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GONZAGA, K. S. OLEOS ESSENCIAIS E FUNGOS NO MANEJO DE MOSCA-DAS-
FRUTAS (Ceratitis capitata) (WIED, 1824) E INFLUENCIA NA QUALIDADE DE
FRUTOS DA GOIABEIRA. Areia - Paraiba: Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal da Paraiba, fevereiro, 2019, 60p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia). Programa de

Pos-Graduagdo em Agronomia.

Resumo Geral

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundias de frutas, com uma producdo da ordem de mais
de 41 milhGes de toneladas por ano. Contudo, diversas pragas sdo responsaveis por causarem
impactos negativos a fruticultura brasileira, merecendo destague os prejuizos causados pela
mosca-das-frutas Ceratitis capitata (WIED, 1824). As fémeas depositam seus ovos nos frutos,
que serdo recurso alimentar para as larvas em desenvolvimento, causando danos significativos
na qualidade destes. Novas técnicas de controle de pragas, como o uso de produtos naturais,
vém sendo desenvolvidos, principalmente por sua eficacia e degradabilidade. Este trabalho é
composto por dois artigos cientificos. O primeiro artigo avalia a acdo inseticida de Oleos
esseciais e fungos entomopatogénicos sobre diferentes estagios de desenvolvimento da mosca-
das-frutas, o segundo; verifica o poder de repeléncia dos dleos sobre a fase adulta dos insetos e
avalia a composi¢do quimica dos frutos de goiabaira Psidium guajava L. variedade “Paluma”
tratados com os 6leos essenciais. A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Zoologia de
Invertebrados pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba.
Foram utilizados 6leos essenciais de Citronela, Cravo e Copaiba e isolados das espécies
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana. Efetuaram-se aplicag¢fes topicas de 2,0 uL de
cada produto/concentracdo com auxilio de micropipeta em larvas de 1°, 2° e 3° instar e pupas.
N&o houve diferenca significativa entre os diferentes tipos de 6leos (citronela, cravo e copaiba)
sobre a mortalidade de larvas e pupas, quando as larvas foram tratadas nos 1° e 2° instar.
Quando tratadas no 3° instar, houve efeito significativo sobre a mortalidade das pupas. O
aumento na concentragdo do 6leo de citronela aumentou continuamente o potencial de
repeléncia. A aplicacdo dos 6leos essenciais ndo influenciou negativamente na qualidade dos

frutos.

Palavras-chave: Bioinseticidas, Controle Bioldgico, Repeléncia.
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GONZAGA, K. S. ESSENTIAL OILS AND FUNGI IN FRUIT FLY MANAGEMENT
(Ceratitis capitata) (WIED, 1824) AND INFLUENCE ON GOVERNMENT FRUIT
QUALITY. Areia - Paraiba: Center for Agricultural Sciences, Federal University of Paraiba,
February, 2019, 60p. Dissertation (Master in Agronomy). Postgraduate Program in Agronomy.

General Abstract

Brazil is one of the world's largest fruit producers, with a production of more than 41 million
tons per year. However, several pests are responsible for causing negative impacts on Brazilian
fruit crops, notably the damage caused by fruit fly Ceratitis capitata (WIED, 1824). Females
lay their eggs in the fruits, which will be a food resource for the developing larvae, causing
significant damage to their quality. New pest control techniques, such as the use of natural
products, have been developed, mainly for their effectiveness and degradability. This work
consists of two scientific articles. The first article evaluates the insecticidal action of essential
oils and entomopathogenic fungi on different stages of fruit fly development, the second;
verifies the repellent power of oils on the adult phase of insects and evaluates the chemical
composition of guava fruits Psidium guajava L. variety "Paluma” treated with essential oils.
The research was conducted at the Invertebrate Zoology Laboratory belonging to the Center of
Agrarian Sciences of the Federal University of Paraiba. Citronella, Carnation and Copaiba
essential oils and isolates of Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana were used.
Topical applications of 2.0 puL of each product/concentration with micropipette aid were
performed on 1%, 2" and 3" instar larvae and pupae. There was no significant difference
between the different types of oils (citronella, clove and copaiba) on larval and pupal mortality
when the larvae were treated in the 1%t and 2" instar. When treated in the 3™ instar, there was a
significant effect on pupal mortality. The increase in citronella oil concentration continuously
increased the repelling potential. The application of essential oils did not negatively influence
fruit quality.

