disponibilidade de alimento, faz com que ocorram interferéncias no equilibrio
das populacdes dos insetos, proporcionando o aumento populacional (CARRANO-
MOREIRA, 2014; QUEIROZ; BARBOSA, 2014; EMBRAPA, 2010).

A introducdo de insetos exaticos no setor florestal brasileiro vem causando
perdas de produtividade (IPEF, 2003). Estes insetos, vem acometendo danos e
comprometendo a producédo das florestas de eucalipto, um exemplo de inseto-praga
exotico é Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae: Thaumastocorinae).

Thaumastocoris € um género nativo australiano e foi descrito em 1908 por
Kirkaldy como Thaumastocoris australicus (Hemiptera: Thaumastocoridae), com
quatro outras espeécies também descritas. Relatos de T. australicus foram
registrados na Africa do Sul em 2003 e na Argentina em 2005. No entanto, com a
descricdo de Carpintero & Dellapé em 2006, foi confirmado que estes relatos
tratavam- se de T. peregrinus e nao de T. australicus. A diferenca entre as duas
espécies se da pela morfologia do pronoto, com a presenca de tubérculos
anterolaterais em T. peregrinus e no sentido da genitalia do macho (JACOBS;
NESSER, 2005; CARPINTERO; DELLAPE, 2006; NOACK; COVIELLA, 2006).
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ApoOs a descricdo de T. peregrinus por Carpintero & Dellapé em 2006, Noack
et al., (2011) realizou a revisao do género. Neste artigo de revisdo 0s autores citam
que os fatores morfolégicos utilizados para descricdo de T. peregrinus podem ser
inconsistentes, devido ao fato deste ter sido descrito na Argentina e ndo se ter
levado em consideracdo as variagfes existentes nas populacdes da Australia, onde
o inseto é nativo (NOACK; CASSIS; ROSE, 2011).

Thaumastocoris peregrinus € descrito por sua coloracdo castanha e habito
gregario, com adultos medindo cerca de 3 mm de comprimento, a propor¢cao sexual
deste inseto € quase 1:1 (fémea: macho), sendo que cada fémea oviposita em
média 60 ovos, 0s quais tem coloracdo preta e forma achatada, com periodo
embrionario de aproximadamente seis dias (CARPINTERO; DELLAPE, 2006;
JACOBS; NESSER, 2005; SOLIMAN et al., 2012; WILCKEN et al., 2010). O periodo
médio para a primeira oviposicdo da fémea a 26°C é de 6,58 dias, sendo esse
periodo maior em temperaturas mais baixas (22°C) ou temperaturas mais altas
(30°C) ( SOLIMAN et al., 2012).

As ninfas possuem movimentos rapidos e coloracdo marrom claro, passando
para uma coloragdo mais escura com o passar dos instares, no quarto instar inicia-
se a formacao das assas, sendo queo periodo ninfal dura de 14 a 20 diasvariando
conforme a temperatura (CARPINTERO; DELLAPE, 2006; JACOBS; NESSER,
2005; SOLIMAN et al., 2012; WILCKEN et al., 2010).

A duracéo total do ciclo para os machos teve um minimo de 18 dias a 30°C e
uma maximo de 205 dias a 14°C, porém para as fémeas o minimo foi de 20 dias a
30°C e méaximo de 187 dias a 14°C (SOLIMAN, 2010). Temperaturas mais baixas
diminuem o desenvolvimento e aumentam a duracdo do estagio de vida do T.
peregrinus, sendo consideradas temperaturas oOtimas para desenvolvimento e
reproducao 18 e 25°C (BARBOSA et al., 2019).

Devido seu aparelho bucal sugador labial, T. peregrinus causa danos nas
folhas de eucalipto, as quais passam a ficar com aspecto prateado (clorose)
reduzindo a éarea fotossintética, seguindo para uma morfologia bronzeada e,
consequentemente, ocorrendo a queda das mesmas em casos severos. Estes
sintomas alteram toda a coloracdo da copa das arvores, fazendo com que a
presenca do percevejo seja observada a distancia ( BARBOSA et al.,, 2010;
CARPINTERO; DELLAPE, 2006; SOLIMAN et al., 2012; SMANIOTTO et al., 2017;
WILCKEN et al., 2010; JACOBS; NESSER, 2005; EMBRAPA, 2012).
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Os sintomas observados variam conforme cada material genético, em alguns
clones por exemplo ndo chega a fase de bronzeamento, as folhas caem logo apos o
prateamento (EMBRAPA, 2012). A planta que sofre um dano pelo inseto acaba
desenvolvendo um estresse, sendo assim, estes danos abrem portas para outros
agentes fitopatogénicos (LORENCETTI et al., 2015). Os danos causados pelo
percevejo bronzeado, fazem com que as plantas percam incremento, e as empresas
gue desenvolvem papel e celulose, carvao vegetal e madeira para energia, acabam
reduzindo matéria prima para abastecimento de suas fabricas (EMBRAPA, 2012).

O percevejo bronzeado possui alta capacidade reprodutiva o que facilitou a
disseminagdo para varios estados do pais. Sendo assim hoje sua presenca é
relatada nos estados de: Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina, Goias, Para e
Sergipe (SALIBA et al., 2019; RIBEIRO et al., 2015a; LORENCETTI, et al., 2015;
PEREIRA et al., 2013; SAVARIS et al., 2011; BARBOSA et al., 2010; WILCKEN et
al., 2010; JACOBS; NESSER, 2005).

Buscando o controle bioldégico desta praga, Cleruchoides noackae Lin. e
Huber (Hymenoptera: Mymaridae) € o principal agente de controle bioldégico do
percevejo bronzeado, o microhimenoptero foi encontrado parasitando os ovos de
percevejo-bronzeado na Australia (LIN; HUBER; LA SALLE, 2007; SOUZA et al.,
2016). Cleruchoides noackae inviabiliza os ovos do percevejo bronzeado através da
postura de seus ovos no interior dos ovos do percevejo (EMBRAPA, 2010; IPEF,
2010; BARBOSA et al., 2017).

Medindo aproximadamente 0,5 milimetros C. noackae é considerado uma
vespa endoparasitoide de ovos, este inseto possui dorsalmente coloragdo marrom a
marrom claro exceto escutelo que € esbranquicado ventralmente, a coloracdo da
cabeca varia de marrom-clara a amarelada, com excec¢ao para sulcos e mandibulas
subantenais que sdo marrom-escuros ou pretos. Diversos estudos buscam
identificar o ciclo de vida de C. noackae em diferentes temperaturas, sabe-se que
este possui um periodo em fase adulta reduzido e que pode variar de 1,1 a 3,7 dias,
sendo que as maiores longevidades sédo atingidas quando sédo alimentados com
solucdes de mel variadas de 100 a 10% (LIN; HUBER; LA SALLE, 2007; MUTITU et
al., 2013; SOUZA et al., 2016).

Analisando o ciclo e as preferéncias de parasitismo de C. noackae testes de

desenvolvimento foram realizados, utilizando ovos de diferentes idades e diferentes



18

periodos de armazenamento. Desta forma, podem ser utilizados para parasitismo
ovos de T. peregrinus com até trés dias de idade e armazenados a 5°C em geladeira
por 14 dias (BARBOSA et al., 2018).

O acasalamento de C. noackae acontece imediatamente apds a fémea ser
localizada pelo macho, de 2-5 segundos, e ndo existe o comportamento de corte
entre os parasitoides. Apds copuladas as fémeas realizam o parasitismo de forma
imediata ao encontrarem ovos de T. peregrinus, a duracdo do periodo de oviposi¢ao
entre a insercdo e a retirada do ovipositor da fémea é de dois a dez minutos (HAAS
et al., 2018a; MUTITU et al., 2013).

Apos os relatos de C. noackae parasitar apenas espécies do grupo
Taumastocorinae, este foi introduzido na América do Sul e Africa do Sul, com
finalidade de controlar as altas densidades populacionais de T. peregrinus (LIN;
HUBER; LA SALLE, 2007; NADEL et al., 2010; NADEL; NOACK, 2012). No Brasil
este parasitoide foi importado em 2012, com o objetivo de realizar liberagbes em
campo para manejar as populacdes de T. peregrinus. Estudos mostram que C.
noackae encontra-se estabelecido em campo em algumas regides do pais, e sua
porcentagem de parasitismo aproxima-se de 50% (BARBOSA et al., 2017).

Atualmente diversas pesquisas tém buscado formas alternativas para o
controle de pragas-florestais, a utilizacdo de extratos botanicos é uma delas. Além
da utilizacdo dos extratos para o controle da praga, estes possuem algumas
vantagens pois Sd80 mais seguros ao ambiente e respeitam o0s critérios da
certificacdo florestal como o FSC (Forest Stewardship Council) por exemplo. A
utilizacdo de extratos botanicos pode ser associada a outros métodos, sempre
alinhados aos principios do MIP (manejo integrado de pragas).

Buscando alternativas aos inseticidas quimicos sintéticos, devido aos
problemas que estes causam a saude humana e ao ambiente, a utilizacdo dos
extratos botanicos para controle de insetos-praga vem ganhando for¢as (TUREK;
STINTZING, 2013; FERNANDEZ-PEREZ et al., 2014; CASTILLO-SANCHEZ;
JIMENEZ-OSORNIO; DELGADO-HERRERA, 2010). Dentre as familias de plantas
gue possuem maior atividade inseticida, pode-se destacar Annonaceae,
Canellaceae, Meliaceae, Rutaceae, Labiatae e Asteraceae (JACOBSON, 1989).

