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BIOATIVIDADE DE Brevicoryne brassicae, Myzus persicae ( HEMIPTERA:
APHIDIDAE) E DO PARASITOIDE Diaeretiella rapae HYMENOPTERA:
BRACONIDAE) ASSOCIADA A PRESENCA DE OLEOS ESSENCIAIS EM
COUVE Brassica oleracea var. acephala (BRASSICACEAE)!

Autor: Suellen Godoy da Silva
Orientador: Prof. Josué Sant’Ana
Coorientadora: Prof. Simone Mundstock Jahnke

RESUMO

Os oleos essenciais (OEs) sdo produtos gerados pelo metabolismo secundario
das plantas. Essas misturas complexas de substidncias quimicas naturais podem
representar uma alternativa ao uso de inseticidas sintéticos no controle de afideos, os
quais sdo importantes pragas de couve. No entanto, ¢ necessario atentar para os efeitos
dos OEs sobre inimigos naturais de afideos. Os objetivos desse trabalho foram avaliar
os efeitos dos OEs de pimenta-rosa (OEPR) Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae), eucalipto-cidré (OEEC) Eucalyptus citriodora Hook, (Myrtaceae) e
citronela (OEC) Cymbopogom winterianus Jowitt (Poaceae) nos afideos da couve-verde
Brevicoryne brassicae L. e Myzus persicae Sulz. (Hemiptera: Aphididae), assim como
no parasitoide Diaeretiella rapae Mclntosh (Hymenoptera: Braconidae), em
laboratorio. Para avaliar a atividade inseticida ou de repeléncia aos pulgdes foram
utilizados discos foliares de couve-verde tratados com cada um dos OEs (0,5 ¢ 1%) ou
com agua destilada (controle). A quimiotaxia do parasitoide D. rapae foi avaliada em
olfatdmetro de dupla escolha contrastando mudas de couve-verde sem infestagao,
tratadas com os OEs (0,5%), versus mudas de couve-verde aspergidas com agua. O
nimero médio de B. brassicae e de M. persicae observados em discos foliares tratados
com cada um dos trés o0leos, em ambas as concentragdes, foi sempre menor do que os
contabilizados sobre os discos tratados com &4gua (controle). As maiores taxas de
mortalidade, acima de 80%, para ambas as espécies na concentragdo de 1%, foram
observadas em pulgdes que ficaram em contato com o dleo de pimenta-rosa e citronela.
Fémeas de D. rapae foram atraidas para plantas de couve-verde aspergidas com OEPR,
enquanto OEC teve agdo repelente ¢ o OEEC ndo influenciou a quimiotaxia deste
parasitoide. Os resultados indicam um potencial uso dos OEs de pimenta-rosa,
eucalipto-cidrd e citronela como uma das ferramentas a serem utilizadas em estratégias
de controle dos afideos da couve.

! Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil. (54f.) Agosto, 2021.
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BIOACTIVITY OF Brevicoryne brassicae, Myzus persicae ( HEMIPTERA:
APHIDIDAE) AND PARASITOID Diaeretiella rapae ( HYMENOPTERA:
BRACONIDAE) ASSOCIATED WITH THE PRESENCE OF ESSENTIAL OILS
IN CABBAGE Brassica oleracea var. acephala (BRASSICACEAE)?

Author: Suellen Godoy da Silva
Adviser: Prof. Josué Sant’ Ana
Co-adviser: Prof. Simone Mundstock Jahnke

ABSTRACT

Essential oils (OEs) are products generated by the secondary metabolism of
plants. These complex mixtures of natural chemicals may represent an alternative to the
use of synthetic insecticides in the control of aphids, which are important cabbage pests.
However, it is necessary to look at the effects of OEs on natural enemies of aphids. The
work aimed to evaluate the effects of OEs of brazilian pepper tree (OEPR) Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), eucalyptus (OEEC) Eucalyptus citriodora
Hook, (Myrtaceae) and citronella (OEC) Cymbopogom winterianus Jowitt (Poaceae) on
the cabbage aphids, Brevicoryne brassicae L. and Myzus persicae Sulz. (Hemiptera:
Aphididae), as well as on its parasitoid, Diaeretiella rapae McIntosh (Hymenoptera:
Braconidae), in laboratory. In order to evaluate insecticide or repellency activity, leaf
discs of green cabbage were treated (0.5 and 1%) with each of the OEs or with distilled
water (control). D. rapae chemotaxis was recorded in double-choice olfactometer,
contrasting collard green seedlings without infestation, treated with OEs (0.5%) versus
green cabbage seedlings treated with water (control). The average number of B.
brassicae and M. persicae observed in leaf discs treated with one of the three oils, in
both concentrations, was always lower than those recorded on water treated discs. The
highest mortality rates, above 80%, for both species in the concentration of 1%, were
observed in aphids that were in contact with Brazilian pepper and citronella oil. Females
of D. rapae were attracted to green cabbage plants spray with OEPR, while OEC had
repellent action and the OEEC did not influence the parasitoid chemotaxis. The results
showed a potential use of OEs of Brazilian pepper, eucalyptus and citronella as one of
the tools to be used in cabbage aphid control strategies.

2 Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. (54p.) August,2021.
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ARTIGO 1
1.

RELACAO DE TABELAS

Numero médio (+ DP) de Brevicoryne brassicae € Myzus persicae
mortos apds 24 e 48 horas em discos foliares de couve-verde (B.
oleracea var. acephala) tratados com Oleo essencial de pimenta-rosa
(OEPR)  (Schinus  terebinthifolius), eucalipto-cidr6  (OEEC)
(Eucalyptus citriodora), citronela (Cymbopogon winterianus) (OEC)
ou com agua (controle). Numero total de insetos avaliados em cada
contraste = 10 (10 rePELICOS)...erurirrierreereereerieereereeieereesseeseeesereseesens
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda da sociedade por produtos livres de agrotoxicos sintéticos,
bem como o impacto destas substadncias no meio ambiente e & saide humana tém
exigido da pesquisa o desenvolvimento de novas ferramentas de controle de pragas.
Dentre estas, esta o uso de inseticidas botdnicos ou fitoinseticidas, como os Oleos
essenciais (OEs). Tais produtos sdo constituidos de uma mistura complexa de
compostos quimicos oriundos do metabolismo secundario das plantas e podem atuar
tanto na repeléncia como na mortalidade de herbivoros. Devido ao fato de serem
naturais, biodegradaveis e de baixo impacto sobre mamiferos, os fitoinseticidas sdo
recomendados para utilizagdo na produgdo organica, podendo servir como uma
importante ferramenta ao manejo integrado de pragas. O Brasil possui historico na
producdo de OEs de citros, todavia ¢ um pais com ampla biodiversidade de recursos
naturais da flora e que apresentam diversas possibilidades de estudos de novas matérias-
primas renovaveis, tanto para industria farmacéutica e de agroquimicos, podendo ser
fonte de geracdo de renda, sobretudo para produtores rurais.

As cruciferas sdo culturas frequentemente atacadas por pulgdes, os quais
ocasionam danos severos e perdas na produtividade. Atualmente, para controle quimico
de Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae) em couve-verde, encontram-se
registrados, no Brasil, apenas um inseticida com classe toxicologica trés (medianamente
toxico). Em relagcdo a Brevicoryne brassicae L. (Hemiptera: Aphididae) esta liberado o
uso de 28 produtos, dos quais quinze sdo extremamente toxicos, ndo havendo registro
de inimigos naturais para controle destas espécies de afideos. O amplo espectro de

inseticidas ¢ um fator de impacto sobre o controle biologico de pragas, sendo cada vez



mais necessario o uso de produtos com seletividade aos inimigos naturais e seus
Servigos ecossistémicos.

Dentre as espécies de plantas que produzem OEs e que tem potencial agdo
inseticida e/ou repelente, estdo a pimenta-rosa, Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae), o eucalipto-cidrd, Eucalyptus citriodora Hook (Myrtaceae), ¢ a
citronela, Cymbopogon winterianus Jowitt (Poaceae). Tais espécies, ja demonstraram
efeitos na mortalidade e/ou repeléncia em espécies de diferentes ordens como:
lepidoptera, coledptera e também hemiptera. Contudo, sdo escassos os estudos que
avaliem OEs sobre inimigos naturais de afideo-pragas na cultura da couve-verde. A
espécie Diaeretiella rapae Mclntosh (Hymenoptera: Braconidae) ¢ um importante
endoparasitoide associado as espécies de afideo-pragas na cultura da couve, sendo
especialista em parasitar B. brassicae. O estudo da interacdo destes produtos com
insetos benéficos, como D. rapae ¢ de grande relevancia quando se trabalha em um
sistema integrado no qual se deseja preservar ao maximo as interagdes naturais no
controle de pragas.

Em consonancia com o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
inseticidas de mortalidade e repeléncia dos 6leos essenciais de pimenta-rosa, eucalipto-
cidr6 e citronela nos afideos-praga B. brassicae e M. persicae na cultura da couve-verde
Brassica oleracea L. var. acephala DC., assim como na interacdo destes 6leos com o

parasitoide associado D. rapae.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura da couve-verde

A couve-verde (B. oleracea var. acephala) pertence a familia Brassicaceae ¢ ¢
originaria do continente Europeu (Lannenpdd, 2014). Também ¢ conhecida como
couve-verde, couve-de-folha ou couve-manteiga, sendo uma hortalica muito presente na
agricultura familiar, principalmente devido ao seu ciclo curto (em média 80 dias),
possibilidade de cultivo durante o ano todo, a facilidade de propagagdo, rotacdo e
consorcio com outras culturas (Trani et al., 2015; Cardoso et al., 2017). No Brasil sua
producdo tem aumentado, devido as recentes descobertas das propriedades nutricéuticas
dessa cultura (Novo et al., 2010). A cadeia produtiva das bréssicas ganhou destaque e
importancia econdmica nos ultimos anos, devido aos volumes de producdo nas
principais regides produtoras do Brasil e ao retorno financeiro rapido aos produtores,
em pequenas areas (Melo ef al, 2017). Segundo o Levantamento Olericola Comercial
do Rio Grande do Sul — 2020, a couve-verde, assim como a cultura do brocolis Brassica
oleracea var. itdlica (Brassicaceae), ocupam uma area de 6563,9 hectares no RS,
abrangendo 3.849 produtores, os quais alcangam por ano uma produ¢do de 82 mil
toneladas (Rodrigues, 2021).