Keywords: Bioinsecticides, Biological Control, Repellency.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil figura como o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma producdo da
ordem de mais de 41 milhdes de toneladas por ano e uma area de cultivo de aproximadamente
2 milhdes de hectares, sendo a producdo destinada principalmente para abastecer o0 mercado
interno (Pio et al., 2019). Diversas pragas Sao responsaveis por causarem impactos negativos a
fruticultura, estando a mosca-das-frutas, Ceratitis capitata (Wied. 1824) (Diptera: Tephritidae),
entre os insetos praga mais danosos economicamente a esse seguimento produtivo (Lozano-
Tovar et al., 2015; Grové et al., 2019).

As moscas-das-frutas se alimentam durante o periodo larval da polpa dos frutos,
causando assim danos diretos e criando um espaco favoravel para a entrada de patdgenos.
Ademais, os orificios causados pela oviposicdo podem causar cicatrizes, 0 que reduz a
qualidade dos frutos e podem inviabilizar seu aproveitamento e comercializacdo (Follett et al.,
2019). Os impactos econémicos incluem ainda a queda de produtividade e 0 aumento dos custos
de produgéo devido ao manejo e maior aplicacdo de inseticidas; a ocorréncia de C. capitata em
uma regido representa ainda um fator limitante no comércio internacional de produtos agricolas
frescos (Toledo et al., 2017; Grové et al., 2019).

As atuais estratégias de controle de C. capitata em campo sdo extremamente
dependentes do uso de inseticidas de amplo espectro, normalmente associadas a utilizacao de
iscas de alimentos que visam principalmente atrair os insetos adultos (Oviedo et al., 2018).
Todavia, nem sempre esse controle é efetivo, dessa forma algumas estratégias vém sendo
estudadas para o controle dessa praga de forma habil e ambientalmente correta, como por
exemplo, o uso de fungos entomopatogénicos do género Beauveria e Metarhizium (Rhodes et
al., 2018) e o uso de 6leos essenciais (Oviedo et al., 2018). Essas alternativas sdo extremamente
importantes, principalmente no caso de pomares organicos, aonde o controle de C. capitata é
particularmente dificil, por ndo ser permitido o uso de inseticidas quimicos (Ghabbari et al.,
2018). Deve-se destacar 0 uso desses produtos também como um esfor¢o para desenvolver
ferramentas racionais de manejo de pragas, substituindo produtos quimicos sintéticos de amplo
espectro por bioinseticidas ambientalmente eficazes (Oviedo et al., 2018).

O uso de fungos entomopatogénicos tem ganhado cada vez mais espago no controle
biolégico de pragas, mostrando-se como uma estratégia eficaz e viavel nos mais diversos
sistemas agricolas (Toledo et al., 2017). Estudos como o de Bedini et al. (2018) confirmam o

potencial do uso de espécies de fungos do género Beauveria como bioinseticida em iscas
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protéicas para o controle de C. capitata. Para o género Metarhizium, os resultados obtidos por
Yousef et al. (2014) e Lozano-Tovar et al. (2015) também demonstram o potencial desse género
no controle da referida praga.

Os Oleos essenciais sdo uma fonte natural de metabolitos secundarios de plantas,
constituidos por substancias quimicas aromaticas, principalmente monoterpenos e
sesquiterpenos (Niogret; Epsky, 2018). O acumulo de evidéncias cientificas sobre as
propriedades toxicas desses metabolitos e suas interacbes com insetos herbivoros,
especialmente aqueles tidos como insetos praga, tem levado a triagem de 6leos essenciais de
diversas espécies, visto a necessidade do desenvolvimento de compostos inseticidas mais
seguros e o desenvolvimento de novas estratégias de controle de pragas (Papanastasiou, et al.,
2017). Estudos como os de Ruiz et al. (2014), Oviedo et al. (2018) e Ghabbari et al. (2018) vem
demonstrando a eficiéncia de 6leos essenciais de diversas plantas no controle de C. capitata.
Nguefack et al. (2012) estudaram o nivel de sinergismo e/ou antagonismo entre algumas fragdes
de 6leos essenciais contra cepas produtoras de micotoxinas de Penicillium expansum, pesquisas
como essas constituem uma base para o uso de éleos essenciais como conservantes de alimentos
e devem ser complementados por outros trabalhos, como a avaliacdo da influéncia do pH. No
entanto, estudos quanto a aplicacdo desses produtos em diversas regides do Brasil ainda sao
escassos, sendo necessario assim o desenvolvimento de novos estudos.