Os extratos botanicos podem ser considerados bioinseticidas ou inseticidas
naturais, apresentando acao inseticida através de moléculas obtidas do metabolismo

secundario dos diversos orgaos das plantas. Em geral os principais metabdlitos
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produzidos sédo glicolipidios, glicerolipidios, acidos graxos, ésteres livres e terpenos
(KOUL; WALIA, 2009). Sendo que a familia Annonaceae possui como principais
metabdlitos secundarios as acetogeninas, squamocyn e annonacyn, mostrando um
forte impacto destes agindo no controle de insetos-praga (CASTILLO-SANCHEZ;
JIMENEZ-OSORNIO; DELGADO-HERRERA, 2010).

Desta forma, buscando novas formas de controle para pragas florestais e a e
a possibilidade de utilizacdo destes extratos no MIP (manejo integrado de pragas)
juntamente com o0s parasitoides, este trabalho busca avaliar a bioatividade de
extratos etanodlicos provenientes de sementes de Annona muricata L., Annona
mucosa Jacg., € Annona sylvatica A. St.-H. sobre ninfas e adultos de T. peregrinus e

e seu parasitoide de ovos Cleruchoides noackae.
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CAPITULO 1

BIOATIVIDADE DE EXTRATOS ETANOLICOS DE ANONACEAS SOBRE
Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE)

RESUMO

Buscando alternativas para o controle de Thaumastocoris peregrinus Carpintero &
Dellapé, 2006 (Hemiptera: Thaumastocoridae), a bioatividade dos extratos de
Annona mucosa Jacg., A. muricata L, e A. sylvatica A. St.-H., foi avaliada sobre
adultos e ninfas de T. peregrinus e comparados ao inseticida comercial botanico a
base de limonoides (Azamax®) e a bifentrina (Capture®), por meio de ensaios de
laboratério. Nos ensaios preliminares (screening) sobre T. peregrinus os extratos de
A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica nas concentracdes de 50 mg.Lt e 12,5 mg.L?
causam mortalidade de adultos e ninfas respectivamente. Posteriormente, foram
testadas as CLso e CLoo dos extratos sobre adultos e ninfas de T. peregrinus, sendo
entdo observadas concentracdes baixas para tal. Sobre adultos de T. peregrinus a
ClLso dos extratos A. sylvatica, A. muricata e A. mucosa apresentaram
concentragdes-resposta de 7,5 mg.Lt, 41,5 mg.Lt e 5,1 mg.L? respectivamente.
Para ninfas de T. peregrinus, a CLso dos extratos de A. sylvatica, A. muricata e A.
mucosa foi de 3,6 mg.L, 7,3 mg.Lt e 1,7 mg.L* respectivamente. Os tempos letais
para matar 50% da populacdo de adultos e ninfas também foram testados, para
adultos de T. peregrinus, 0 extrato de A. mucosa apresenta TLso de dez horas nas
concentracdes de 0,44%, 0,55%, 0,66%, 0,77% 0,88% e 1%, ja para ninfas 0 menor
TLso foi atingido pelo extrato de A. mucosa em trés horas, na concentracdo de
0,18%. Para o teste de preferéncia de infestacdo, com chance de escolha, testado
na ClLso de cada um dos trés extratos observa-se uma preferéncia dos insetos
adultos de T. peregrinus pelas folhas tratadas com agua destilada esterilizada. Os
resultados deste estudo, evidenciam o potencial dos extratos etandlicos de
sementes de A. sylvatica, A. muricata e A. mucosa para o controle de adultos e

ninfas de T. peregrinus.

Palavras-chave: percevejo-bronzeado; eucalipto; extratos botanicos; protecao
florestal; controle de pragas
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ABSTRACT

Looking for alternatives to control Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellapé,
2006 (Hemiptera: Thaumastocoridae), the bioactivity of extracts of Annona mucosa
Jacq., A. muricata L, and A. sylvatica A. St.-H., was evaluated on adults and T.
peregrinus nymphs and compared to the commercial botanical insecticide based on
limonoids (Azamax®) and bifenthrin (Capture®), through laboratory tests. In the
preliminary tests (screening) on T. peregrinus extracts of A. mucosa, A. muricata and
A. sylvatica at concentrations of 50 mg.L* and 12.5 mg.L! cause mortality of adults
and nymphs, respectively. Subsequently, the LCso and LCoo of the extracts were
tested on adults and nymphs of T. peregrinus, and low concentrations were observed
for this purpose. On T. peregrinus adults, the LCso of extracts A. sylvatica, A.
muricata and A. mucosa showed response concentrations of 7.5 mg.L* , 41.5 mg.L?
and 5.1 mg.L?! respectively. For T. peregrinus nymphs, the LCso of extracts of A.
sylvatica, A. muricata and A. mucosa was 3.6 mg.L!, 7.3 mg.L? and 1.7 mg.L?
respectively. The lethal times to kill 50% of the population of adults and nymphs were
also tested, for adults of T. peregrinus, the extract of A. mucosa has a TLso of ten
hours at concentrations of 0.44%, 0.55%, 0, 66%, 0.77%, 0.88% and 1%, while for
nymphs the lowest TLso was reached by the extract of A. mucosa in three hours, at a
concentration of 0.18%. For the infestation preference test, with chance of choice,
tested at LCso of each of the three extracts, a preference of adult T. peregrinus
insects for leaves treated with sterilized distilled water was observed. The results of
this study show the potential of ethanolic extracts from seeds of A. sylvatica, A.
muricata and A. mucosa for the control of adults and nymphs of T. peregrinus.

Keywords: bronze bug; eucalyptus; botanical extracts; forest protection; pest

management
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1.1 INTRODUGCAO

O percevejo bronzeado do eucalipto, T. peregrinus, apresenta coloracao
castanha com adultos medindo cerca de 3 mm de comprimento e 0,96 mm de
largura (CARPINTERO; DELLAPE, 2006). Dentro do complexo de pragas que
acometem a cultura do eucalipto Thaumastocoris peregrinus (Carpintero & Dellapé,
2006) (Hemiptera: Thaumastocoridae) destaca-se como praga sugadora que pode
gerar grandes perdas econdmicas (WILCKEN et al., 2021).

Os danos séo causados tanto na fase de ninfa quanto na fase adulta, pois
sugam a seiva das plantas reduzindo sua taxa fotossintética, as folhas utilizadas
para alimentacdo de T. peregrinus comecam a apresentar prateamento (clorose), as
guais evoluem para uma aparéncia bronzeada (em alguns clones), com posterior
gueda das mesmas. (BARBOSA et al., 2010a; SMANIOTTO et al., 2017; WILCKEN
et al., 2010).

Diferentes métodos de controle vém sendo utilizados e testados sobre T.
peregrinus, o controle quimico de pragas florestais geralmente acaba sendo inviavel,
tanto pela auséncia de produtos registrados na ocasido de uma nova praga, ou pelo
impacto ambiental associado muitas vezes aos selos de certificacdo florestal
(WILCKEN, et al., 2021). Nesse sentido, novos métodos de controle de insetos-
praga vém sendo testados, o interesse por produtos de origem botanica para o
controle de pragas florestais vem crescendo constantemente. Entre as familias de
plantas que possuem maior atividade inseticida, destaca-se Annonaceae,
Canellaceae, Meliaceae, Rutaceae, Labiatae e Asteraceae (JACOBSON, 1989).

Os extratos botanicos podem ser considerados bioinseticidas ou inseticidas
naturais, pois apresentam acdo inseticida atraves de algumas moléculas que séo
obtidas a partir do metabolismo secundario dos diversos 6rgdos das plantas. Em
geral os principais metabdlitos produzidos séao glicolipidios, glicerolipidios, acidos
graxos, ésteres livres e terpenos (KOUL; WALIA, 2009). Sendo que a familia
Annonaceae possui como principais metabdlitos secundarios as acetogeninas,
squamocyn e annonacyn, mostrando o impacto destes agindo no controle de
insetos-praga (CASTILLO-SANCHEZ; JIMENEZ-OSORNIO; DELGADO-HERRERA,
2010), destaca-se insetos de importancia agricola, das ordens Lepdoptera,
Coleoptera e alguns Hemipteras como: Bemisia tabaci G. biotipo B (Hemiptera:
Aleyrodidae) (SOARES et al.,, 2021), Diaphorina citri K. (Hemiptera: Liviidae)
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(RIBEIRO et al., 2015) e Myzus persicae S. (Hemiptera: Aphididae)(RIBEIRO et al.,
2014).

Desta forma, buscando novas formas de controle para pragas florestais, este
trabalho teve como objetivo avaliar a bioatividade de extratos etandlicos
provenientes de sementes de A. mucosa Jacq., Annona muricata L. e A. sylvatica A.

St.-H. sobre adultos e ninfas de Thaumastocoris peregrinus.

1.2 MATERIAL E METODOS

Estabelecimento da criagdo de Thaumastocoris peregrinus

Uma criagéo estoque de T. peregrinus foi mantida no Laboratério de Controle
Biologico de Pragas Florestais (LCBPF) da FCA-UNESP, para suprir a demanda de
insetos necessarios a realizacdo dos ensaios propostos. Os insetos de T. peregrinus
utilizados nos experimentos foram obtidos a partir da segunda geracdo daqueles
coletados em campo.