No Brasil as empresas de sementes, focadas na produgdo de brassicas, estdo
localizadas na por¢do de clima subtropical, onde a pratica ocorre no inverno € nas
estacdes amenas, em outras regides como norte € centro-oeste a producdo fica limitada a
locais de altitude (Melo et al., 2019). A propagacdo pode ser através de sementes ou
mudas, isso varia de acordo com a cultivar. Em hortas comerciais brasileiras os
agricultores preferem implantar o método de propagagdo vegetativa, ou seja, com
mudas obtidas das ramificaces de gemas axilares, o que garante plantios mais

homogéneos (Trani et al., 2015). Em climas quentes, as mudas sdo normalmente



plantadas no final do verdo ou inicio do outono (Samec, Urlic & Salopek-Sondi, 2018).
Nas regides com clima frio, o cultivo ¢ comumente realizado em outono-inverno,
devido a cultura apresentar adaptacdo ao frio e geadas, sendo as temperaturas médias
mensais 6timas para o cultivo entre 16 e 22 °C (Trani et al., 2015). Ainda segundo o
autor, na fase inicial do estabelecimento das mudas ¢ imprescindivel irrigar varias vezes
ao dia, visando o enraizamento pleno destas até ocorrer o transplante. No plantio a
campo, o espacamento indicado para a cultura varia entre 80 a 100 cm na entrelinha e
50 a 70 cm entre plantas, sendo também recomendado a rotagdo com outras culturas
para diminuir ou evitar a incidéncia de pragas (Trani et al., 2015). Atualmente, estdo
registradas 51 cultivares de couve-verde no Registro Nacional de Cultivares (RNC),
sendo a cultivar mais popular a Couve Manteiga da Georgia que apresenta facil cultivo
e tolerancia as variagdes climaticas, com época de plantio em todo ano e ciclo médio de
80 dias (MAPA, 2021).

As cruciferas sdo alvo de insetos-praga, como a lagarta curuqueré-da-couve,
Ascia monuste orseis Latreille (Lepidoptera: Pieridae) (Lara ef al., 2012), a traga-das-
cruciferas, Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (Acaye, Ocan & Odongo,
2016) e de afideos (Holtz ef al., 2015; Sharma et al., 2017), que podem comprometer a
produtividade e qualidade dos produtos (Cao et al., 2016).

2.2 Afideos da couve-verde

2.2.1 Pulgao-da-couve Brevicoryne brassicae

Brevicoryne brassicae € originario do continente europeu (Kessing & Mau,
1991), esta associado principalmente a familia Brassicaceae, que agrupa espécies como
couve-verde, couve-flor, repolho, nabo, brécolis e couve-de-Bruxelas, além de uma
vasta gama de culturas agricolas (Leite ef al., 2011; Sharma et al., 2017). O pulgdo-da-
couve ¢ um herbivoro com habito alimentar fitossuccivoro, possui corpo de coloracao
verde acinzentada e producdo de muita cera branca. Concentra-se em aglomerados
localizados, normalmente na face abaxial da folha e hastes florais, alimentando-se do
conteudo do floema (Hughes, 1963; Ahmad & Akhtar, 2013).

O ciclo de desenvolvimento desta espécie ¢ de 8-12 dias (ninfa a adulto),
reproduzem-se assexuadamente com producdo de 4-6 ninfas por dia (Aslam & Razagq,
2011; Pal & Singh, 2013; Razmjou, Jafari & Borzoui, 2019). A variagdao de temperatura

¢ um fator abidtico que pode influenciar diretamente na biologia desta praga, sendo o



intervalo de temperatura entre 15 a 20 °C o que proporciona condigdes Otimas ao
desenvolvimento da espécie (Soh et al., 2018). Dessa forma, B. brassicae atinge altas
densidades rapidamente, ocasionando perdas de qualidade e produtividade as culturas
atacadas (Ahmad & Aslam, 2005). Inicialmente aparecem nas colonias fémeas apteras,
contudo, devido ao elevado nimero de individuos, ao ataque de inimigos naturais ou
algum efeito adverso da planta, os afideos liberam feromonio de alarme que induz a
formag¢ao de individuos alados, os quais constituirdo novas colonias em outras plantas
(Kunert et al., 2005).

Os danos diretos de B. brassicae estdo relacionados aos prejuizos no
desenvolvimento da planta, como ocorréncia de clorose e enrugamento foliar, além de
introducdo de toxinas no sistema vascular, o que afeta a producdo e o valor comercial
do produto (Ma et al., 2010; Leite et al., 2011). Em situacdes de alta infestagdo, as
injurias ocasionadas pela alimentagdo dos afideos pode prejudicar o desenvolvimento de
plantulas, podendo levar a morte (Ahmad & Akhtar, 2013). Um dos danos indiretos se
relaciona a produ¢ao de uma substancia agucarada e viscosa (honeydew), que favorece a
proliferacdo de fungos sobre a superficie foliar, sintoma conhecido como fumagina,
resultando na reducdo da é4rea fotossintética da planta (Asi et al., 2009). Outro dano
indireto est4 associado a transmissdo de viroses, j4 que B. brassicae pode ser vetor de
mais de 30 virus, como o do mosaico da couve-flor (Cauliflower mosaic virus) € o do

anel do repolho (Cabbage ring spot virus) (Capinera, 2001).

2.2.2 Pulgao-verde-claro-do-pessegueiro Myzus persicae

Mpyzus persicae ¢ uma praga generalista de importancia econdmica em centenas
espécies de plantas, ocorrendo em mais de 40 familias botanicas no mundo (Adachi-
Hagimori ef al., 2010). A espécie figura entre as principais pragas da couve-verde (Cao
et al.,2016). Segundo Fericean et al. (2011) na Europa esse afideo ¢ heteroico, ou seja,
vive em um hospedeiro primario no inverno, migra para outra planta hospedeira
secundaria (ndo relacionada taxonomicamente) no verdo e retorna para o hospedeiro
primario no outono. Segundo Kumar (2020) a oviparidade ¢ exibida no hospedeiro
primario, enquanto no hospedeiro secundario os individuos apresentam reprodugao
partenogenética. De acordo com o autor, as mudancas de hospedeiro e modo

reprodutivo estdo intimamente relacionadas com as condic¢des climaticas e demonstram

a enorme plasticidade no desenvolvimento dessa espécie. O pulgdo-verde-claro possui



um ciclo polimorfico, sendo o intervalo de 5 a 25 °C aquele que fornece as melhores
condigdes para seu desenvolvimento (Barlow et al, 1962).

O dano direto de M. persicae esta relacionado a sucg@o de assimilados da planta,
causando o encarquilhamento das folhas (Ghorbanian et al., 2019). Entre os danos
indiretos, a transmissao de viroses € o principal problema fitossanitario, pois o afideo
atua como vetor de 100 virus de plantas, acarretando a reducao do valor comercial e da
producdo de intimeras culturas (Dedryver, Ralec & Fabre, 2010). Capinera (2001)
destacou M. persicae como vetor de doengas virdticas em brassicas, dentre elas o
mosaico da couve-flor e virus do—mosaico-do-nabo (Turnip mosaic virus). Além disso,
a producdo de honeydew também causa dano indiretos as culturas devido ao

fornecimento de condig¢des ideais ao crescimento de fungos (Lima Neto et al., 2017).

2.2.3 Inimigos naturais de afideos da couve-verde

As joaninhas Harmonia axyridis Pallas e Cycloneda sanguinea L.
(Coccinellidae) e Acanthinus sp. (Anthicidae) sdo importantes agentes de controle de
afideos-pragas em brassicas (Bacci et al., 2009; Souza et al., 2015; Pavela, 2018).
Além destas, Chrysoperla carnea Stephens (Neuroptera: Chrysopidae) e dipteros da
familia Syrphidae também sdo referidos como predadores de pulgdes nesta cultura
(Mayadunnage et al., 2010; Sarwar, 2013).

Os fungos entomopatogénicos sdo agentes essenciais aos ecossistemas, ajudando
a regular as comunidades de artrépodes devido a sua eficiente epizootia (Ibrahim, 2017;
Manoussopoulos et al., 2019). Dentre as espécies que sdo reportadas para o controle de
pulgdes, estdo os fungos Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Metarhizium
anisoplae (Metsch.) Sorokin, Lecanicillium lecanii (Zimm.), Fusarium semitectum

(Berk. & Ravenel) e Fusarium sacchari (E.J. Butler) (Baiswar et al., 2016).