Dianto do exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar a acdo inseticida de Oleos
esseciais e fungos entomopatogénicos sobre diferentes estagios de desenvolvimento da mosca-
das-frutas C. capitata; verificar o poder de repeléncia dos 6leos sobre a fase adulta dos insetos
e analisar a composicdo quimica dos frutos de goiabeira Psidium guajava L. variedade

“Paluma” tratados com os 6leos essenciais.
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OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE Ceratitis capitata (Wied.) 1824 E SUAS
INTERACOES COM FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin, 1912 E Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, 1883

RESUMO

A elevada demanda mercadoldgica por frutas frescas durante todo o ano incentiva 0s
agricultores brasileiros a produzirem fora do periodo de safra; todavia, 0 aumento das areas
plantadas e as mudancas no sistema de producdo favorecem o surgimento de diversos
problemas fitossanitarios, entre eles a ocorréncia de Ceratitis capitata, uma das principais
pragas da fruticultura mundial. Nos ultimos anos, esforcos vém se concentrando no
desenvolvimento de métodos eficientes e sustentaveis no controle dessa praga. Assim,
objetivou-se neste trabalho avaliar a eficiéncia de 6leos essenciais de plantas associados com
fungos entomopatogénicos no controle de C. capitata. A pesquisa foi realizada no Laboratorio
de Zoologia de Invertebrados do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba. Foram utilizados 6leos essenciais de Citronela, Cravo e Copaiba e isolados de fungos
das espécies Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana. Efetuaram-se aplicacdes topicas de
2,0 uL com auxilio de micropipeta em larvas de 1°, 2° e 3° instar e pupas. Nao houve diferenga
significativa na eficiéncia dos diferentes tipos de 6leos (citronela, cravo e copaiba) sobre a
mortalidade de larvas e pupas quando as larvas foram tratadas nos 1° e 2° instares,
respectivamente. As diferentes concentrac@es de 6leos apresentaram efeito significativo sobre
a mortalidade das larvas e mortalidade de pupas, quando tratadas nos 1° e 2° instares. O fator
concentracdo dos 6leos combinados com fungos M. anisopliae e B. bassiana, influenciou
significativamente a mortalidade das larvas no 3° instar. Maiores concentraces de dleo de
citronela aumentaram progressivamente a mortalidade das pupas, atingindo a CL50 na
concentracio de 424 (397-451) mg. mL™.

Palavras-Chave: Inseticida Botanico, Mosca do Mediterraneo, Mosca-das-Frutas.
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ESSENTIAL OILS IN THE CONTROL OF Ceratitis capitata (Wied.) 1824 AND ITS
INTERACTIONS WITH ENTOMOPATHOGENIC FUNGI Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin, 1912 And Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, 1883

ABSTRACT

The high market demand for fresh fruits throughout the year encourages Brazilian farmers to
produce outside the harvest season; However, the increase in planted areas and changes in the
production system favor the emergence of several phytosanitary problems, including the
occurrence of Ceratitis capitata, one of the main pests of the world fruit crop. In recent years,
efforts have focused on developing efficient and sustainable methods for controlling this pest.
Thus, the objective of this study was to evaluate the efficiency of plant essential oils associated
with entomopathogenic fungi in the control of C. capitata. The research was carried out at the
Invertebrate Zoology Laboratory of the Center for Agricultural Sciences of the Federal
University of Paraiba. Citronella, Carnation and Copaiba essential oils and fungi isolates of
Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana were used. Micropipette topical applications
of 2.0 pL were performed on 1%, 2" and 3" instar larvae and pupae. There was no significant
difference in the efficiency of different types of oils (citronella, carnation and copaiba) on larval
and pupal mortality when the larvae were treated at the 1%t and 2"¢ instars, respectively. The
different oil concentrations had a significant effect on larval mortality and pupal mortality when
treated at the 1% and 2" instars. The concentration factor of the oils combined with M.
anisopliae and B. bassiana fungi significantly influenced the larval mortality in the 3 instar.
Higher citronella oil concentrations progressively increased pupal mortality, reaching the LC50
at 424 (397-451) mg. mLL,

Keywords: Botanical Insecticide, Mediterranean Fly, Fruit Fly.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a alta demanda por frutas frescas durante todo o ano incentiva os agricultores
a produzirem fora do periodo de safra; todavia, 0 aumento das areas plantadas, assim como as
mudangas nos sistemas de producdo proporcionam condicdes favoraveis ao surgimento de
problemas fitossanitarios (Tavares et al., 2017), como a ocorréncia de mosca-das-frutas
Ceratitis capitata (Wied., 1824) (Diptera: Tephritidae), considerada a praga mais destrutiva de
frutiferas em todo o mundo (Virginio et al., 2017).