Ninfas e adultos de T. peregrinus foram obtidos em ramos de eucalipto
infestados em campo, os quais foram removidos, acondicionados em sacos de voil e
transportados até o LCBPF. Esses ramos foram acomodados em gaiolas (40 x 45 x
80 cm) contendo um buqué com ramos novos de eucalipto para manutencédo dos
insetos.

A criacéo foi mantida em sala climatizada (26 + 2°C, U.R. 60 + 10%, fotofase
de 12 h). T. peregrinus foi alimentado com ramos do clone 433 (Eucalyptus urophylla
var. platyphylla) obtidos a partir de um talhdo existente na Faz. do Lageado da FCA-
UNESP em Botucatu, SP. Apés coletados, os ramos foram desinfetados com
hipoclorito de sédio a 1% e detergente; posteriormente, estes foram alocados em
frascos de almotolia 500mL, com agua para manter a turgidez dos mesmos, 0s quais
foram trocados a cada trés dias.

Fitas de papel toalha, nas quais fémeas de T. peregrinus depositam seus
ovos nas irregularidades foram colocadas nos ramos de eucalipto para estimular a
oviposicdo por fémeas desse inseto. Essas fitas foram trocadas a cada trés dias e
apos a troca, os ovos foram transferidos para caixas do tipo Gerbox (250 mL) e
acondicionados em geladeira a 5°C. Os ovos retornam a criagdo em, no maximo, 20

dias para a manutencao da criacao desse inseto.
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Obtencao dos extratos e preparo das solugdes

Os extratos utilizados nos bioensaios foram fornecidos pelo Laboratério de
Resisténcia de Plantas a Insetos e Plantas Inseticidas (LARESPI) da FCA-UNESP.
Esses extratos foram obtidos a partir de sementes de espécies da familia
Annonaceae, sendo elas Annona mucosa Jacq., Annona muricata L e Annona
sylvatica A. St.-H. A preparacdo dos extratos etandlicos e solucbes seguiu a

metodologia proposta por Ribeiro et al. (2015) e Brito et al. (2019).

Screening para selecdo do extrato promissor sobre Thaumastocoris
peregrinus

Buscando selecionar o extrato promissor para controle de T. peregrinus,
foram utilizadas folhas de eucalipto (clone 433) sem tratamento fitossanitario,
seguindo por um processo de desinfeccdo com hipoclorito de sd6dio a 1% e
detergente, onde os ramos permanecem mergulhados durante um periodo de 10
min. Apos secas, as folhas foram direcionadas a montagem do bioensaio.

Os tratamentos utilizados neste bioensaio foram trés extratos botanicos
(Annona mucosa, Annona muricata e Annona sylvatica), dois controles positivos
(Azamax® e Capture 400EC®) e dois controles negativos (Agua destilada esterilizada
e acetona:metanol). Em seguida, cada um dos extratos foi diluido em uma solucéo
solvente de acetona:metanol (1:1, v.v1) e a solucéo final pulverizada sobre as folhas
de Eucalyptus urophylla var. platyphylla, com auxilio de um aerégrafo profissional
BD134K e uma bomba de pressao constante sob pressao de 0,5 kgf/cm?2.

Para cada um dos tratamentos, o volume de pulverizagéo foi de 0,14mL de
solucéo final por folha (ponto de escoamento). A concentragéo dos extratos utilizada
nos bioensaios foi de 12,5 mg.Lpara ninfas de terceiro instar e de 50 mg.L? para
adultos (ndo sexados) de T. peregrinus.

ApoOs a aplicacdo dos tratamentos e as folhas estarem secas, o0 peciolo das
mesmas foi acondicionado em fracos de vidro (5mL) contendo agua para manter a
turgidez das mesmas. Em seguida, estes frascos foram acondicionados em
recipientes plasticos (1L) e entdo infestados com dez individuos de T. peregrinus, 0s
guais foram transferidos sobre as folhas de eucalipto, com auxilio de um pincel fino
n°0.

Este bioensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado

(DIC), onde cada um dos sete tratamentos foi avaliado em cinco recipientes,
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contendo uma folha de Eucalyptus urophylla var. platyphylla com 10 insetos cada
(n=50), cada recipiente com folhas infestadas foi considerado uma repeticdo. Os
bioensaios foram realizados individualmente com adultos e com ninfas de terceiro
instar de T. peregrinus, com idade e origem controladas. Os recipientes contendo 0s
tratamentos e os insetos foram vedados com tecido voil, identificados e,
posteriormente, transferidos para uma sala climatizada (temperatura de 26 + 2°C,
U.R. 60 + 10% e fotofase de 12 h). A mortalidade dos insetos foi avaliada a cada 24

horas por um periodo de sete dias.

Curva de concentragcao-resposta do extrato promissor sobre Thaumastocoris
peregrinus

Baseado nos resultados do screening, os extratos foram novamente avaliados
juntamente com o0s controles positivos, a fim de se estimar a ClLso e ClLoo
(concentracdes necessarias para matar 50 e 90% dos insetos) para T. peregrinus.

Foram utilizadas oito concentracfes de cada tratamento, para ninfas (0, 0,03,
0,07, 0,10, 0,14, 0,17, 0,21 e 0,25%) e dez concentracdes de cada tratamento, para
adultos (0, 0,11, 0,22, 0,33, 0,44, 0,55, 0,66, 0,77, 0,88 e 1%) definidas por meio da
férmula proposta por Finney (1971). O delineamento experimental e os bioensaios
foram os mesmos descritos no screening. Os testes foram realizados com adultos
(n@o sexados) e ninfas de terceiro instar de T. peregrinus e as avaliacdes de
mortalidade realizadas a cada 24h por um periodo de sete dias. Foram considerados

mortos aqueles que nao responderem ao toque de um pincel fino n°0.

Tempo letal médio

O TLso (tempo letal médio para matar 50% dos insetos de Thaumastocoris
peregrinus) foi estimado utilizando todas as concentracdes do teste de CLso e CLoo.
Os procedimentos para este bioensaio seguiram oS mesmos critérios ja descritos no
screening. A avaliacdo da mortalidade foi realizada durante os periodos de 1, 2, 3, 4,
5, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66 e 72h apos aplicagdo, totalizando

assim, trés dias de avaliagéo.

Preferéncia para infestagéo
A fim de avaliar o efeito dos extratos quanto a preferéncia para infestagdo de
T. peregrinus foi realizado um teste com chance de escolha. A preferéncia para
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infestacéo foi avaliada em folhas de eucalipto (clone 433) contendo extrato na CLso
previamente estimada. As aplicacdes dos tratamentos sobre os ramos de eucalipto
seguiram a metodologia descrita a anteriormente. Os tratamentos foram CLso dos
extratos de A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica. e agua destilada esterilizada.

Apos 15 minutos da aplicacdo dos tratamentos, as folhas foram isoladas em
pares, em gaiolas circulares (80 x 37 x 45 cm) sempre contendo uma folha tratada e
uma testemunha. No centro das gaiolas foram liberados 50 insetos adultos (n&o
sexados) de T. peregrinus.

As avaliagbes da preferéncia de infestagdo foram realizadas nos tempos de
15 min, 30min, 45min, 1h, 2h, 3h, 6h, 24 e 48h apés liberacdo, visando verificar
possiveis efeitos repelentes dos tratamentos. Cada gaiola contendo folhas tratadas e
nao tratadas apos infestacao foi considerada uma repeticéo, totalizando cinco para

cada tratamento.

Anélises estatisticas

Os dados do screening foram submetidos a analise de variancia por postos
(ANOVA on ranks). As estimativas das concentracdes letais (CLso e ClLoo) foram
realizadas em modelo binomial com funcdo de ligacdo complemento log-log
utilizando-se a andlise Probit. Esses testes foram realizados com o software
estatistico “R”, versao 2.15.1 (R Development Core Team, 2012).

Por meio da curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, foi possivel estimar os
tempos necessarios para causar a mortalidade de 50% dos individuos em cada
concentracdo testada. Para determinar a preferéncia de infestacdo entre o0s
tratamentos ao longo do tempo foi utilizado o teste t-Student (p<0,05). Para estes

testes, foi utilizado o software SigmaPlot 11.0.

1.3 RESULTADOS
Screening para selecdo do extrato promissor sobre Thaumastocoris
peregrinus

Os extratos etandlicos provenientes de sementes de Anonaceas,
apresentaram potencial inseticida para adultos e ninfas de T. peregrinus. Em ninfas
e adultos de T. peregrinus a acéo inseticida dos extratos etandlicos de Anonaceas
foi maior que do bioinseticida utilizado como controle positivo (Azamax® 1.2 EC), que
so foi eficaz no controle de adultos (Tabela 1). Em adultos de T. peregrinus, quando
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testados em concentracdo de 50 mg.L!, os extratos de A. mucosa e A. sylvatica
proporcionaram mortalidade de 100% dos insetos, apenas A. muricata causou
porcentagem de mortalidade de 98%, ainda assim, sendo efetivo para o controle
desta praga florestal.