2.2.3.1 Diaeretiella rapae MclIntosh (Hymenoptera: Braconidae)

O parasitoide D. rapae ¢ um importante endoparasitoide de afideos, o qual ¢
especialista em afideos associados a cruciferas (Blande, Pickett & Poppy, 2004). No
Brasil D. rapae ja foi relatado por estar associado aos afideos da couve-verde B.
brassicae, M. persicae e Lipaphis pseudobrassicae (Davis) (Souza & Bueno, 1992;
Souza et al., 2017). Essas vespas braconideos forrageiam, aparentemente, cruciferas
isentas de pulgdes e apds uma vistoria mais detalhada dessas plantas, geralmente sdo

reveladas mumias de pulgdes solitarias, ou seja, vespas pupadas dentro dos corpos



esclerotinizados de seus hospedeiros mortos de pulgdes, sugerindo que a busca precoce
de vespas pode ser importante na prevengao do estabelecimento de colonias de pulgdes
(Bradburne & Mithen, 2000). Essa busca por hospedeiro pode ser diretamente
influenciada pelos volateis emitidos na interagdo planta-afideo como os glucosinolatos
presentes no metabolismo secundario de plantas da familia Brassicaceae (Bradburne &
Mithen, 2000; Bridges et al., 2002). Siddique ef al. (2019) observaram em seu estudo,
que os compostos B-pineno + E-f-farneseno, presentes em semioquimicos de alarme de
pulgdes, quando aplicados em uma tira de papel filtro, foram os que apresentaram mais
visitas de D. rapae ¢ com maior tempo de permanéncia em olfatometro de multipla
escolha. Algumas informacdes olfativas estdo presentes apenas em plantas danificadas
por pulgdes, por meio da liberagdo de isotiocianatos através da hidrdlise de
glucosinolatos (Blande, Pickett & Poppy, 2007). Ainda segundo os autores, parasitoides
forrageiros se beneficiariam da capacidade de se orientar em direcdo aos volateis
emitidos por complexos, € quando estes estdo presentes simultaneamente, outras pistas,
como pistas visuais, também sdo utilizadas. Todavia, segundo Najar-Rodriguez et al.
(2015), observaram que essa atragdo por D. rapae para isotiocianato podem nao estar
relacionados a presenga do pulgdo, mas sim a emissdo deste volatil. Em sequéncia, o
mecanismo de localizagdo deste parasitoide ndo evoluiu para permitir que ele
discrimine entre plantas infestadas por herbivoros e plantas induzidas sem herbivoro.
Embora a forma mais comum para controlar as populagdes de afideos seja a
aplicacdo de inseticidas quimicos, fatores como o desenvolvimento de resisténcia e os
efeitos danosos de seu uso no meio ambiente e em insetos benéficos, discorre que o uso
de agentes de controle como D. rapae, ¢ uma importante ferramenta para o controle
biologico de pragas, todavia a busca por formas alternativas de controle de seus
hospedeiros como os fitoinseticidas, colabora com sua manutengdo a campo (Blande,

Pickett & Poppy, 2008; Sawar, 2013; Shiberi & Negeri, 2016).

2.2.4 Controle quimico de afideos em couve-verde

Para o controle quimico de M. persicae em cruciferas, encontram-se registrados,
no Brasil, apenas dois inseticidas do grupo da Diamida Antranilica e de classe
toxicologica trés (medianamente toxico). Em relacdo a B. brassicae estdo liberados 28
produtos com grupos quimicos diversos (metilcarbamatos, neonicotinoides, piridina

azometina, piretroides, butenolidas) dos quais nove sdo extremamente toxicos, nao



havendo registro de inimigos naturais para controle destas espécies de afideos (MAPA,

2021).

2.2.4.1 Fitoinseticidas

Dentre as diversas medidas que tém sido estudadas para uso alternativo aos
produtos quimicos sintéticos no controle de pulgdes estdo os inseticidas botanicos ou
fitoinseticidas, compostos derivados de plantas aromaticas, os quais sdo substancias que
podem ser eficazes, com multiplos mecanismos de acdo e baixa toxicidade para
organismos nao-alvo (El-Wakeil, 2013; Campos et al., 2019). Campos (2016) avaliou o
efeito inseticida do extrato aquoso de folhas verdes de nim Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae), nas concentragdes de 8, 10 e 12%, sobre ninfas e adultos de M. persicae
em couve, encontrando redugdo de 100% e 99,54% nas respectivas fases testadas apos
24h. Rando et al. (2011) observaram que extratos de coentro Coriandrum sativum L.
(Apiaceae) e fumo Nicotiana tabacum L. (Solanaceae) (10%) causaram a mortalidade
de 100% de adultos e ninfas dos pulgdes B. brassicae e M. persicae ap6s 72 horas em
couve, enquanto que os extratos de alfavaca-cravo, Ocimum gratissimum L.
(Lamiaceae), e cavalinha, Equisetum hyemale L. (Equisetaceae), apresentaram baixa
acdo inseticida, semelhante ao controle (dgua). Rezaei & Moharramipour (2019)
observaram que o inseticida botanico Dayabon®, que ¢ um produto a base de 6leo de
mamona e sais de acidos graxos, foi letal para o pulgdo-verde-claro M. persicae e
seletivo para o parasitoide associado, Aphidius matricariae (Haliday) (Hymenoptera:
Braconidae).

Além dos extratos vegetais, também existem os Oleos essenciais (OEs), grupo
oriundo do metabolismo secundério das plantas, promissores pela acdo inseticida
(Pavela & Benelli 2016). Os 6leos sao constituidos por misturas complexas de terpenos
aromaticos, especialmente mono e sesquiterpenos (Pavela, 2008) e tém sido
amplamente utilizados como bactericidas, fungicidas, acaricida, inseticidas, bem como
nas industrias farmacéutica, sanitaria, cosmética e alimentos (Bakkali et al., 2008). Os
OEs podem apresentar acdo neurotdxica (Enan, 2001; Priestley, 2003), podendo atuar
por contato e injestdo, além de interferir nos sistemas respiratorio e/ou digestivo dos
insetos (Prates & Santos, 2002; Ali et al., 2017). Lima et al. (2008) observaram a agao
repelente e/ou deterrente dos oOleos essenciais de anis-estrelado [llicium verum Hook.
(Magnoliaceae) e capim-limao Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf. (Poaceae) sobre B.

brassicae nas concetracdes de 0,5 e 0,1%, respectivamente, quando aplicados em discos



foliares de couve apds 24 e 48h de exposicdo. Notoriamente conhecida por suas
propriedades inseticidas, o 6leo de A. indica demonstrou efeito na mortalidade de
adultos de M. persicae (50%) e ninfas (80%) na concentragdo de 1% apds 72h de
aplicagdo em discos foliares de couve-manteiga (Carvalho ef al., 2008).

De acordo com Koul, Walia & Dhaliwal (2008), os 0leos essenciais, de maneira
geral, tém baixa persisténcia no campo, desta forma eles tem uma maior probabilidade
de influenciar a quimiotaxia de inimigos naturais imediatamente ap6s a aplicacao, sendo
seu efeito minimizado, em um curto espago de tempo, devido ao alto percentual de

volatilidade da maioria de seus compostos.

2.3 Oleo essencial de Schinus terebinthifolius

A pimenta-rosa ou aroeira-vermelha S. terebinthifolius, ¢ uma espécie nativa da
América do Sul, pertencente a familia Anacardiaceae, apresenta folhagem densa, verde-
escura e frutos vermelhos em cachos, do outono a primavera (Palazzo & Both, 1993,
Lorenzi & Matos, 2002). O crescimento ¢ extremamente rapido, sendo importante para
a recuperacdo de 4areas degradadas (Palazzo & Both, 1993). A espécie também ¢
empregada como planta ornamental na arborizag@o urbana (Santin, 1989).

As plantas dessa espécie possuem 0Oleos essenciais amplamente distribuidos nas
suas partes vegetais, tais como folhas, frutos e tronco, apresentando diferentes teores e
composicdes (Matos, 2002). Resultados de andlises fitoquimicas registraram a presenga
de alto teor de tanino, biflavonoides e 4cidos triterpénicos nas cascas de S.
terebinthifolius, os quais sdo responsaveis pelas defesas diretas da planta contra o
ataque de herbivoros (Lorenzi & Matos, 2002; Matos, 2002). A composi¢ao quimica e
os compostos majoritarios do oOleo essencial S. ferebinthifolius sao variaveis,
dependendo da parte vegetal analisada, origem, época de coleta, processamento e
método analitico (Ennigrou et al., 2017). Pawlowski (2012) detectou a presenga do a-
pinene, trans-f-ocimene e B-felandrene como compostos majoritarios nesta espécie.
Entretanto, Nascimento ef al. (2011) ja haviam registrado uma maior quantidade dos
compostos limoneno e a-felandreno no 6leo de pimenta-rosa. Essas variagdes podem
estar relacionadas, principalmente, as diferencas microambientais, ao carater genético e
a idade fisioldgica entre as plantas (Santos et al., 2007).

O oleo essencial de frutos de S. terebinthifolius (200 pL/mL) resultou em uma
mortalidade, por contato, de 100% de larvas de Spodoptera littoralis Boisduval
(Lepidoptera: Noctuidae) e Phthorimaea operculella Zeller (Lepidoptera: Gelechiidae)
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(Ennigrou et al., 2017). Pavela (2014) constatou que alguns compostos presentes no
0leo essencial de pimenta-rosa, tais como a-pinene, p-cymene, y-terpinene, timol e
carvacrol, aplicados topicamente (300 pg/larva), induziram 100% de mortalidade de
larvas de terceiro instar de S. littoralis em 24h. O efeito inseticida do oleo essencial das
folhas de S. terebinthifolius também foi observado na broca-do-café Hypothenemus
hampei Ferrari (Coleoptera: Scolytidae) (Santos et al., 2013) e em duas espécies de
mosca-branca, Bemisia tabaci Gennadius e Trialeurodes ricini Misra (Hemiptera:

Aleyrodidae) (Hussein, Salem & Soliman, 2017).