A espécie C. capitata causa danos graves nas culturas que infesta, levando a perdas
quantitativas e qualitativas na producéo (Ghabbari et al., 2018). As fémeas depositam seus ovos
nos frutos, que serdo recurso alimentar para as larvas em desenvolvimento, causando assim
danos significativos na qualidade destes. A alimentacdo das larvas pode ainda resultar em
amadurecimento prematuro e queda de frutos, além de propiciar espagos favoraveis a entrada e
proliferacdo de diversos patdgenos, como algumas espécies de fungos (Grove et al., 2019).

O controle de C. capitata é realizado na maioria dos pomares por meio do uso de
inseticidas convencionais, principalmente a base de organofosfatos e piretrdides, no entanto, ja
se registra resisténcia dessa praga a esses produtos, além destes ocasionarem toxicidade a
organismos benéficos, deixarem residuos em alimentos e representarem um risco potencial a
salde humana e a qualidade ambiental (Benelli et al., 2012). Dessa forma, estudos relacionados
a novas técnicas de controle de pragas, como o uso de produtos naturais vém sendo
desenvolvidos, principalmente por sua eficacia e degradabilidade (Ghabbari et al., 2018).

Entre os agentes naturais eficazes no manejo e controle de C. capitata vem se destacando
0 uso de Oleos essenciais (Benelli et al., 2012; Ghabbari et al., 2018) e uso de fungos
entomopatogénicos do género Beauveria (Bedini et al., 2018) e Metarhizium (Lozano-Tovar et
al., 2015).

Os Oleos essenciais compreendem uma ampla gama de metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas, constituidos principalmente por dois grupos fitoquimicos, os
terpendides (monoterpenos e sesquiterpenos), e em menor grau, fenilpropanoides (Regnault-
Roger et al., 2012). Trabalhos como os de Papanastasiou, et al. (2017) apontam que a toxicidade
de bleos essenciais contra larvas de C. capitata esta relacionada a aspectos quantitativos e
qualitativos dos monoterpenos e sesquiterpenos presentes.

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos ¢ uma alternativa eficaz e ambientalmente

aceitavel, o uso desses agentes pode aumentar os niveis naturais de infecgdes fungicas no
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campo, reduzindo significativamente as populagdes de insetos praga (Castrillo et al., 2017).
Estudos ja evidenciam resultados positivos da associacdo de 6leos essenciais e fungos
fitopatogénicos no controle de algumas pragas, como o psilideo citrico asiatico (Diaphorina
citri) (Rosas-Garcia et al., 2018) e espécies de acaro (Dermanyssus gallinae) (Immediato et al.,
2016). No entanto, estudos que abordem a associacdo desses fungos e 6leos essenciais para 0
controle de C. capitata ainda séo escassos.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de 6leos essenciais de
plantas que apresentam acao inseticida associados com fungos entomopatogénicos no controle

de C. capitata.
2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Zoologia de Invertebrados (LabZoo
Invertebrados) do Departamento de Ciéncias Bioldgicas pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia-PB. Foram realizados
ensaios de acdo inseticida de Oleos essenciais e analisado sua interagdo com fungos
entomopatogénicos no controle de C. capitata.

Os 6leos essenciais utilizados foram de Citronela Cymbopogon nardus (L.) Rendle
(1899), Cravo Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry (1989) e Copaiba Copaifera
officinalis L. (1762). Os fungos utilizados foram os isolados das espécies Metarhizium
anisopliae IDCB425, comercialmente conhecido como Metaplan sob o registro 0915, e de
Beauveria bassiana IDCB66, atualmente, sem registro e nome comercial, provenientes do
Laboratorio de Controle Bioldgico da ASPLAN (Associacdo de Plantadores de Cana-de-
Acucar da Paraiba), situado em Mamanguape — PB, ambos oriundos do Instituto Bioldgico de
Campinas-SP.