Tabela 1 - NUmero médio de adultos de T. peregrinus mortos ap0s sete dias da
pulverizagdo dos tratamentos

Tratamentos Média (x EP)
Agua 0,4 (x024) c
Solvente 0,4 (£0,40) c
A mucosa 10 (£ 0,00) a
A. muricata 9,8 (= 0,20) ab
A. sylvatica 10 (£ 0,00) a
Azamax 8(x1,050b
Capture 10 (x 0,00) a
CV (%) 19,91
P valor <0.001

Andlise de variancia por postos (ANOVA on ranks) dos extratos etandlicos (A. mucosa, A. muricata e
A. sylvatica), testemunhas (agua, solvente) e quimico (capture).

Os extratos de A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica utilizados, causaram
mortalidade completa das ninfas (Tabela 2), quando testados em concentracdo de
12,5 mg.L* diferindo estatisticamente dos dois controles negativos (Agua destilada e
acetona:metanol). O bioinseticida utilizado como controle positivo Azamax® 1.2 EC,
causou média de mortalidade de apenas 4,8 dos insetos, diferindo dos tratamentos
com extratos e dos controles negativos.

Tabela 2 - Nomero médio de ninfas de T. peregrinus mortos ap0s sete dias da
pulverizagdo dos tratamentos

Tratamentos Média (+ EP)
Agua 0,2 (£ 0,20) c
Solvente 0(x0,00)c
A mucosa 10 (x 0,00) a
A. muricata 10 (x 0,00) a
A. sylvatica 10 (x 0,00) a
Azamax 48(x2,13) b
Capture 10 (x 0,00) a
CV (%) 13,36
P valor <0,001

Analise de variancia por postos (ANOVA on ranks) dos extratos etandlicos (A. mucosa, A. muricata e
A. sylvatica), testemunhas (agua, solvente) e quimico (capture).

Em ninfas todos os extratos botanicos testados causaram mortalidade de
100% dos insetos, e a porcentagem mais baixa de mortalidade em adultos foi de

98% para A. muricata. Portanto, os trés extratos (A. mucosa, A. muricata e A.
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sylvatica) continuaram sendo testados nos testes de curva de concentracéo-

resposta, tempo letal médio e preferéncia para infestacéo.

Curva de concentracao-resposta do extrato promissor sobre Thaumastocoris
peregrinus
A concentracdo-resposta da CLso dos extratos etanolicos de sementes de A.
mucosa, A. muricata e A. sylvatica sobre adultos de T. peregrinus foi de 5,1 mg.L?,
41,5 mg.Lt e 7,5 mg.L! respectivamente. E a CLoo calculada utilizando os mesmos
extratos foi de 14,5 mg.L?, 127,8 mg.L* e 19,2 mg.L! respectivamente (Tabela 3).
Para ninfas de T. peregrinus, a CLso dos extratos etandlicos de sementes de
A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica foi de 1,7 mg.L?, 7,3 mg.L! e 3,6 mg.L-
lrespectivamente. A CLoo obteve valores para a concentracédo-resposta de 5,9 mg.L
1,23,0mg.L! e 10,1 mg.L't na mesma ordem (Tabela 4).
Tabela 3 - Concentragcdo-resposta de extrato etanolico de sementes de Annona

sylvatica e Annona muricata e Annona mucosa em adultos de Thaumastocoris
peregrinus apés dois dias de aplicacdo

Tratamento N Inclinacédo CL (ICgs) mg.L1* X2 (df) p-valor
(£EP)
CLso CLQO
+
A. sylvatica 500 315(218¢ 75(59+9,0) 19,2 (16,3 +23,4) 14.766 4 936
4.11) (8)
. 2.62 (-1.17 £ 41,5 (33,8 + 127,8 (18,02 + 61.748
A. muricata 350 6.41) 59,3) 374.9) (5) 1
+
A. mucosa 500 2'8i (012;51 ~ 51(3,4+6,5 14,5(11,9+18,3) 19('3;11 0.987

N: Numero de insetos utilizados; IC: Intervalo de confianca; X2: Chi-quadrado; ¢*): Diferenca
significativa com base nos intervalos de confianca a 95% de probabilidade. df graus de liberdade.

Tabela 4 - Concentracéo-resposta de extrato etanolico de sementes de Annona
sylvatica e Annona muricata e Annona mucosa sobre ninfas de
Thaumastocoris peregrinus apos dois dias de aplicacéo

Tratamento N Inclinacédo CL (ICgs) mg.L1* X2 (df) p-valor
(xEP)
ClLso CLoo
+
A sylvatica 400 2.90 (1.24 3,6(29£4,3) 10,1(8,3+13,4) 29565 0.999
4.55) (6)
. 2.58 (0.18 + 73 (5,4 % 23,0 (11,7 + 6.092
A.muricata 350 4.99) 10.9) 49,50) 3) 0.893
A.mucosa 400 2'4% (gl'?g * 17(1,0%23) 59(47+80) 17(';54 0.994

N: NUumero de insetos utilizados; IC: Intervalo de confiancga; X2: Chi-quadrado; (*): Diferenca
significativa com base nos intervalos de confianca a 95% de probabilidade. df graus de liberdade.
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Tempo letal médio

A sobrevivéncia de adultos T. peregrinus foi reduzindo ao longo do tempo,
sendo gradativa e concomitante com o aumento das concentragdes. Para 0s
extratos de A. muricata e A. sylvatica s6 foi possivel calcular TLso a partir da
concentracédo de 0,66 e 0,22% respectivamente, jA o extrato de A. mucosa foi o
unico que apresentou TLso desde a primeira concentragdo testada (0,11%) (Figura
1).

Figura 1 - Avaliagdo de tempo letal das concentracdes de extratos etandlicos
de sementes de Annona mucosa e Annona muricata e Annona sylvatica em
adultos de Thaumastocoris peregrinus.

70
60
50

60
48
42 42

40 2
30 24
0 B 18 18

12 12 10 10 10 10 10 10 I I 12 12 12 4
10

00000 0 lll

0 1111l [

A. mucosa A. muricata A. sylvatica

0,11% 0,22% 0,33% 0,44% m0,55% m0,66% mO0,77% mM0,88% m1,00%

Para adultos de T. peregrinus, o extrato de A. mucosa apresenta valores de
TLso baixos quando comparado com 0s outros extratos, sendo que este estabiliza
em 10 horas na concentracao de 0,44%.
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Tabela 5 - Tempo letal médio das concentracfes de extratos etandlicos de
sementes de Annona mucosa e Annona muricata e Annona sylvatica em
adultos de Thaumastocoris peregrinus

Concentracéo (%) Tratamentos N TLso (h) (ICgs) X2 df p-valor
A. mucosa 50 18,0(15,41+20,59)
0,11% A. muricata 50 - 178,119 2 <0,001
A. sylvatica 50 -
A. mucosa 50 12,0(9,59+14,41)
0,22% A. muricata 50 - 167,766 2 <0,001
A. sylvatica 50 42,0 (36,75+47,25)
A. mucosa 50 12,0(10,98+13,02)
0,33% A. muricata 50 - 165,242 2 <0,001
A. sylvatica 50 30,0 (25,93+34,07)
A. mucosa 50 10,0(8,80+11,20)
0,44% A. muricata 50 - 135,168 2 <0,001
A. sylvatica 50 18,0(16,09+19,91)
A. mucosa 50 10,0(8,87+11,13)
0,55% A. muricata 50 - 129,569 2 <0,001
A. sylvatica 50 18,0(16,28+19,72)
A. mucosa 50 10,0(8,99+11,01)
0,66% A. muricata 50 48,0 (36,21+59,79) 107,907 2 <0,001
A. sylvatica 50 12,0(11,36+12,64)
A. mucosa 50 10,0(8,89+11,11)
0,77% A. muricata 50 42,0 (36,14+47,86) 111,687 2 <0,001
A. sylvatica 50 12,0(10,75+13,25)
A. mucosa 50 10,0(8,77+11,22)
0,88% A. muricata 50 60,0 (50,95+69,05) 117,238 2 <0,001
A. sylvatica 50 12,0(11,11+12,89)
A. mucosa 50 10,0(9,03£10,97)
1,00% A. muricata 50 24,0(21,28+26,71) 88,805 2 <0,001

A.sylvatica 50 10,0 (9,01%+10,99)

N: nimero de insetos utilizados; TL50: tempo letal médio;IC: intervalo de confianca; df: graus de
liberdade

O TLso do extrato de A. sylvatica para ninfas de terceiro instar de T.
peregrinus pode ser calculado a partir da concentracdo de 0,14%, para A. muricata
na concentragdo de 0,18% e para A. mucosa pode ser calculado desde a primeira
concentracéao testada (0,04%) (Figura 2).