2.4 Oleo essencial de Eucalyptus citriodora

No Brasil 9,85 milhdes de hectares sao plantados com florestas, destes 75,2%
sdo de plantagdes de Eucalyptus sp. (IBGE, 2018). O plantio de eucalipto ¢ realizado
através de clones de plantas hibridas, sendo o melhoramento desta espécie uma
estratégia importante para o controle genético das caracteristicas comerciais (Assis,
Abad & Aguiar, 1996). Além do plantio de hibridos, este género florestal ¢ o mais
estudado quanto a micropropagagdo, sendo essa uma importante ferramenta quando se
tem interesse na producdo de o6leo (Dutra, Wendling & Brondani, 2009). Eucalyptus
citriodora Hook ¢ uma planta da familia Myrtaceae, tem origem nos paises da Oceania,
mas atualmente estd difundida em varias partes do mundo. Essa espécie pode ter até 20
m de altura com hastes glabras, finas e flexiveis (Ayind, 2016).

O oleo essencial de eucalipto esta classificado como o primeiro comercializado
do mundo, sendo o E. citriodora o principal do género em relagdo ao volume comercial
(Coppen, 2002). O o6leo das folhas frescas ¢ conhecido por ser aromatico, o qual ¢
empregado em setores medicinais, de perfumaria e industriais (Ayind, 2016). Este 6leo
também possui efeito antimicrobiano, sendo reportado como inibidor do crescimento de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, como Salmonella typhi, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia ¢ Candida
albicans, entre outras (Elaissi et al., 2012; Mohammed et al., 2012). A respeito da
composicdo quimica, constituinte principal do 6leo de E. citriodora é o citronelal
(Gbenou et al., 2012; Gusmao et al., 2013; Costa et al., 2015). Javed et al. (2012)
observaram que o 6leo essencial de eucalipto, bem como o extrato metandlico, inibiram
o crescimento micelial de quatro linhagens do fungo do género Aspergillus.

Cruz et al. (2017) registraram que o o6leo de E. citriodora ¢ do seu composto

majoritario, citronelal, tiveram efeito toxico em aplicagdes tdpicas sobre larvas de
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terceiro instar de Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae). A mortalidade
de ninfas de M. persicae (85,5%) e Frankliniella schultzei Trybon (Thysanoptera:
Thripidae) (34,8%), aspergidas com OE de E. citriodora (1%), também foi registrada
por Costa et al. (2015). Além dos efeitos sobre microrganismos e insetos-praga, E.
citriodora também apresenta acao fitotoxica em ervas daninhas, sendo esse efeito mais
pronunciado em plantas dicotiledoneas do que em monocotiledoneas (Singh et al.,

2006).

2.5 Oleo essencial de Cymbopogon winterianus

Plantas do género Cymbopogon estao distribuidas nas regides de clima tropical e
subtropical como Africa, Asia e América do Sul (Avoseh et al., 2015), possuindo mais
de 100 espécies em paises tropicais, inclusive no Brasil, sendo muitas destas aromaticas
(Lorenzi & Matos, 2002). Dentre as espécies mais estudadas estd Cymbopogon
winterianus Jovitt (Poaceae) conhecida como citronela, que apresenta cultivo perene de
importancia industrial (Shasany et al., 2000). O 6leo essencial de citronela apresenta
trés monoterpenoides como constituintes principais: citronelal, citronelol e geraniol
(Wany et al., 2013). Comercialmente, o 6leo de C. winterianus possui valor econdmico
devido as industrias farmacéuticas, de perfumaria e cosméticos, sendo também o
principal constituinte das preparacdes repelentes e sanitarias de mosquitos (Shasany et
al., 2000).

As propriedades antimicrobianas de C. winterianus foram observadas por
Oliveira et al. (2011), sobre a bactéria C. albicans nas concentracdes de 625 pg/mL e
1250 pg/mL, o qual inibiu o crescimento de todas as cepas testadas. O monoterpeno
citronelal quando aplicado de forma topica em larvas de quarto instar de Spodoptera
litura (Fab.) (Lepidoptera: Noctuidae), causou efeitos neurotdxicos, tais como tremores,
diurese forgada e convulsdes, terminando em paralisia e morte (Hummelbrunner &
Isman, 2001). Brilinger et al. (2019) avaliaram os efeitos do OE de citronela sobre
Anastrepha fraterculus Wied. (Diptera: Tephritidae), sendo observada mortalidade de
20%, 80% e 100% em frutos de goiaba vermelha, maga e péssego, respectivamente, na
concentracdo de 10%, além disso, inibiu a oviposicao deste diptero em frutos de magca.
O odleo essencial de citronela na concentragdo de 1% (m v!), cujos componentes
majoritarios eram o geraniol (28,62%), citronelal (23,62%) e o citronelol (17,10%),

quando aplicado sobre M. persicae, resultou em 96,9% de mortalidade (Pinheiro ef al.,
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2013). O efeito inseticida do OE de C. winterianus também foi registrado em lagartas
de terceiro instar de S. frugiperda ap6s a alimentagao com folhas de milho Zea mays L.

(Poaceae) previamente imersas neste 6leo (Silva et al., 2017).
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RESUMO

Os 6leos essenciais (OEs) sdo uma alternativa ao uso de agrotoxicos sintéticos para o controle de
afideos que atacam brassicas. Todavia, os efeitos de espécies como a pimenta-rosa (OEPR) Schinus
terebinthifolius Raddi, eucalipto-cidré (OEEC) FEucalyptus citriodora Hook e citronela (OEC)
Cymbopogom winterianus Jowitt nestes organismos, bem como sobre insetos benéficos, ainda ¢ pouco
estudado. Os objetivos do trabalho foram avaliar a acdo do OEPR, OEEC e OEC nos afideos da couve-
verde Brevicoryne brassicae L. e Myzus persicae Sulz. (Hemiptera: Aphididae), e no parasitoide
Diaeretiella rapae Mclntosh (Hymenoptera: Braconidae), em laboratorio. Para estudar a atividade
inseticida e de repeléncia aos pulgdes, foram utilizados discos foliares de couve-verde tratados com
solucdo aquosa com cada um dos OEs/ Tween 80® (0,5 e 1%) ou agua/ Tween 80®) (controle). A
quimiotaxia do parasitoide D. rapae foi observada em olfatometro de dupla escolha, contrastando mudas
de couve-verde sem infestagdo, tratadas com os OEs (0,5%) versus as aspergidas com o controle. O
namero de afideos observados em discos foliares tratados com os 6leos, em ambas as concentragdes, foi
menor do que os contabilizados no controle. As maiores taxas de mortalidade, para ambas as espécies,
foram observadas em pulgdes que ficaram em contato com o 6leo de citronela. Fémeas de D. rapae foram
atraidas para plantas de couve-verde aspergidas com OEPR, ndo responderam ao odor de OEEC e
preferiram plantas sem a presenga do OEC.

Palavras-chave: Oleos essenciais, Diaeretiella rapae, Brevicoryne brassicae, Myzus persicae,
Schinus terebinthifolius, Eucalyptus citriodora, Cymbopogom winterianus.

3.1 Introducao

A couve-verde, Brassica oleracea L. var. acephala (Brassicaceae) € uma espécie comercial
frequentemente atacada por afideos, os quais ocasionam danos severos e perdas na produtividade
(Munthali e Tshegofatso, 2014). Brevicoryne brassicae L. e Myzus persicae Sulz. (Hemiptera:
Aphididae) sdo conhecidos como pragas de brassicas, podendo causar manchas cloréticas, pontuagdes e
encarquilhamento das folhas, o que acarreta em diminuigdo da area fotossintética, além de injetarem
substancias toxicas e/ou serem transmissores de viroses (Bass ef al., 2014; Holtz et al., 2015; Karami et
al., 2018). No Brasil, os produtos registrados para controle quimico dos pulgdes variam de medianamente
a extremamente toxicos para mamiferos (maioria) e possuem baixa seletividade (MAPA, 2021). A

ocorréncia natural Diaeretiella rapae Mclntosh (Hymenoptera: Braconidae) ja foi constatada nas espécies
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de B. brassicae e M. persicae em couve (Souza et al., 2017). Contudo, o uso extensivo de inseticidas
sintéticos sem rotagdo de ingredientes ativos para controle de pulgdes da couve-verde pode, além de
impactar de forma negativa a populacdo de inimigos naturais, contribuir para a manifestacdo de
resisténcia, ocasionando prejuizos econdmicos, sociais ¢ ambientais (Ikbal e Pavela, 2019).

A crescente demanda da sociedade por produtos livres de agrotdxicos sintéticos, bem como o
crescimento do setor de alimentos organicos, tem atraido a atengdo as alternativas sustentdveis de
controle de pragas (Koul ez al., 2008; Pavela, 2016, Isman, 2020). Dentre estas, estd o uso de inseticidas
botanicos, como os 6leos essenciais (OEs), considerados promissores no controle de pragas (Pavela e
Benelli, 2016; Benelli et al., 2018). Tais produtos sdo constituidos de uma mistura complexa de
compostos quimicos, principalmente de mono e sesquiterpenos oriundos do metabolismo secundario das
plantas (Bakkali et al., 2008; Pavela, 2008). Devido ao fato de serem naturais, biodegradavies e de baixo
impacto sobre mamiferos, os fitoinseticidas sdo recomendados para utilizagdo na produgdo organica,
podendo servir como uma importante ferramenta ao manejo integrado de pragas (Regnault-Roger, 1997;
Ziace e Hamzavi, 2013; Marrone, 2019), inclusive em espécies de pulgdo, como B. brassicae
(Motazedian et al., 2014) e M. persicae (Toledo et al., 2019).