2.1. Criacdo e Manutencdo de C. capitata

Os insetos utilizados no experimento foram provenientes da criacdo estoque
alimentados com dieta artificial (Tabela 1), mantida no Laboratério de Zoologia dos
Invertebrados da Universidade Federal da Paraiba, CCA, Areia — PB, a temperatura média de
25 £ 2°C, umidade relativa do ar 70 + 10% e fotofase de 12 horas, conforme métodos descritos
por Brito (2007).

22



Tabela 1. Dieta artificial para o desenvolvimento larval de C. Capitata

Ingredientes Massa ()
Levedo de cerveja 120,0
Cenoura crua 600,0
Nipagin (Antifangico) 4,0

Os adultos foram mantidos em gaiolas teladas com voil, colocadas sobre bandejas com
agua para coleta dos ovos. Os adultos eram alimentados diariamente com uma solucdo de agua
e mel a 15%, através de um chumaco de algodéo colocado na parte superior da gaiola. Os ovos
coletados eram colocados sobre a dieta artificial em potes plasticos. A infestacdo dos ovos na
dieta foi feita entre 24 a 48 horas depois da coleta. Apos 10 a 15 dias de infestacdo na dieta, 0s
recipientes contendo as larvas foram transferidos para bandejas plasticas, contendo areia
esterilizada para obtencdo das pupas, estas, foram transferidas para as gaiolas, reiniciando o

ciclo bioldgico.
2.2. Atividade Inseticida
2.2.1. Aplicacdo Tépica dos Oleos Essenciais sobre C. capitata

Larvas de 1°, 2°, 3° instares e pupas de C. capitata foram submetidas a teste de contato
topico. Os 6leos essenciais de citronela C. nardus, cravo S. aromaticum e copaiba C. officinalis,
foram diluidos em agua destilada, obtendo-se as concentracbes de 0 (testemunha), 100, 200,
300, 400 e 500 mg. mL*. Foram realizadas aplica¢des topicas de 2,0 uL de cada concentragio
do produto com auxilio de uma micropipeta na regido mediana das pupas, e em toda regido
dorsal das larvas, cobrindo por completo o corpo desses. Apds tratamento, tanto as larvas, que
foram transferidas para placas de Petri contendo dieta artificial, quanto as pupas, que forma
mantidas em placas de Petri com areia esterilizada, foram acondicionadas em ambiente
climatizado, com temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa 70 + 10 % e fotoperiodo de 12
horas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés produtos
(Gleos essenciais) e seis concentragdes (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg. mL™), para cada
produto/concentracdo utilizaram-se 10 repeti¢cdes com cinco insetos (larvas ou pupas).

Avaliou-se a toxicidade dos 6leos essenciais nos intervalos de 24, 48 e 72 horas ap0s a

aplicagédo dos produtos, contando-se o numero de larvas mortas. A avaliagdo das pupas ocorreu
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sete dias ap6s a aplicacdo dos produtos, tempo pré-estabelecido como o méaximo para

emergéncia normal dos adultos.

2.2.2. Aplicacdo Topica de Oleos Essenciais Adicionados de Fungos

Entomopatogénicos sobre C. capitata

Nesse experimento foram utilizadas larvas de 3° instar e pupas submetidas a teste de
contato topico. Assim, os Oleos essenciais de citronela C. nardus, cravo S. aromaticum e
copaiba C. officinalis, foram diluidos em agua destilada, obtendo-se as concentracfes de O
(testemunha), 100, 200, 300, 400 e 500 mg. mL™, e acrescentado para cada concentragéo 5,0 ¢
dos isolados das espécies Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, com viabilidade
superior a 90 % e concentracio de 1,4x10° conidios viaveis do fungo/g, segundo
recomendagdes da ASPLAN. Foram realizadas aplicagdes topicas de 2,0 pul de cada
produto/concentracdo com auxilio de uma micropipeta na regido compreendida entre a parte
posterior e anterior das pupas, e em toda regido dorsal das larvas, cobrindo por completo o
corpo da larva. Apos tratamento, tanto as larvas, que foram transferidas para placas de Petri
contendo dieta artificial, quanto as pupas, que forma mantidas em placas de Petri com areia
esterilizada, foram acondicionadas em ambiente climatizado, com temperatura de 25 + 1°C,
umidade relativa 70 £ 10 % e fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacdes para verificacdo do efeito dos 6leos contendo as suspensdes fungicas em
diferentes concentracGes foram realizadas a cada 24 horas, por um periodo de 14 dias, nos
tratamentos compostos por larvas de 3° instar; e a cada sete dias, por um periodo de duas
semanas, para 0s tratamentos compostos por pupas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés produtos
(Gleos essenciais), seis concentragdes (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg. mL™) e uma
concentracdo de cada fungo (5g), para cada produto/concentracdo utilizaram-se 10 repeticdes
com cinco insetos (larvas ou pupas).