O menor TLso foi atingido pelo extrato de A. mucosa (trés horas), na
concentracéo de 0,18% sendo estabilizado nas concentragcdes seguintes. O maior
TLso registrado foi para A. muricata (60 horas), nas concentracdes de 0,18% e
0,21%.
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Figura 2 - Avaliacdo de tempo letal das concentracdes de extratos etandlicos
de sementes de Annona mucosa e Annona muricata e Annona sylvatica em

ninfas de Thaumastocoris peregrinus.
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Tabela 6 - Tempo letal médio das concentracfes de extratos etandlicos de
sementes de Annona mucosa e Annona muricata e Annona sylvatica sobre
ninfas de terceiro instar de Thaumastocoris peregrinus

Concentracao (%) Tratamentos N TLso (h) (ICes) X2 df p-valor

A. mucosa 50 6,0 (4,47+7,53)

0,04% A. muricata 50 - 198,259 2 <0,001
A. sylvatica 50 -
A. mucosa 50 5,0 (3,96%6,04)

0,07% A. muricata 50 - 198,131 2 <0,001
A. sylvatica 50 -
A. mucosa 50 4,0 (3,27+4,73)

0,11% A. muricata 50 - 204,086 2 <0,001
A. sylvatica 50 -
A. mucosa 50 4,0 (3,40+4,60)

0,14% A. muricata 50 - 202,933 2 <0,001
A. sylvatica 50 18,0(13,38+22,62)
A. mucosa 50 3,0 (2,73%3,26)

0,18% A. muricata 50 60,0 (54,46+65,54) 197,170 2 <0,001
A. sylvatica 50 18,0 (15,94+20,06)
A. mucosa 50 3,0 (2,69£3,31)

0,21% A. muricata 50 60,0 (32,64+87,36) 165,881 2 <0,001
A. sylvatica 50 12,0 (9,14+14,84)
A. mucosa 50 3,0 (2,39£3,61)

0,25% A. muricata 50 24,0(15,68+32,31) 135,092 2 <0,001
A. sylvatica 50 18,0(14,33+21,67)

N: nimero de insetos utilizados; TL50: tempo letal médio;IC: intervalo de confianca; df: graus de

liberdade

Preferéncia para infestagéo



32

Com relacdo ao teste de preferéncia de infestacdo com chance de escolha,

no extrato de A. mucosa, foi possivel observar diferenca significativa entre os

tratamentos nos tempos de 0,75, 1, 2 e 12 horas, houve uma preferéncia de

infestagdo superior na testemunha em relagdo a ClLso de A. mucosa. A maior

diferenca de infestacdo entre os tratamentos ocorreu as 0,75 horas apés liberacédo

dos insetos adultos de T. peregrinus ( Figura 3) (Tabela 7).

Figura 3 - Média de adultos de T. peregrinus por folhas tratadas ou ndo com A.
mucosa em sete periodos de avaliacao.
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Tabela 7 - Média (xEP) de adultos de T. peregrinus por folhas tratadas ou néo
com A. mucosa em sete periodos de avaliagéo

Tempo (horas) Tratamentos Média adultos (xEP) o p value
0z meem  Aein 5 P01
075 Teomimha  10.25:144b 257 P000
1.0 ?éggrﬁsnia ifzisoi'sg,oaab 41112 p=0.013
o e AR 5 poon2
30 Tidemuha 127543704 7ar PO08
o e fenis, sy peo102
120 fodemumha 145042785 557 P0018

EP: erro padrdo da média; o: desvio padrao. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nao

diferem entre si de acordo com o teste t no nivel de probabilidade de 5%.
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Com relacdo ao teste de preferéncia de infestagdo com chance de escolha
utilizando o extrato de A. muricata, verificou-se que em todos os tempos avaliados
houve diferenca significativa entre a testemunha e a CLso de A. muricata, sendo a
testemunha o tratamento com maior infestacéo. Desta forma, as folhas tratadas com
a CLso de A. muricata atingiram sua maior infestacdo as 12 horas com apenas 5,4
insetos, enquanto a testemunha no mesmo tempo obteve sua maior infestagdo com
13,4 insetos (Figura 4) (Tabela 8).

Figura 4 - Média de adultos de T. peregrinus por folhas tratadas ou ndo com A.

muricata em sete periodos de avaliacao.
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Tabela 8 - Média (xEP) de adultos de T. peregrinus por folhas tratadas ou néo
com A. muricata em dez periodos de avaliacdo

Tempo (horas) Tratamentos Média adultos/folha (+EP) o

02 Totemimha  5ps0seb i pe0002

0% Teemunha 520865 1'5p P0001
' +

075 Tomemumha  ohsioab 277 P00
' +

10 /?eggmtﬁa 16?4_001’515,2(’15 b %% p=0,001
' +

2.0 'Ar\egzrrrlucuantﬁa %18,4_11’12,33% 223,737 p=0.001

0 Tedemmha 1422130k 317 P0001

50 Tostomunha 1002230 b 514 P0.035

120 Toctomunha Vaas 172 23 P0.007

240 Tistomunha 5251105 250 P0.001
' +

0 Tolommha 5211395 311 P000S

EP: erro padrao da média; o: desvio padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nao

diferem entre si de acordo com o teste t no nivel de probabilidade de 5%.
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Diferencas entre tratamentos nos tempos de 0,5, 0,75, 2, 3, 6 e 24 horas,

foram observadas no teste de preferéncia de infestagdo com chance de escolha,

para A. sylvatica com maior infestacao na testemunha que em relacdo a CLso. Desta

forma, as folhas tratadas com a CLso de A. sylvatica atingiram sua maior infestagéo

as 6 horas com apenas 4,6 insetos, enquanto a testemunha no mesmo tempo

obteve sua maior infestacdo com 15,2 insetos (Figura 5) (Tabela 9).

Figura 5 - Média de adultos de T. peregrinus por folhas tratadas ou ndo com A.
sylvatica em sete periodos de avaliacao.
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Tabela 9 - Média (+xEP) de adultos de T. peregrinus por folhas tratadas ou nao
com A. sylvatica em oito periodos de avaliacéo

Tempo (horas) Tratame_ntos Média adultos/folha (+EP) o
02 Todemunha 8052794 6.24 P00
050  Todemunha 6+ 1g9b .22 P00
075 Tememumba 115227 507 P=0.008
0 hame, EooEs, .2 o
0 L om L2 o
6.0 i\ei{;ﬁﬂﬁﬁa if,ziiofgsab ;gé p=0,001
1% peoso
90 idemumha 70:2u14 < 58 P0325

EP: erro padrdo da média; o: desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra miniscula nao diferem
entre si de acordo com o teste t no nivel de probabilidade de 5%.
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1.4 DISCUSSAO

Com os resultados obtidos neste estudo, os dados permitem comprovar a
promissora agao inseticida dos extratos etandlicos de sementes de A. mucosa, A.
muricata e A. sylvatica, sobre adultos e ninfas de T.peregrinus. A bioatividade dos
extratos testados pode ser comparada a acao de inseticidas comerciais registrados
para o controle de T.peregrinus.

Ao longo do tempo, pesquisadores tém estudado extratos de folhas e
sementes de diferentes espécies de Anonnaceae, estes sdo testados em diferentes
espécies de insetos, tais como: Sitophilus zeamais M. (Coleoptera: Curculionidae),
Zabrotes subfasciatus B. (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) Spodoptera
frugiperda J.E. (Lepidoptera: Noctuide), Tuta absoluta M. (Lepidoptera: Gelechiidae),
Chrysodeixis includens W. (Lepidoptera: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis H.
(Lepidoptera: Erebidae), Bemisia tabaci biotipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) e
Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae) (ANSANTE et al., 2015; BRITO et al., 2019;
GONGCALVES et al.,, 2015; RIBEIRO et al., 2015, 2013; SOARES et al., 2021;
SOUZA, 2020).

O extrato etandlico de sementes de A. mucosa apresenta acao inseticida
sobre o inseto sugador Diaphorina citri K. (Hemiptera: Liviidae), com niveis de
eficacia superiores aos do bioinseticida a base de limonoide comercial (Azamax®1.2
EC, controle positivo). Resultados semelhantes foram obtidos no presente trabalho,
mesmo avaliando sobre T. peregrinus, inseto de outra espécie, porém de mesma
ordem taxondmica.(RIBEIRO et al., 2015).

Estudos apresentam acéo dos extratos etanolicos de sementes de A. mucosa,
A. muricata e A. sylvatica para controle de Bemisia tabaci biétipo B (Hemiptera:
Aleyrodidae), em terceiro instar (SOARES, 2019). Da mesma maneira neste estudo,
0s trés extratos botanicos testados, apresentam potencial inseticida sobre a praga
florestal.

Em adultos de T. peregrinus os valores de CLso (5,1, 41,5 e 7,5 mg.L!) e CLoo
(14,4, 127,8 e 19,2 mg.L?) dos extratos de A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica
respectivamente, sdo inferiores aos testes ja citados na literatura para outras
espécies de insetos. Da mesma forma acontece para ninfas de T. peregrinus, CLso
(1,7, 7,3 e 3,6 mg.L ') e ClLoo (5,9, 23,0 e 10,1 mg.L?) dos extratos de A. mucosa, A.
muricata e A. sylvatica respectivamente. Tal como, CLso do extrato de A. mucosa

igual a 10,83 mg.L! para ninfas de B. tabaci biétipo B, CLsodo extrato de A. mucosa
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igual a 842,9 mg.L* para S. frugiperda, CLsodo extrato de A. mucosa igual a 452,38
mg L para C. includens e CLsodo extrato de A. mucosa igual a 66,91 mg L para A.
gemmatalis (ANSANTE et al., 2015; SOARES et al., 2021; SOUZA, 2020).

Estudos demonstram CLso do extrato etandlico de sementes de A. mucosa,
para adultos de D. citri igual a 2.464,00 mg.L* ap6s 48 h de exposicdo, para ninfas
CLso de 247,95 mg.L. Os valores de CLso apresentados em nosso trabalho, para
controle de adultos e ninfas de T. peregrinus, também apds 48h de exposicao é
inferior ao apresentado para adultos e ninfas de D. citri (RIBEIRO et al., 2015).