Dentre as espécies de plantas que produzem OEs e que tem ag@o inseticida e/ou repelente estdo a
pimenta-rosa Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), o eucalipto Eucalyptus citriodora Hook
(Myrtaceae) e a citronela Cymbopogon winterianus Jovitt (Poaceae) (Gorski e Tomczak, 2010; Hussein et
al., 2017). O efeito inseticida da pimenta-rosa foi relatado para a broca-do-café Hypothenemus hampei
Ferrari (Coleoptera: Scolytidae) (Santos et al., 2013), Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera:
Noctuidae), Phthorimaea operculella Zeller (Lepidoptera: Gelechiidae) (Ennigrou et al., 2017) e duas
espécies de mosca-branca Bemisia tabaci Gennadius e Trialeurodes ricini Misra (Hemiptera:
Aleyrodidae) (Hussein ef al., 2017). Este 6leo também desencadeou comportamento de repeléncia no
pulgdo-do-algodoeiro, Aphis gossipy Glover (Hemiptera: Aphididae) (Andrade ef al., 2013). A acdo de
OE:s de folhas frescas de E. citriodora e/ou do seu composto majoritario citronelal ja foi comprovada em
ninfas de M. persicae ¢ Frankliniella schultzei Trybon (Thysanoptera: Thripidae) (Costa et al., 2015) e
em larvas de Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) (Cruz et al., 2017). A espécie C.
winterianus conhecida como citronela, possui atividade repelente para Aedes aegypti Hitek (Shasany et
al., 2000; Wany et al., 2013). Brilinger et al. (2019) observaram que o OE de C. winterianus teve efeito
deterrente e de mortalidade para Anastrepha fraterculus Wied. (Diptera: Tephritidae) em frutos de
péssego, maga e goiaba vermelha. Este 6leo também causou a morte de M. persicae (Pinheiro et al.,
2013) e de lagartas de S. frugiperda (Silva et al., 2017).

Pouco se sabe sobre o impacto de OEs em inimigos naturais dos afideos da couve-verde. Pavela
(2018) constatou que o 6leo de Foeniculum vulgare Miller (Apiaceae) foi seletivo para adultos e larvas de
Harmonia axyridis Pallas (Coleoptera: Coccinellidae). Em D. rapae foi observado apenas o impacto do
extrato etandlico de Acmella oleracea Murr. (Asteraceae), o qual ndo foi toxico para este inseto (Gouvéa
etal., 2019).

Schinus terebinthifolius, E. citriodora e C. winterianus sdo plantas de facil obtencdo, que
produzem o6leos essenciais com agdo inseticida validada para diversas pragas e pouco estudada em

pulgdes e inimigos naturais associados a cultura da couve. Em consonancia com o exposto, o objetivo
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deste trabalho foi avaliar, em couve-verde (B. oleracea var. acephala), os efeitos, em duas concentragdes,
dos 6leos essenciais de pimenta-rosa, eucalipto-cidro e citronela em B. brassicae e M. persicae, bem

como no parasitoide associado a estes, D. rapae.

3.2 Material e métodos

Oleos essenciais

Foram utilizados frutos maduros de pimenta-rosa (S. terebinthifolius), coletados de uma arvore
em ambiente urbano com incidéncia de sol, no bairro Agronomia, em Porto Alegre, RS (30°02'48"S ¢
51°08'17"0). Folhas frescas de citronela (C. winterianus) e eucalipto-cidro (E. citriodora), foram
coletadas durante a manhd, de plantas ndo sombreadas completamente, provindas de cultivo doméstico,
desprovidas de adubag@o e/ou tratos culturais, no municipio de Ivoti, RS (29°36' 00"S e 51°09'13.68"0).
Os frutos de pimenta-rosa de coloragdo avermelhada foram destacados das paniculas e secos em
temperatura ambiente por 72 horas, sendo a extracdo realizada imediatamente apos este periodo. As
folhas de citronela e eucalipto-cidré foram acondicionadas em sacos plasticos apds a coleta e mantidas
sob refrigeracdo (4 °C) até o momento da extracdo, aproximadamente uma semana. Foram utilizadas
apenas folhas sadias ¢ integras.

O método de extragdo utilizado foi a hidrodestilagdo (AOAC, 1992). Os 6leos essenciais foram
extraidos por “arraste a vapor”, utilizando o aparelho Clevenger da marca Exodo Tecnologia® modelo
3000, acoplado a um baldo volumétrico de fundo redondo de 3 L. Para aumentar a area superficial dos
materiais vegetais, os frutos de pimenta-rosa (600 g) e as folhas frescas de eucalipto-cidr6 (180g) foram
previamente triturados com auxilio de liquidificador, sendo as folhas frescas de citronela (180g) picadas
com auxilio de tesoura. Cada um dos materiais foi colocado isoladamente dentro do baldo onde foi
adicionado 1,5 L de agua destilada. Apos trés horas de hidrodestilagao (Oliveira Junior et al., 2013) o
oleo essencial de cada espécie foi separado da fase liquida (hidrolato), com auxilio de pipeta de vidro
graduada de 10 mL e bomba de sucg@o. Os OEs foram armazenados em recipientes de vidro envolto com

papel aluminio a temperatura de 4 °C, para posterior utilizagdo.

Analises quimicas

As analises das composi¢des quimicas dos 6leos essenciais foram realizadas pela pesquisadora
Marcia Ortiz M. Marques no Instituto Agrondmico de Campinas/(IAC) em Sao Paulo, Brasil (Anexos | a
4).

Cultivo da couve-verde

As mudas B. oleraceae var. acephala foram transplantadas em vasos de 1,5 L, contendo terra
preta e substrato comercial Carolina Soil®, na proporcao de 2:1, sendo a irrigagdo fornecida de acordo
com a necessidade da planta. Também foram plantadas mudas de couve-verde a campo, em um canteiro
(3 x 1,5 m), na horta experimental da Faculdade de Agronomia (30° 4°28.04”S e 51° 8°6.8770), com
espacamento de 0,80 m entre linhas e 0,5 m entre plantas. Realizou-se o manejo cultural através da
retirada das plantas espontaneas durante o estabelecimento da cultura, além de regas de acordo com a
necessidade da cultura. Ndo foram realizados tratamentos fitossanitarios e adubagdo nas plantas

cultivadas em estufa e a campo.
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Criacao dos afideos

Os afideos (B. brassicae e M. persicae) foram obtidos de colonias ocorrentes em brassicas em
hortas domésticas, localizadas em Porto Alegre, RS (30° 2°48.73”S e 51° 8°17.39”0) e, posteriormente,
criados em mudas de couve-verde e em discos foliares desta mesma espécie. A transferéncia dos afideos
para os substratos foi feita com auxilio de pincel de cerdas finas (n° 00). Conforme as fémeas geravam as
ninfas, elas eram transferidas para novos substratos, ¢ as placas com ninfas permaneciam por
aproximadamente sete dias para obtencao dos adultos (1,5 - 2 mm). As plantas e discos infestados foram
mantidos em ambiente controlado (25 = 1 °C, 65 + 10% UR, fotoperiodo 14h). Os discos foliares foram
obtidos de plantas cultivadas a campo, conforme descrito anteriormente, 50 dias ap6s o plantio. Os discos
de couve (9 cm ©) foram acondicionados em placa de Petri forrada com papel filtro com gramatura de 80
g (9 cm ©), umedecidos diariamente com agua destilada e sobre estes foram colocados cerca de 15
afideos adultos, conforme metodologia proposta por Costa et al. (2013). Os discos foram substituidos

quando apresentavam sinais de amarelecimento, em torno de 3 dias.

Criacio do parasitoide

Os parasitoides foram obtidos através da coleta de mumias de B. brassicae e M. persicae em
plantas de couve-verde da horta da Faculdade de Agronomia (30° 2°48.73”S e 51° 8°17.3970). As
mumias foram individualizadas em tubos de vidro (2 cm @ x 6 cm) e mantidas em ambiente climatizado
(25 £ 1 °C, 65 £ 10% UR, fotoperiodo 14h) até a emergéncia. Os parasitoides emergidos foram
alimentados com uma gota de mel e identificados como D. rapae através da chave dicotomica de
Rakhshani et al. (2015). Para a criagdo em laboratorio, machos e fémeas de D. rapae foram liberados em
gaiolas de PVC (3L) com aberturas lateral e superior com tecido voile, contendo uma muda de couve-
verde (7 — 8 folhas completamente expandidas) infestada com afideos de B. brassicae, criados em
laboratorio. Na parte superior da gaiola, foram dispostas gotas de mel para alimentacdo dos parasitoides.

Nos bioensaios foram utilizadas fémeas virgens, com até¢ um dia de idade.

Bioensaios

Os testes de quimiotaxia com chance de escolha e mortalidade foram realizados em BOD com
temperatura 25 + 1 °C, umidade relativa do ar 65 £ 10% ¢ fotoperiodo de 14 horas. O bioensaio de
quimiotaxia em olfatdmetro foi conduzido em sala climatizada (25 + 1 °C, 65 £ 10% UR) durante a

fotofase, com uma fonte de luz incidente (60W, luminancia aproximada de 300 lux).

Quimiotaxia de afideos a discos foliares com OEs

Discos de couve-verde de 3,5 cm de didmetro foram imersos por 30 segundos em solucdes
aquosas com OEs (pimenta-rosa, eucalipto-cidrd ou citronela) nas concentragdes de 0,5% e 1%, como
sugerido por Lima et al. (2008) e Lucca et al. (2015), ou somente com agua (controle), os quais foram
dispostos sobre papel filtro para secagem em temperatura ambiente por, aproximadamente, 10 minutos
(tempo de escorrimento e secagem). Em todos os tratamentos foi adicionado o emulcificante Tween 80®
(10 uL/mL). Cada dupla de discos (sempre contendo um dos tratamentos com 6leo vs. controle) foram

acondicionados em placas de Petri (9 cm @) contendo 6 mL de agar (100 mL de agua destilada + 2,5 g de
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agar). Cada placa continha uma abertura retangular na tampa (2 x 3,5 cm), coberta com tecido voile. Os
discos foram separados de forma equidistante por um pedaco de papel (2 x 1,3 mm) entre eles, onde
foram liberadas 10 fémeas apteras de B. brassicae ou M. persicae por placa. As respostas quimiotaxicas
dos afideos foram avaliadas ap6s uma, trés, seis e 24 horas, quantificando-se o numero de insetos adultos
em cada disco foliar. Foram feitas 10 repeti¢des para cada teste (tipo de 6leo vs. agua), totalizando 100

fémeas por contraste.