Os parametros avaliados foram mortalidade na fase larval e mortalidade das pupas. As
pupas e larvas mortas foram lavadas em agua destilada (Moino Jr.; Alves, 1997), transferidas
para placas de Petri fechadas com umidade mantida por meio de algoddo embebido em agua
destilada, alojadas em sala climatizada a temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa do ar de 70

+ 10% e fotofase de 12h, para confirmacéo (esporulacdo do fungo) do agente causal.
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2.3. Andlise Estatistica

As estimativas de mortalidade (Probit) aplicada nos topicos (2.2.1 e 2.2.2) foram

corrigidas pela formula de Abbott (1925) como segue:
MC = (Mt — Mc) / (100 — Mc) x 100

Onde: MC é a mortalidade corrigida em funcdo da mortalidade estimada para o tratamento
controle; Mt é mortalidade estimada para o tratamento com 6leo; Mc é mortalidade estimada
para o tratamento controle.

Foram ainda determinadas as Concentracdes Letais 50% (CLso) obedecendo a efeito
significativo na ANOVA (P < 5%) e dose-resposta satisfatoria.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se modelo linear
generalizado, considerando-se a distribuicdo Binomial e o Link Function = Logit. Utilizou-se o
software estatistico SAS® University Edition (2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Aplicacéo Topica dos Oleos Essenciais sobre C. capitata

N&o houve diferenca significativa (P < 0,05) entre os diferentes tipos de 6leos (citronela,
cravo e copaiba) sobre a mortalidade de larvas (P = 0.9670; P =0.8584) e pupas (P = 0.1616;
P =0.3854), quando as larvas foram tratadas nos 1° e 2° instares, respectivamente (Tabela 2).
No entanto, independentemente do tipo de 6leo aplicado, houve efeito significativo das
diferentes concentracdes de dleos (P = <.0001) sobre a mortalidade das larvas e mortalidade
de pupas, quando tratadas nos 1° e 2° instares. EI-Minshawy et al. (2018), ao avaliar o efeito de
monoterpenos aromaticos, derivados de espécies vegetais, constataram que as larvas de
Bactrocera zonata, principalmente no 1° e 2° instares, apresentaram reducédo significativa na
populagéo, conforme elevagédo das concentracdes aplicadas.

Quando tratadas no 3° instar, ndo houve diferencas significativas para os tipos de 6leos
(P =0.9999) e concentracgdes (P = 0.3673) sobre a mortalidade das larvas (0,27+0,59, n° médio
de individuas mortos), mas houve efeito significativo sobre a mortalidade das pupas, tanto de
oleos (P = <.0001) quanto suas concentrac¢des (P = <.0001). Em pesquisas relacionadas, Khan
et al. (2015) avaliaram o efeito larvicida e retardador do desenvolvimento do extrato Otostegia
limbata em larvas de 3° instar de Drosophila melanogaster e constataram a gradual diminuic&o
da mortalidade das larvas a medida que diminuiam a concentracdo do extrato aplicado, ainda

destacaram que ap0s a exposicdo ao extrato muitas larvas ndo atingiram a fase de pupa. Desta
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forma, a mortalidade das pupas pode estar relacionada com efeito residual dos 6leos aplicados
nas fases anteriores. Swevers et al. (2004) descrevem alguns compostos quimicos de plantas,
em especial da familia Lamiaceae, inibidores da Ecdisona conhecidos como Ecdisterdides que
controlam o crescimento larval e apresentam toxicidade contra varias especies de Diptera e
Lepidoptera.

Ainda na Tabela 2, observa-se que ndo houve efeito dos déleos ou de suas diferentes
concentracdes sobre a mortalidade das pupas quando tratadas no estagio de pupa (0,84+1,2, n°
médio de individuas mortos). A ndo efetividade dos tratamentos neste estagio de
desenvolvimento é resultante da protecdo proporcionada pelo pupério. Entretanto, os 6leos
essenciais podem penetrar ovo e fases imaturas através do tegumento do inseto (Parreira et al.,
2018).