Seguindo a linha de bioinseticidas os 6leos essenciais também vém sendo
aplicados em testes para controle de pragas. Do mesmo modo que 0s extratos
etanodlicos de sementes de A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica, foram testados
sobre adutos e ninfas de T.peregrinus em diferentes concentra¢gdes, o 6leo essencial
de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) também foi testado por meio de folhas de
Eucalyptus dunnii imersas em diferentes concentra¢gbes (0,25, 0,50, 0,75, 1,00 e
1,25%), e entdo disponibilizadas para os insetos, sendo as concentracfes de 0,75%,
1,00 e 1,25% que apresentaram maiores reducdes na sobrevivéncia de
T.peregrinus. A CLso também apresenta porcentagens reduzidas de 6leo essencial,
assim como no presente estudo, sendo para adultos 0,497% e ninfas 0,178% e 6leo
essencial de E. uniflora (STENGER et al., 2021).

Estudos apontam efeitos de extratos botanicos sobre insetos da ordem
Hemiptera, alguns testes foram realizados com extratos aquosos de folhas e raizes
de Palicourea marcgravii St. Hil. (Rubiaceae) sobre adultos da cigarrinha Aetalion
sp. (Hemiptera: Aetalionidae). O extrato de folhas de P. marcgravii utilizado em sua
CLso (39,9 mg.mlt) apresenta um tempo letal médio de 41,2 h, ja o extrato de raizes
também utilizado em sua CLso (12,4 mg.ml?) obteve tempo letal médio de 34,9 h
(SILVA et al., 2009). Em nosso trabalho, utilizando extratos etanodlicos de sementes
de A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica para adultos de T. peregrinus a
concentracédo de 0,66% que corresponde a 1.332 mg.L, apresentou um TLso de 10,
48 e 12 h respectivamente. Annona muricata agiu de forma semelhante aos
tratamentos testados por Silva et al., (2009), comparando os TLso.

Neste estudo o tempo letal médio (TLso), foi calculado para adultos e ninfas de
T. peregrinus em diferentes concentracfes. Atualmente existem alguns estudos que
avaliam a acdo de extratos de Anonaceas e definem TLso, estes testes vém sendo

aplicados principalmente na agricultura, destacando principalmente a ordem
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Lepidoptera. O TLso do extrato de A. mucosa para C. includens e A. gemmatalis foi
de 51,01 e 27,23 h, respectivamente, o0 mesmo extrato quando aplicado sobre S.
frugiperda e H. armigera apresenta TlLso de 32,72 e 45,15 h nessa ordem
(ANSANTE et al., 2015; SOUZA et al., 2017; SOUZA, 2020).

Foi possivel observar nas folhas que continham a CLso dos trés extratos
etandlicos testados, que existiu uma reducdo pela preferéncia de infestacdo dos
adultos de T. peregrinus quando comparados com a testemunha. Essa preferéncia
foi menor com a CLso de A. muricata, evidenciando o potencial desse extrato para
repelir adultos de T. peregrinus.

Em ensaios com chance de escolha, utilizando extratos vegetais aquosos a
5% de Matricaria chamomilla, Echinodorus grandiflorus, Punica granatum, Maytenus
ilicifolia e Origanum majorana sobre adultos de T. peregrinus. As folhas tratadas com
0os extratos de Matricaria chamomilla e Maytenus ilicifolia apresentaram menos
deposi¢cbes fecais quando comparadas aos outros tratamentos e a testemunha,
demonstrando assim uma nao preferéncia de T. peregrinus por estes tratamentos
(HAAS et al.,, 2016). Em nosso estudo, A. muricata foi o Unico tratamento que
apresentou menor preferéncia de infestacdo por T. peregrinus de forma significativa
ao logo de todos os tempos testados. Quanto aos tratamentos de A. mucosa e A.
sylvatica é possivel notar que existe uma menor preferéncia de infestacdo, mas néo
se aplica a todos os tempos avaliados, possuindo menor periodo de repeléncia.

Os trés extratos etandlicos de sementes de A. mucosa, A. muricata e A.
sylvatica testados sobre adultos e ninfas de T. peregrinus, causaram uma
porcentagem de mortalidade superior a 98%. Quando submetidos aos testes de CLso
e CLoo foi concluido que a concentragdo necessaria de cada extrato para controlar
50 e 90% da populacdo, foi abaixo das ja descritas em literatura para pragas-
agricolas. A longevidade de adultos e ninfas de T. peregrinus, foram reduzidas de
forma expressiva quando submetidos a folhas tratadas com A. mucosa, A. muricata
e A. sylvatica sendo aferidas através do TLso. Para a preferéncia de infestagdo com
chance de escolha, existiu uma preferéncia pela testemunha, quando comparada
aos tratamentos com as CLso dos extratos de A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica,
concluindo-se que os extratos apresentam repeléncia para adultos de T. peregrinus.

A nivel mundial ja existem produtos comerciais que sao produzidos atraves de
extracbes realizadas em anonaceas, esta familia apresenta uma gama de

compostos que ainda necessitam ser explorados (SOARES, 2019), tendo em vista
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0s extratos testados foi possivel observar potenciais de controle e repeléncia para
adultos e ninfas de T.peregrinus a nivel laboratorial, faz-se necessario pesquisas

futuras para avaliacdo dos mesmos, a nivel de semi-campo e campo.
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CAPITULO 2

BIOATIVIDADE DE EXTRATOS ETANOLICOS DE ANONACEAS SOBRE
Cleruchoides noackae Lin. e Huber (Hymenoptera: Mymaridae)
RESUMO
Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero &  Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae) inseto-praga do eucalipto, tem como principal forma de controle
0 parasitoide de ovos Cleruchoides noackae Lin. e Huber (Hymenoptera:
Mymaridae). Este estudo tem por objetivo avaliar a bioatividade dos extratos
etandlicos de sementes de A. muricata e A. sylvatica sobre o parasitoide de ovos C.
noackae. Os extratos de A. sylvatica e A. muricata foram aplicados sobre adultos de
C. noackae nas concentraces de 50 mg.Lt e 12,5 mg.L%, respectivamente e entdo
avaliados por 24 horas. Os extratos de A. sylvatica e A. muricata ndo sao seletivos
ao parasitoide de ovos pois causam mortalidade destes em até 12 horas apos
aplicacdo. Na avaliagdo pré parasitismo, é possivel observar que existe um efeito
dos tratamentos sobre o parasitismo, pois ndo ocorreu emergéncia de C.
noackaeapls a aplicacdo. No teste de pOs parasitismo observou-se que houve
emergéncia de C. noackae nas duas testemunhas e nos tratamentos A. sylvatica
12,5 mg.L?, A. muricata 12,5 mg.Lte 50 mg.L. Ndo existiu emergéncia de insetos
nos tratamentos de A. sylvatica 50 mg.L* e Capture®. Os resultados evidenciam que
em testes laboratoriais 0s extratos apresentam efeito negativo sobre a sobrevivéncia

e a emergéncia de C. noackae.

Palavras-chave: controle biologico; extratos botanicos; parasitoide de ovos;
percevejo bronzeado
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ABSTRACT

Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae) insect pest of eucalyptus, whose main form of control is the egg
parasitoid Cleruchoides noackae Lin. and Huber (Hymenoptera: Mymaridae). This
study aims to evaluate the bioactivity of ethanol extracts from A. muricata and A.
sylvatica seeds on the egg parasitoid C. noackae. The extracts of A. sylvatica and A.
muricata were applied to adults of C. noackae at concentrations of 50 mg.L™* and
12.5 mg.L?, respectively, and then evaluated for 24 hours. The extracts of A.
sylvatica and A. muricata are not selective to the parasitoid of eggs because they
cause mortality within 12 hours after application. In the pre-parasitism evaluation, it is
possible to observe that there is an effect of the treatments on the parasitism, since
there was no emergence of C. noackae after the application. In the post-parasitism
test, it was observed that there was emergence of C. noackae in the two controls and
in the treatments A. sylvatica 12.5 mg.L?, A. muricata 12.5 mg.L'! and 50 mg.L.
There was no emergence of insects in the treatments of A. sylvatica 50 mg.L* and
Capture®. The results show that in laboratory tests the extracts have a negative effect

on the survival and emergence of C. noackae.

Keywords: biological control; botanical extracts; egg parasitoid; bronze bug
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2.1 INTRODUCAO

Dentro da familia Mymaridae sdo encontrados os menores parasitoides de
ovos de insetos (HUBER 1986). Cleruchoides noackae Lin. e Huber (Hymenoptera:
Mymaridae) € um parasitoide de ovos, da familia Mymaridae solitario (LIN; HUBER,;
LA SALLE, 2007).

Este parasitoide é o principal agente de controle de Thaumastocoris
peregrinus, sendo detectado inicialmente parasitando os ovos de percevejo
bronzeado na Australia (LIN; HUBER; LA SALLE, 2007; SOUZA et al.,, 2016).
Cleruchoides noackae inviabiliza os ovos do percevejo através da postura de seus
ovos no interior dos ovos do percevejo (EMBRAPA, 2010; IPEF, 2010; BARBOSA et
al., 2017).