Efeito inseticida dos OEs sobre afideos

Discos foliares (9 cm @) de couve-verde tratados conforme protocolo experimental descrito no
bioensaio anterior, foram dispostos em placas de Petri (9 cm J) sobre um papel filtro de mesma
dimensdo, umedecido com agua destilada. Cada disco foi infestado com 10 fémeas apteras de B.
brassicae ou M. persicae (25 + 1 °C, 65 £ 10% UR). Foram realizadas dez repeti¢des/tratamento. O
nimero de pulgdes mortos por placa foi quantificado 24 e 48 horas apds a exposi¢do aos OEs. Foram

considerados mortos os afideos que ndo responderam ao toque com pincel de cerdas finas (n° 00).

Quimiotaxia de D. rapae a plantas com OEs

O bioensaio com D. rapae foi conduzido com fémeas virgens com idade de até 24 horas, em
olfatdbmetro “Y” de vidro de dupla escolha, com didmetro de 2 cm, arena inicial de 20 cm, bifurcada em
dois bragos de 8 cm cada. Os insetos testados foram individualizados antes do inicio dos experimentos ¢
aclimatados por 1 hora na sala de testes. O fluxo de ar foi conduzido para dentro do sistema com o auxilio
de um propulsor conectado a um fluximetro, a uma taxa de 0,1 L/min. Ao final de cada brago do
olfatdmetro, foi acoplada uma cémara de vidro (29,5 x 12,5 cm @) / brago, onde foi alocada uma planta
de couve-verde de 7-8 folhas completamente expandidas (40 dias). Os tratamentos consistiam em plantas
sadias (sem infestacdo) de couve aspergidas com uma das solugdes aquosas contendo os 6leos essenciais
de pimenta-rosa, eucalipto-cidro ou citronela, todas a 0,5%, contrastadas com plantas aspergidas com
agua (controle). Em todos os tratamentos foi adicionado o emulsificante Tween 80® (10 uL/mL). Desta
forma foi avaliada a escolha do parasitoide entre as plantas aspergidas com cada um dos 6leos essenciais
versus controle.

Foi considerado como resposta positiva (primeira escolha), o inseto que permaneceu por pelo
menos 30 segundos na extremidade de um dos bragos. Os insetos que ndo se movimentaram ou que nao
alcangaram um dos dois bracos do olfatdmetro em 5 min foram conceituados como nio responsivos e
desconsiderados na andlise estatistica. A arena foi invertida (rotacdo de 180°), a cada cinco repeticdes e,
a cada dez, esta foi lavada com sabdo neutro e alcool 70% e, posteriormente, seca em estufa de

esterilizagdo a 150 °C. Foram realizadas 40 repeti¢cdes para cada contraste.

Analise estatistica

Os percentuais de escolha de olfatometria foram comparados através do teste de Qui-quadrado
(teste de independéncia) e discos foliares, teste G (teste de aderéncia), ao nivel de 5% de significancia
com o auxilio do software Bioestat 5.3®. Os dados de mortalidade foram analisados quanto a

normalidade por Shapiro-Wilk e comparados por Tukey e Kruskal-Wallis, de acordo os dados de
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homocedasticidade, ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa R Studio® (versdo 3.4.4).

Também foi calculada a mortalidade (%) corrigida pela formula de Abbott (1925).

3.3 Resultados e discussao

Quimiotaxia de afideos a discos foliares com OEs

O numero médio de B. brassicae (Figuras 1 a 3) e de M. persicae (Figuras 4 a 6) observados em
discos foliares de couve-verde tratados com os trés 6leos em ambas as concentracdes € nos quatro
periodos de amostragem, foi sempre menor do que os contabilizados sobre discos foliares tratados com
agua (P < 0,0001). De forma semelhante, discos foliares de tomate tratados com OE das flores de
Callistemon viminalis G. (Myrtaceae), na concentragdo de 0,5%, foram menos preferidos por adultos de
M. persicae (Sales et al., 2017). Estes resultados vdo ao encontro do ja reportado por Andrade et al.
(2013) os quais constataram que os Oleos essenciais de S. ferebinthifolius e C. winterianus, na
concentragdo de 0,05%, repeliram A. gossypii quando aplicados em discos foliares de algoddo. O dleo de
E. citriodora também reduziu o nmimero de adultos de B. fabaci que pousaram em tomateiros tratados
com esse produto na concentragdo de 0,5%, apos 24 horas de exposi¢do (Yang et al., 2010). Os resultados
apresentados neste trabalho corroboram os observados para B. brassicae ¢ M. persicae submetidos a
outros Oleos essenciais, como os de Lima et al. (2009) que verificaram redugdo no nimero de B.
brassicae em discos foliares de couve-verde tratados com o6leo de [llicium verum L. (Illiciaceae) na
concentragdo de 0,5% apods 48h.

Os oleos essenciais atuam no comportamento dos insetos, desencadeando quimiotaxia positiva ou
negativa, em fung¢do da presenca de determinadas substancias (Isman, 2006). Nesse sentido, as
composic¢des quimicas dos OEs testados neste estudo tinham como constituintes majoritarios o mirceno, o
B-felandreno e o a-pineno (S. terebinthifolius); o citronelal e o citronelol (E. citriodora); ¢ o citronelal e o
geraniol (C. winterianus) (Anexos 2-4). A agdo repelente do citronelal e do citronelol ja tinha sido
constatada em mosquitos (Shasany et al., 2000; Wany et al., 2013). Sales et al. (2017) também referem
que 0 o-pineno ¢ os compostos minoritarios (B-pineno, terpinen-4-ol, p-cimeno, y-terpineno, mirceno e
linalol), presentes no OE de Callistemon viminalis G. (Myrtaceae), foram os provaveis responsaveis pela
repeléncia de M. persicae a discos foliares de tomateiro tratados com este 6leo. O a-pineno e o mirceno
foram identificados na composigdo do 6leo de S. terebinthifolius do presente estudo (Anexo 2) e também
podem estar associados a ndo preferéncia de pulgdes a discos tratados com estes Oleos. Ja a agdo
repelente do [-cariofileno, composto semelhante ao FE-cariofileno, encontrado no o6leo de S.
terebinthifolius e E. citriodora (Anexo 2 e 3), tinha sido observada em dipteros transmissores de doencas

virais (Nararak et al., 2019).

Efeito inseticida dos OEs em afideos

Os trés oOleos essenciais, na concentragdo de 1%, resultaram em taxas de mortalidade de B.
brassicae e M. persicae significativamente maiores do que o tratamento controle (Tabela 1). Na
concentragdo de 0,5%, os OEs de S. terebinthifolius e E. citriodora ndo diferiram estatisticamente da
agua, apds 48h de exposicdo para B. brassicae e apds 24h, para M. persicae (Tabela 1). Observa-se uma

varia¢dao na mortalidade calculada por Abbott (1925) para as espécies em resposta a cada 6leo, entretanto,
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OE de C. winterianus foi o responsavel pelos maiores indices de mortalidade para ambas as espécies
(Tabela 1). Segundo Graham-Bryce (1983) diferentes espécies podem apresentar susceptibilidades
diversa aos oOleos essenciais, sendo essas caracteristicas atribuidas a diferengas fisiologicas ou
bioquimicas, tais como: permeabilidade da cuticula, atividade enzimatica desintoxicante e sensibilidade
relativa a lesdo toxica no local alvo.

Nosso estudo corrobora os resultados de Costa et al. (2015) os quais observaram alta mortalidade
em ninfas de M. persicae em discos foliares de couve-verde quando aplicado sobre estes o 6leo essencial
de E. citriodora na concentracdo de 1%. Segundo os autores a toxicidade apresentada por E. citriodora
contra M. persicae estd relacionada aos compostos majoritdrios encontrados nesse estudo, como o
citronelal, geraniol e B-citronelol. Esses mesmos componentes foram relatados por Pinheiro et al. (2013)
para o Oleo essencial de C. winterianus, causando mortalidade sobre ninfas de M. persicae. Segundo
Filomeno et al. (2017) a mistura de citronelal e isopulegol foi altamente toxica para larvas de Plutella
xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae), sendo a atividade inseticida do citronelal potencializada pelo
isopulegol. Com base nestes resultados ¢ possivel supor que substiancias como o citronelal e citronelol
encontrados no OE de E, citriodora e, além destas, o geraniol encontrado no OE de C. winterianus,
podem ter desencadeado a morte dos pulgdes da couve (Anexo 3 e 4). Tak et al. (2015) observaram que o
composto a-pineno, presente também no 6leo de S. terebinthifolius (Anexo 2) e E. citriodora (Anexo 3)
foi toxico, tanto de forma topica, quanto através de fumigagdo, em larvas de Trichoplusia ni Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae). O limoneno, observado na composi¢do quimica de C. winterianus (Anexo 4) é
um composto abundante em espécies de Citrus spp. e também apresentou atividade inseticida ja relatada
em diversos insetos, como B. fabaci (Zarrad et al., 2015) e Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera:
Gelechiidae) (Campolo ef al., 2017), assim como em insetos-praga de graos armazenados (Tripathi ef al.,
2003).