Apbés os relatos de C. noackae utilizando apenas espécies do grupo
Taumastocorinae para parasitar, este foi introduzido na América do Sul e Africa do
Sul, no intuito de controlar os surtos de T. peregrinus (LIN; HUBER; LA SALLE,
2007; NADEL et al., 2010; NADEL; NOACK, 2012). Este parasitoide foi importado e
introduzido no Brasil no ano de 2012, apo6s periodo de quarentena, este foi
produzido para liberacbes em campo visando controlar populacfes de T. peregrinus.
Atualmente, seu estabelecimento em campo € confirmado e com taxas de
parasitismo em torno de 50% (BARBOSA et al., 2017).

Em testes de laboratério avaliando a biologia de C. noackae observa-se que as
fémeas possuem uma sobrevivéncia significativamente maior que dos machos
(fémeas 2,0 dias e machos 1,4 dias). O niumero de descendentes produzidos pode
chegar até 16 para cada fémea, no entanto a média € de 7,7 para quando as fémeas
foram alimentadas com mel. A razao sexual média foi de 1,2: 1,0 (macho: fémea)
(MUTITU et al., 2013).

O comportamento de acasalamento € observado logo apos o encontro do
macho com a fémea, a espécie ndo apresenta comportamento de corte, 0
acasalamento ocorre apds 2 a 5 segundos do encontro. As fémeas acasaladas, logo
apoOs o contato com os ovos do hospedeiro ja iniciam o parasitismo. As fémeas que
nao tiveram contato com machos apresentaram partenogénese arrenotoca
(descendentes machos) (MUTITU et al., 2013).

Novas formas de controle de pragas vém sendo testadas atualmente, dentre
elas pode-se destacar a utilizagdo de extratos botanicos, o qual cresceu de forma

expressiva a nivel de pesquisa.
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Comparado ao uso de produtos fitossanitarios sintéticos, os extratos botanicos
possuem menor toxicidade para os humanos e ao meio ambiente. Porém estes
produtos podem interferir na biologia e na dindmica dos inimigos naturais (LIMA et
al., 2020; PARREIRA et al., 2018; RAMPELOTTI-FERREIRA et al., 2017).

Assim como nos produtos fitossanitarios sintéticos, o estudo dos extratos sobre
0 parasitoide desta praga, faz-se necessario para um melhor entendimento dos
potenciais impactos que estes podem causar sobre 0s parasitoides. Desta forma,
este estudo tem por objetivo avaliar a bioatividade dos extratos etandlicos de
sementes de A. muricata e A. sylvatica sobre o parasitoide de ovos Cleruchoides

noackae Lin. e Huber (Hymenoptera: Mymaridae).

2.2 MATERIAL E METODOS

Obtencéao de ovos de percevejo bronzeado

Os ovos de Thaumastocoris peregrinus utilizados nos testes de curva de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier, pré e pdés-parasitismo, foram obtidos da criacéo
destes insetos ja estabelecida no LCBPF - Laboratério de Controle Bioldgico de
Pragas Florestais da FCA-UNESP. A criacdo é mantida em sala climatizada (26 +
2°C, UR: 60 = 10%, fotofase de 12 h), com buqués de ramos do clone 433
(Eucalyptus urophylla var. platyphylla). Ovos com até um dia de oviposi¢do foram
coletados e utilizados nos testes. A metodologia utilizada para a criacdo € a mesma
descrita por Wilcken et al. (2021).

Obtencéao do parasitoide Cleruchoides noackae

Os individuos de C. noackae foram obtidos através da criacdo do LCBPF,
condicionados em camara climatizada tipo B.O.D. (temperatura de 24 = 2°C, U.R. 60
+ 10% e fotofase de 12 h).

A criagdo de C. noackae foi estabelecia a partir de ovos de até trés dias de T.
peregrinus adicionados em frascos de poliestireno transparente (7,0 cm
comprimento x 3 cm de didametro), estes entdo sao ofertados a casais de C. noackae
para pasaritismo. Para alimentacdo dos insetos adultos foram oferecidas com tiras
de papel de filtro (7,0 cm de altura x 1, cm de largura) embebidas em solucdo de mel
e agua a 50%. ApGs parasitismo e morte dos insetos adultos os frascos séo limpos e

identificados com a nova quantidade ovos oferecidos e numero da geracao
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correspondente. Passados 15 dias com a emergéncia da nova geracado, o ciclo é
novamente repetido (WILCKEN, et al., 2021).

Obtencéao dos extratos

Os extratos utilizados nos bioensaios foram obtidos através de uma parceria
entre o LCBFP e o Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos e Plantas
Inseticidas (LARESPI) da FCA-UNESP. Esses extratos foram extraidos de sementes
de duas espécies da familia Annonaceae: Annona muricata L. e Annona sylvatica A.
St.-H. A preparacdo dos extratos etandlicos e solugdes seguiu a metodologia

proposta por Ribeiro et al. (2015) e Brito et al. (2019).

Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

Para este bioensaio foram utilizados dois tratamentos com extratos botanicos
de sementes de Annona muricata e Annona sylvatica, em duas concentragfes (12,5
mg.Lt e 50 mg.L?Y), um inseticida piretroide (Bifentrina Capture 400EC®) e dois
controles negativos (dgua destilada esterilizada e acetona:metanol). Os extratos
foram diluidos individualmente em solucdo de acetona:metanol (1:1, v.v ') e a
solucéo final 0,14 mL pulverizada sobre placas de Petri (4 cm x4 cm x 1 cm).

A pulverizacdo dos tratamentos foi realizada por meio de um aerografo
profissional BD134K com bomba de pressao constrante sob pressao de 0,5 kgf/cmz,
esta aplicacéo foi realizada em ambas as partes da placa de petri, apds aguardar a
secagem por 20 min, foram adicionados dez insetos ndo sexados e sem alimento de
C. noackae por placa com auxilio de um pincel fino. Ao seu total foram sete
tratamentos com cinco repeticoes cada, a avaliacdo foi realizada durante os
periodos de 15min, 30min, 45min, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h e 24h. O bioensaio foi mantido
em camara climatizada tipo B.O.D a temperatura de 24 + 2°C, U.R. 60 £ 10% e
fotofase de 12 h.

Avaliacao pré-parasitismo

Os mesmos tratamentos do teste de curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier
foram testados. Ovos de um dia de T. peregrinus foram coletados da criacdo ja
estabelecida, através de fitas de papel toalha (1,5 cm de largura x 15,0 cm de
comprimento). Foram separados 15 ovos para cada uma das cinco repeticoes.
Ambos os lados de cada uma das fitas contendo os ovos de T. peregrinus recebeu
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aplicacdo dos tratamentos individualmente, com volume de pulverizagao de 0,14 mL
de solucéo final por fita (ponto de escoamento) e posteriormente colocadas em
frascos de poliestireno transparente (7,5 cm de altura x 3,0 cm de diametro).

Dez minutos apds aplicacdo, cada repeticdo recebeu dois casais de C.
noackae recém emergidos para parasitismo, foram alimentados com solucédo de mel
50% em tiras de papel filtro (7,0 cm de altura x 1,0 cm de largura) e permaneceram
parasitando durante 48h e entéo retirados dos frascos. O bioensaio foi mantido em
camara climatizada tipo B.O.D a temperatura de 24 = 2°C, U.R. 60 £ 10% e fotofase
de 12 h. Apos 15 dias (periodo de emergéncia) foi avaliado a emergéncia dos

parasitoides.

Avaliacdo pos-parasitismo

O delineamento experimental e o bioensaio foram 0s mesmos descritos no
teste de pré-parasitismo. ApOs 0s ovos serem parasitados por um periodo de 48h os
dois casais de C. noackae foram retirados e as fitas contendo os ovos receberam
aplicacao dos tratamentos.

Apés 15 dias, foi avaliado a emergéncia dos parasitoides. O bioensaio foi
mantido em camara climatizada tipo B.O.D a temperatura de 24 = 2°C, U.R. 60 *
10% e fotofase de 12 h.

Anédlises estatisticas

A curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier do parasitoide C. noackae
submetido a diferentes tratamentos, foi obtida através do software SigmaPlot 11.0.

Os dados dos testes de pré e poés-parasitismo de C. noackae foram
submetidos aos pressupostos dos testes de normalidade e homogeneidade da
variancia, com os testes de Lilliefors e Bartlett, respectivamente. A distribuicdo
desses dados nao foi normal, por isso, utilizou-se estatistica ndo paramétrica de
Kruskal-Wallis, com valores binarios, sendo classificado a emergéncia (1) ou nao (0)
de parasitoides por repeticdo, para estes testes foi utilizado o software estatistico
SPSS Statistics 20.
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2.3 RESULTADOS
Curva de sobrevivéncia de Kaplan-meier

Na curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier observa-se que as testemunhas
mostram valores de longevidade coerentes a sua biologia, devido o inseto ter sua
longevidade reduzida na auséncia de alimentacdo. Quando comparados com 0s
demais tratamentos a curva de sobrevivéncia se mostra atenuada, atingindo a
probabilidade de sobrevivéncia de 50% em 12 horas (Figura 1).

O extrato de A. muricata nas concentracées de 50 mg.Lt e 12,5 mg.L* atuou
sobre o parasitoide de ovos C. noackae atingindo a mortalidade total da populacéo
em trés e 12 horas respectivamente. Para o extrato de A. sylvatica nas
concentracdes de 50 mg.L! e 12,5 mg.L! a mortalidade total da populacéo ocorreu
em seis e duas horas nesta ordem sobre C. noackae.