A mortalidade de pulgdes constatada neste estudo pode ser atribuida a acdo neurotdxica de
compostos presentes nos oOleos essenciais testados. Os monoterpenos como citronelol e geraniol,
observados nas composigdes de E. citriodora e/ou C. winterianus, foram neurotoxicos para M. persicae
(Costa et al., 2015). Outro monoterpeno com agdo inseticida é o 1,8-cineol (presente no 6leo de E.
citriodora - Anexo 3), o qual foi o responsavel pela inibigdo da enzima acetilcolinesterase em Tribolium
castaneum H. (Coleoptera: Tenebrionidae) e Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae)
(Abdelgaleil et al., 2009). O linalol, registrado nos 6leos de E. citriodora e C. winterianus (Anexos 3 e 4),
também atuou na inibi¢do da acetilcolinesterase, provocando a morte de insetos (Mills ef al., 2004; Lopez

e Pascual-Villalobos., 2010; Pavela e Benelli, 2016; Verdi et al., 2019).

Quimiotaxia de D. rapae a plantas com OEs

Fémeas de D. rapae foram significativamente mais atraidas para plantas de couve aspergidas
com Oleo essencial de S. terebinthifolius (x> =5; gl = 1; P=0,0253) do que as com agua (controle) (Fig.
7). De forma semelhante, o extrato aquoso de Schinus molle L. (Anacardiaceae), espécie do mesmo
género da planta utilizada em nosso trabalho, quando aspergido em plantas de repolho Brassica oleracea
var. capitata (Brassicaceae) aumentou o numero de B. brassicae parasitados por D. rapae presentes nesta

planta (Michael e Raja, 2012). Desta forma € possivel supor que os dleos de ambas as espécies tenham
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compostos em comum que desencadeiem um comportamento de busca do parasitoide. Contudo
informagdes mais consistentes sobre os possiveis compostos envolvidos nesta interagdo ndo constam na
literatura. Sabe-se que alguns terpenos sintetizados pelas plantas atraem inimigos naturais de herbivoros
(Dicke et al., 1990). Brassicas apresentam glucosinolatos acumulados, ou seja, um grupo de metabolitos
secundarios derivados de aminoacidos que desempenham um papel central na defesa de plantas contra
herbivoros e patogenos (Kissen ef al., 2009). Segundo os autores, D. rapae é capaz de utilizar produtos da
hidroélise de glucosinolatos como pistas olfativas no comportamento de forrageamento do hospedeiro.

Os OEs também podem induzir a defesa de plantas, de acordo com Pereira ef al. (2008) o dleo
essencial de tomilho 7. vulgaris induziu a resisténcia de cafeeiro (Coffea arabica L.), através da producdo
de fitoalexinas e no aumento da sintese de compostos estruturais e de defesa bioquimica. Desta forma ¢
possivel que o oleo de S. terebinthifolius possa ter ativado os mecanismos de defesa indireta de couve,
atraindo parasitoides de afideos.

Ao contrario do constatado para S. terebinthifolius, D. rapae preferiu plantas tratadas com agua
em detrimento as aspergidas com 6leo essencial de C. winterianus (x* = 7,20; gl = 1; P =0,0073) (Fig. 7).
Abramson et al. (2006), também observaram que adultos de Cycloneda sanguinea L. (Coleoptera:
Coccinellidae) ndo foram atraidos para flores de erva-doce F. vulgare tratadas com 5% do dleo de C.
winterianus. Neste caso, o citronelal e/ou citronelol presentes neste 6leo (Anexo 4) podem ser os
responsaveis por este efeito repelente, como ja registrado para dipteros (Shasany et al., 2000; Wany et al.,
2013, Nararak et al., 2019). Neste estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas entre plantas
aspergidas com Oleo essencial de E. citriodora e dgua, em relagdo a resposta de D. rapae (y? = 3,20; gl =
1; P= 0,1175). Contudo, Yi et al., 2007 ao trabalharem com o 6leo essencial de uma planta do mesmo
género (E. globulos) observaram que o mesmo foi toxico quando fumigado sobre adultos de Cotesia
glomerata L. (Hymenoptera: Braconidae).

Um aspecto relevante a se considerar em relagdo ao efeito dos OEs em inimigos naturais ¢ que,
de maneira geral, estes tém baixa persisténcia no campo, desta forma teriam uma maior probabilidade de
influenciar a quimiotaxia de inimigos naturais imediatamente apo6s a aplicagdo, sendo seu efeito
minimizado, em um curto espaco de tempo, devido ao alto percentual de volatilidade da maioria de seus
compostos (Koul et al., 2008).

Os resultados deste estudo apontaram que os 6leos essenciais de S. terebinthifolius, E. citriodora
e C. winterianus sdo alternativas promissoras no controle de pulgdes em couve-verde. Os OEs de S.
terebinthifolius e C. winterianus apresentaram taxas de mortalidade superiores a 80%, na concentragao de
1%, e todos tiveram acdo repelente para B. brassicae e M. persicae. O 6leo essencial de pimenta-rosa
além de causar a morte e repelir os afideos, também atraiu o parasitoide associado a estas espécies, D.
rapae. Em contraponto, o 6leo de C. winterianus foi repelente para esse inimigo natural, mas foi com este
tratamento que, de forma geral, foram obtidos os melhores resultados tanto em relagdo a repeléncia,
quanto a sua ag¢do toxica contra ambos os pulgdes, mesmo na menor concentracdo testada. Desta forma,
novos estudos devem ser realizados a campo para que se possa fazer uma andalise mais criteriosa sobre as

interagdes troficas associadas a aspersdo destes 6leos em couve-verde.
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Fig. 1 Resposta (%) quimiotaxica de Brevicoryne brassicae, em quatro periodos de amostragem, a discos
foliares de couve-verde (B. oleracea var. acephala) acondicionados em placas de Petri e tratados com
0,5% e 1% de 6leo essencial de pimenta-rosa (OEPR) (Schinus terebinthifolius) ou com agua (controle).
Barras seguidas de asterisco indicam diferenca significativa (3%, P < 0,001). Numero total de insetos
avaliados em cada contraste = 100 (10 repeti¢des)
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Fig. 2 Resposta (%) quimiotaxica de Brevicoryne brassicae, em quatro periodos de amostragem, a discos
foliares de couve-verde (B. oleracea var. acephala) acondicionados em placas de Petri e tratados com
0,5% e 1% de oleo essencial de eucalipto-cidrd (OEEC) (Eucalyptus citriodora) ou com agua (controle).
Barras seguidas de asterisco indicam diferenga significativa (32, P < 0,001). Numero total de insetos
avaliados em cada contraste = 100 (10 repetigdes)
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Fig. 3 Resposta (%) quimiotaxica de Brevicoryne brassicae, em quatro periodos de amostragem, a discos
foliares de couve-verde (B. oleracea var. acephala) acondicionados em placas de Petri e tratados com
0,5% e 1% de 6leo essencial de citronela (OEC) (Cymbopogon winterianus) ou com agua (controle).
Barras seguidas de asterisco indicam diferencga significativa (32, P < 0,001). Numero total de insetos
avaliados em cada contraste = 100 (10 repeti¢des)
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Fig. 4 Resposta (%) quimiotaxica de Myzus persicae, em quatro periodos de amostragem, a discos
foliares de couve-verde (B. oleracea var. acephala) acondicionados em placas de Petri e tratados com
0,5% e 1% de oleo essencial de pimenta-rosa (OEPR) (Schinus terebinthifolius) ou com agua
(controle). Barras seguidas de asterisco indicam diferencga significativa (%2 P < 0,001). Numero total
de insetos avaliados em cada contraste = 100 (10 repetigdes)
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Fig. 5 Resposta (%) quimiotdxica de Myzus persicae, em quatro periodos de amostragem, a discos
foliares de couve-verde (B. oleracea var. acephala) acondicionados em placas de Petri e tratados com
0,5% e 1% de 6leo essencial de eucalipto-cidré (OEEC) (Eucalyptus citriodora) ou com agua (controle).
Barras seguidas de asterisco indicam diferenga significativa (32, P < 0,001). Numero total de insetos
avaliados em cada contraste = 100 (10 repeti¢des)
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Fig. 6 Resposta (%) quimiotaxica de Myzus persicae, em quatro periodos de amostragem, a discos
foliares de couve-verde (B. oleracea var. acephala) acondicionados em placas de Petri e tratados com
0,5% e 1% de 6leo essencial de citronela (OEC) (Cymbopogon winterianus) ou com agua (controle).
Barras seguidas de asterisco indicam diferenca significativa (32, P < 0,001). Numero total de insetos
avaliados em cada contraste = 100 (10 repeti¢des)
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Fig. 7 Percentuais de respostas quimiotaxicas de fémeas de Diaeretiella rapae (até 48 horas de idade)
provenientes de Brevicoryne brassicae ou Myzus persicae testadas em olfatometro Y de dupla a escolha
entre plantas de couve-verde (B. oleracea var. acephala) aspergidas com 0,5% do 6leo essencial de
pimenta-rosa (OEPR) (Schinus terebinthifolius), eucalipto-cidré (OEEC) (Eucalyptus citriodora) ou
citronela (OEC) (Cymbopogon winterianus) contrastadas com plantas tratadas com agua (controle).
Valores entre parénteses indicam o numero de insetos responsivos. Barras seguidas de asterisco (*)
diferem (%2, P < 0,05). NR = ntimero de insetos ndo responsivos
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Tabela 1 Numero médio (+ DP) de Brevicoryne brassicae ¢ Myzus persicae mortos ap6os 24 ¢ 48 horas
em discos foliares de couve-verde (B. oleracea var. acephala) tratados com 6leo essencial de pimenta-
rosa (Schinus terebinthifolius), eucalipto-cidrdo (OEEC) (Eucalyptus citriodora), citronela (Cymbopogon
winterianus) (OEC) ou com agua (controle). Niimero total de insetos avaliados em cada contraste = 10

(10 repetigdes)
Brevicoryne brassicae Mpyzus persicae
Tratamentos ah Abbott a8h Abbott il Abbott Abbott
(%) (%) (%0) (%)
OEPR 1,0£1,15¢B 3,23 2,0+2,05cA 11,11 2,1£3,64bA 20,20 4,2+2,08bB 38,95
0,5% OEEC 3,0+3,57bA 25,81 4,0+£3,40bA 33,33 13+1,70bcB 12,12 4,6 2,59 bA 43,16
OEC 9,5+0,71aB 94,62 10,0+ 0,00 aA 100,00 5,8+3,58aB 57,58 7,3+3,94aA 71,58
OEPR 6,5+196bB 62,37 88+147aA 87,10 7,4+291bB 73,74 8,4+232bA 83,84
1% OEEC 3,8+220cB 33,33 6,5+232bA 6237 63+3,02bB 62,63 7,7+2,16 bA 76,77
OEC 9,0 £1,63aA 89,25 9,6+1,26aA 9570 9,2+1,13aA 91,92 99+0,32aA 98,99
Controle 0,7+ 0,82 dB 1,0 + 1,05 cA 0,1+0,32 cB 0,5+£0,71cA

** Médias seguidas por letras maitsculas distintas na linha (tempo de exposi¢do para cada espécie) e minusculas distintas na coluna (para cada 6leo) sdo

significativamente diferentes por Tukey e Kruskal-Wallis (P < 0,05)



4 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados mostraram que os Oleos essenciais de S. terebinthifolius, E.
citriodora e C. winterianus sdo alternativas naturais promissoras no controle de pulgdes
em couve-verde. O OE de citronela mostrou excelente eficacia inseticida contra B.
brassica ¢ M. persicae (100% e 71,58%) mesmo na menor concentragao testada. No
entanto, este 6leo ndo se mostrou benéfico ao inimigo natural D. rapae. De maneira
especial, o OE de pimenta-rosa ndo causou repeléncia ao parasitoide, demonstrando um
efeito quimiotaxico positivo nesse organismo, na mesma concentragdo que ocasionou
repeléncia aos pulgdes.

Nosso estudo ¢ importante, pois sdo poucos os trabalhos com 6leos essenciais
que avaliam os efeitos sobre inimigos naturais. Esses resultados podem auxiliar no
manejo de pulgdes em couve-verde, gerando uma alternativa ao uso de inseticidas
quimicos. Assim como relatamos, a interacdo com outros niveis tréficos como em
inimigos naturais, predadores e hiperparasitoides sdo essenciais para a utilizacdo desses
produtos no manejo de pragas. Inseticidas botanicos, como os oOleos essenciais,
apresentam baixa persisténcia, pois sdo fotossensiveis e volateis, logo seu uso requer
tecnologias que aprimorem e/ou padronizem as formulagdes como processos de
nanoemulsdo e de encapsulacdo. As vantagens atreladas a esses produtos, estd
justamente no baixo impacto ao meio ambiente, ja que se tratam de produtos naturais,
além da possibilidade de rotacdo de ingrediente ativos, o que diminui o risco de
ocorréncia de resisténcia.

Dentre as espécies avaliadas nesse estudo, a pimenta-rosa S. terebinthifolius
apresenta potencial de uso tanto como inseticida no controle de B. brassicae e M.
periscae, quanto na atratividade de D. rapae um importante inimigo natural dessas
espécies. Contudo, a pesquisa com Oleos essenciais ¢ continua, tendo em vista a

complexidade desses produtos. Para o futuro, fica a necessidade de estudos a respeito da



41

interacdo dos OEs com a fisiologia da planta hospedeira, assim como investigar se
ocorrem efeitos fitotoxicos sobre as mesmas. Atualmente esses produtos sdo amparados
legalmente para uso em sistema de cultivo orgéanico, entretanto ndo existem produtos
registrados para a cultura da couve e nao sdo relatadas dosagem e restrigdes ao uso dos
mesmos. Produtos comerciais a base de Nim A. indica sao um exemplo bem-sucedido
de inseticida botanico, porém com a vasta riqueza da biodiversidade de plantas com
propriedades inseticidas ainda pouco exploradas, se faz necessario um olhar atencioso a

estes recursos como alternativas aos produtos quimicos sintéticos.



S ANEXOS

ANEXO 1. Analises quimicas dos 6leos essenciais

Para obtencdo das analises da composi¢ao quimica dos OEs, foi injetado 1puL de
solugdo (1 uL do 6leo essencial em ImL de acetato de etila - grau Cromatografico) para
cada 6leo em CG-DIC (Shimadzu CG-2010, coluna DB-5, i.d. 30 m x 0,25 mm, filme
0,25 pm; Jand & W Scientific, Folsom, CA, USA) através de um injetor (AOS-
Shimadzu), modo split (1/20) e hélio como gas de arraste. A temperatura inicial da
rampa foi de 60 °C por 1 minuto com um aumento gradual 3 °C/min até a temperatura
240 °C. A temperatura do detector foi de 300 °C. Os dados foram coletados através do
software Class-CG e processados com o software Origin 5.0 (Originlab Coorporation,
Northamptom, MD, USA). Para analise qualitativa dos compostos, amostras
selecionadas foram injetadas em um cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de
massas (CG-EM Shimadzu QP-5000) com ionizacdo por impacto de elétrons (energia
de ionizacdo de 70eV) com analisador quadrupolar. Os extratos foram injetados no
modo split, 1/20 e hélio foi usado como gas de arraste. Foi utilizada uma coluna capilar
de silica fundida: OV-5 (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc. 30,0m x 0,25mm x
0,25um). O programa de temperatura e a coluna foram idénticos aos usados na analise
por CG.

As substancias foram identificadas pela comparacao de seus espectros de massas
com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist62.LIB, Wileyl139.LIB) e literatura
(ADAMS, 2007) e por comparacao dos seus indices de retengdo linear calculados (IRL)
com a base em Adams (2007). Para o calculo dos indices de retengdo linear (IRL) foi
empregada uma mistura de n-alcanos (C9-C24 - Sigma Aldrich 99%), analisada nas
mesmas condigdes operacionais dos Oleos essenciais, aplicando-se a equacao de Van

den Dool & Kratz, (1963). Sempre que possivel, foi feita a inje¢ao do padrao sintético.
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ANEXO 2. Composi¢do quimica (% relativa) do Ooleo essencial de Schinus

terebinthifolius
Pico Tern~po de. IRL IRLL Substancia % relativa
retengdo (min)

1 6,688 931 932 o-pineno 5,38
2 7,800 967 - ni 0,27
3 7,888 970 969 sabineno 0,67
4 8,021 974 974 B-pineno 0,77
5 8,412 988 988 mirceno 42,64
6 8,926 1002 1002 o-felandreno 4,06
7 9,148 1009 - ni 33,36
8 9,638 1020 1020 p-cimeno 1,81
9 9,821 1025 1025 B-felandreno 5,61
10 12,149 1084 1086 terpinoleno 0,63
11 26,438 1411 1417 E-cariofileno 2,78
12 28,968 1472 1478 vy -muuroleno 1,57
13 30,649 1514 1522 d -cadineno 0,46

Total identificado 66,38
Total nao identificado 33,63

IRL = Indice de retencdo linear da substancia; IRLL = Indice de retencio de literatura (Adams,
2007); ni = ndo identificado

ANEXO 3. Composi¢ao quimica (% relativa) do oleo essencial de Eucalyptus

citriodora.
Tempo de
%
Pico retencao IRL IRLL Substancia
relativa
(min)

1 6,018 911 908 isobutirato de isobutila 0,43
2 6,689 932 932 a-pineno 0,15
3 8,022 974 974 B-pineno 0,62
4 9,914 1027 1026 1,8-cineol 0,40
5 10,954 1054 1054 y -terpineno 0,18
6 12,555 1095 1095 linalol 0,83
7 14,529 1140 1145 isopulegol 6,14
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Continuacdo ANEXO 3.  Composi¢ao quimica (% relativa) do oleo essencial de
Eucalyptus citriodora.

8 14,851 1150 1148 citronelal 79,92

9 15,011 1154 - ni 3,41

10 15,536 1163 1167 neo-iso-isopulegol 0,37

11 18,076 1223 1223 citronelol 7,17

12 26,436 1412 1417 E-cariofileno 0,37
Total identificado 96,58
Total ndo identificado 3,41

IRL = Indice de retencdo linear da substancia; IRLL = Indice de retengio de literatura (Adams,
2007); ni = ndo identificado.

ANEXO 4. Composi¢ao quimica (% relativa) do 6leo essencial de Cymbopogon
winterianus.

Tempo de retengdo

Pico (min) IRL IRL, Substancia % relativa
1 9,808 1025 1024 limoneno 2,36
2 12,556 1095 1095 linalol 0,70
3 14,530 1139 1145 isopulegol 0,96
4 14,823 1148 1148 citronelal 48,04
5 15,004 1153 - ni 0,51
6 18,601 1222 1223 citronelol 11,14
7 18,641 1233 1235 neral 0,37
8 19,218 1248 1249 geraniol 17,15
9 19,929 1263 1264 geranial 0,38
10 23,520 1346 1350 acetato de citronelila 1,28
11 24,819 1376 1379 acetato de geranila 0,95
12 25,262 1385 1389 B-elemeno 1,04
13 28,962 1472 1478 v -muuroleno 0,93
14 30,639 1513 1513 6 -cadineno 0,9

15 31,639 1538 1548 elemol 9,55
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Continuacdo ANEXO 4. Composi¢ao quimica (% relativa) do 6leo essencial de
Cymbopogon winterianus.

16 32,693 1564 - ni 1,21

17 35,221 1624 1638 ni 0,85

18 35,724 1636 1644 o-muurolol 1,68

Total identificado 97,43
Total ndo identificado 2,57

IRL = Indice de retencdo linear da substancia; IRLL = Indice de retencio de literatura (Adams,
2007); ni = nao identificado.