O tratamento com o produto fitossanitario Capture® causou uma mortalidade
expressiva nas primeiras avaliagdes do bioensaio, este tratamento atingiu a
mortalidade total da populacdo em trés horas. Os extratos de A. muricata e A.
sylvatica, nas concentracdes testadas, podem ser comparados ao tratamento com o
produto fitossanitario Capture®.

Figura 1 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier ajustada para o tempo
(horas) apés contato de Cleruchoides noackae com placas de Petri tratadas
com extratos botanicos de A. muricata e A. sylvatica (12,5 mg.Lt e 50 mg.L™),
inseticida piretroide Bifentrina (Capture 400EC®), dgua destilada esterilizada e
solvente (acetona:metanol) a24 *2 -C, 70 + 10% UR e fotofase de 12 h
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Aplicacéo pré-parasitismo

No teste de aplicacdo pds parasitismo existiu diferenca significativa entre a
testemunha com 4gua destilada esterilizada e os tratamentos A. muricata e A.
sylvatica (12,5 mg.L* e 50 mg.L?) e Capture®. A testemunha com solvente, nédo
diferiu daquela com &gua destilada esterilizada e dos demais tratamentos. O teste

mostra que existe um efeito dos tratamentos sobre o pré-parasitismo (Tabela 1).

Tabelal — Aplicacdo de extratos de A. muricata e A. sylvatica (12,5 mg.L* e 50
mg.L?), inseticida piretroide (Bifentrina (Capture 400EC®), agua destilada
esterilizada e solvente (acetona:metanol) em C. noackae . Nas condi¢cdes de 24
+2-C,70 % 10% UR e fotofase de 12 h.

Teste Estatistico & P Pré-parasitismo
Qui quadrado 21,857

df 6

p 0,001

a. Teste Kruskal Wallis, b. Variavel de agrupamento: Tratamento

Com relacdo ao percentual de repeticdbes com emergéncia de adultos de C.
noackae, observou-se que as testemunhas foram o0s Unicos tratamentos que
apresentaram taxa de emergéncia do inseto. Ja para os tratamentos com A.
muricata e A. sylvatica (12,5 mg.Lt e 50 mg.L?) e o inseticida piretroide (Bifentrina
(Capture 400EC®) ndo apresentou emergéncia de C. noackae.

Figura 2 - Porcentual de repeticbes com emergéncia de C. noackae
(Hymenoptera: Mymaridae) (pré parasitismo)
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Com base na metodologia aplicada, os resultados obtidos para as
testemunhas, 4gua destilada esterilizada e solvente foram iguais e nao toxicos. Os
extratos botanicos e o produto fitossanitario Capture® utilizados apresentaram efeito

negativo na sobrevivéncia e emergéncia de C. noackae.

Aplicacéo pds-parasitismo
No teste de aplicacdo pds-parasitismo néo existiu diferenca significativa entre
os tratamentos avaliados. O teste mostra que néo existe um efeito dos tratamentos

sobre o0 pos-parasitismo (Tabela 2).

Tabela 2 - Aplicacdo de extratos de A. muricata e A. sylvatica (12,5 mg.L?* e 50
mg.LY), inseticida piretroide Bifentrina (Capture®), agua destilada esterilizada e
solvente (acetona:metanol) em C. noackae a 24 £ 2 -C, 70 * 10% UR e fotofase
de12h

Teste Estatistico  ° P&s-parasitismo
Qui quadrado 7,556

df 6

p 0,273

a. Teste Kruskal Wallis, b. Varidvel de agrupamento: Tratamento

Com relacdo ao percentual de repeticbes com emergéncia de adultos de C.
noackae, observou-se que ndo houve emergéncia de parasitoides dos ovos de T.
peregrinus que foram pulverizados com os tratamentos A. sylvatica 50 mg.L! e

Capture®. Nos demais tratamentos existiu emergéncia de C. noackae.

Figura 3 - Porcentual de repeticbes com emergéncia de C. noackae

(Hymenoptera: Mymaridae) (pos-parasitismo)
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2.4 DISCUSSAO

Os extratos etandlicos de sementes de A. sylvatica e A. muricata afetam a
emergéncia de C.noackae em teste de pré-parasitismo e pés-parasitismo. Alguns
estudos também avaliam a aplicacdo de extratos botanicos aquosos de Matricaria
chamomilla, Maytenus ilicifolia e Echinodorus grandiflorus a 5% sobre C. noackae.
Tanto nos testes de pré-parasitismo e pdés-parasitismo 0s extratos aquosos
utilizados nédo afetam a viabilidade de C. noackae, ou seja, nenhum dos extratos
vegetais causou qualquer efeito prejudicial em C. noackae sob condi¢cbes de
laboratorio, diferindo dos resultados encontrados quando aplicados extratos de A.
sylvatica e A. muricata sobre C. noackae (HAAS et al., 2018b).

Na agricultura, a busca por novas alternativas no controle de pragas esta
mais avancada, da mesma maneira se faz para a seletividade de parasitoides,
predadores e organismos ndo-alvo. Estudos avaliaram a acdo do extrato Annona
crassiflora, sobre o parasitoide de ovos Trissolcus urichi C. (Hymenoptera:
Platygastridae) nas concentragcfes de 0,5%, 1,0%, 2,0% e 4,0%. Da mesma maneira
que neste trabalho, o extrato de A. crassiflora reduziu o parasitismo em
concentracdes superiores a 0,5% quando aplicado em ovos ndo parasitados (pré-
parasitismo) e quando aplicado em ovos parasitados (pés-parasitismo), ndo afetou
0s estagios de desenvolvimento do parasitoide, indicando seletividade dos extratos
(TURCHEN et al., 2014).

Apesar de existirem muitos estudos sobre a aplicacdo de plantas inseticidas
no controle de pragas, existem poucos estudos que estabelecem uma ligacédo entre
os produtos quimicos da planta hospedeira e reducéo da capacidade do parasitéide.
Poucos estudos mostram que o desenvolvimento dos parasitbéides sdo afetados
pelos aleloquimicos das plantas (ODE, 2006).

Os extratos de Echinodorus grandiflorus, Maytenus ilicifolia e Matricaria
chamomilla apresentam em sua composicdo &cidos galico, vanilico, cafeico,
cumarico e fertlico como metabdlitos secundarios. Estes compostos podem ser
considerados antialimentantes e toxicos para insetos (EMILIE et al., 2015; HAAS et
al., 2016; RANI; PRATYUSHA, 2013).

A familia botanica Annonaceae tem despertado interesse de pesquisadores,
devido apresentar um grande potencial inseticida sobre insetos-praga. Dentre as
classes de metabolitos secundarios destaca-se as acetogeninas que podem

desencadear uma série de atividades biologicas (MCLAUGHLIN et al., 1997;
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OCAMPO; OCAMPO, 2006; (KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014). Desta
forma podemos citar a aplicacdo de derivados de Annonaceae, sobre alguns
parasitoides e predadores como: T. urichi (TURCHEN et al., 2014), Cryptolaemus
montrouzieri M. (Coleoptera:Coccinellidae) (MORAES, 2020) e neste estudo C.
noackae.

Nossos resultados evidenciam que néo existe emergéncia de C. noackae em
teste de pré-parasitismo apenas uma reduzida porcentagem em pos-parasitismo. No
entanto, esses experimentos foram conduzidos em condi¢des de laboratorio, desta
forma é necessario a conducao de experimentos a nivel de semi-campo e campo,
pois fatores bidticos e abibdticos podem trazer interferéncias e influenciar no

resultado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Pesquisas utilizando extratos botanicos para o controle de pragas agricolas é
maior quando comparadas com pragas florestais. Alguns estudos iniciais utilizando
extratos botanicos em insetos-praga florestais tém mostrado o potencial inseticida
destes produtos, incluindo T. peregrinus.

Os extratos etandlicos de sementes de A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica
apresentaram potencial inseticida e repelente para adultos e ninfas de T. peregrinus.
Os mesmos extratos ainda quando testados em baixas concentracdes causam
mortalidade de T. peregrinus.

Os resultados obtidos dos extratos etandlicos de sementes de A. mucosa, A.
muricata e A. sylvatica sobre T. peregrinus sado inéditos, e estes resultados se
mostram tdo promissores quanto ao uso do inseticida quimico sintético, ja
registrado, utilizado no controle de T. peregrinus.

Quando avaliados os extratos de A. muricata e A. sylvatica sobre o
parasitoide de ovos Cleruchoides noackae em condi¢Ges de laboratoério, observa-se
uma reduzida emergéncia de insetos apenas no teste de pds-parasitismo.
Destacando que os testes foram realizados em condicdes de laboratério, onde existe
uma pressao maior dos extratos sobre o inseto.

Desta forma, dada a importancia das plantas inseticidas no controle de
insetos-praga, novos testes podem ser realizados em condi¢cbes de semi-campo e
compo, tanto para T. peregrinus quanto para outras pragas florestais. Importante
destacar que segundo as normas de IOBC, trabalhos de semi-campo e campo
devem ser realizados para a confirmacdo da classificacdo dos principios ativos
utilizados e ressalta-se a importancia destes testes também para outros organismos

nao alvo.
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