Tabela 2. Valores de P (Pr > F) para os efeitos dos Oleos, Concentracio e Oleos vs
Concentragdo sobre a Mortalidade de Larvas (ML) e Moratalidade de Pupas (MP)
de mosca-das-frutas (C. capitata) tratadas no 1°, 2° e 3° instar e de Pupas tratadas

no estagio pupal.

o 1° Instar 2° Instar 3° Instar Pupa
Fonte de variagéo
ML MP ML MP ML MP MP
Oleos 0.9670 0.1616 0.8584 0.3854 0.9999 <.0001 1.0000
Concentracao <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.3673 <.0001 0.8522
Oleo vs Concentracao 0.7410 0.9060 0.8705 0.4627  0.3068  0.2308  0.3080
Mortalidade (n° médio de individuos + DP) * 0,27+0,59 0,84+1,2

*n° médio de individuos mortos + desvio padrao (DP) estdo apresentados para variaveis onde nenhum dos fatores
em estudo demonstraram efeito significativo

O efeito ndo significativo dos diferentes tipos de 6leos sobre larvas tratadas nos 1° e 2°
instares indica que os Gleos essenciais de citronela, cravo e copaiba exercem os mesmos efeitos
sobre a mortalidade das larvas e mortalidade das pupas de C. capitata, nas condi¢fes em que
foram conduzidos os ensaios. Neste sentido, maiores concentracdes de Oleos essenciais,
independentemente do tipo de 6leo, promoveram maiores probabilidades de mortes de larvas e
mortalidade de pupas, quando tratadas nos 1° e 2° instares (Figuras 1 A e B, respectivamente).

Adicionalmente, a mortalidade de pupas foi sempre superior a mortalidade das larvas,
atingindo 50% dos individuos (Concentragdo Letal 50% - CLso) nas concentracdes de 497 (sem
limites de intervalo de confianga) e 452 (427-477) mg de 6leo.mL™ nos 1° e 2° instares

respectivamente, quando tratadas com o 6leo de cravo (Tabela 3).

26



1,0 7 o - ® 1.0 1
. $ML= exp(-1,2117 +0,003502*D) , o
| {1+ exp (-1.2117 +0,003502%D)) (A) | ¥ML=_exp(-1.4703 +0.001815°D) (B)

0,9 e 0.9 (1+ exp (-1.4703 +0,001815*D))
£ 08 A FMP=_exp(-1,1423 +0,004344*D) e £ 081 §MP= exp(-1,5817+0,005633"D) P
S 07 (It exp (-1.1423 ¥0.004344*D)) S 0.7 (T+ exp (-1,5817 +0,005633°D)) -

CR Ve L7 1
2 . = e
< 061 ——MLC P = 0.6 1 ——— MLC i e
S os{ - MeC i .- B os - - - MPC Pl
< — — — Mtotal 7 T < ——-Mtotal - _.*
= 04 A P et = 0.4 1 7 .-
=] - . = P
05 0,3 1 - - = 03 A <o
o -~ - [=] o
= 7 - = o~ .
~ 0.2 A .- &~ 0.2 ol
s .
0,1 1 - 0.1 A "
- ,— = 4{‘
0..0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Concentracdes (mg) Concentra¢des (mg)

Figura 1. Mortalidade de Larvas (MLC, ‘C’ indica que a probabilidade de morte foi corrigida
com base na mortalidade do controle), Mortalidade de Pupas (MPC, ‘C’ indica que a
probabilidade de mortalidade foi corrigida com base na mortalidade do controle) e
Mortalidade total (M total, MLC + MPC) de mosca-das-frutas (C. capitata) tratadas
com diferentes concentracdes de 6leos de Citronela, Cravo e Copaiba no 1° (A) e 2°
(B) Instar.

Shapiro (2012) descreveu em uma de suas pesquisas, que o eugenol, um dos compostos
majoritarios encontrado no 6leo essencial de Cravo (S. aromaticum), promove atracdo e
mortalidade de insetos em diferentes fazes de desenvolvimento, e é considerado seguro sem
riscos a satude humana quando usado de forma correta. Sinthusiri; Soonwera (2010) mostraram
gue o Oleo essencial de Citronela (C. nardus), apresenta alta atividade inseticida contra larvas
de 2° instar, pupas e adultos de moscas domésticas com até 100% de mortalidade. Kanis et al.,
(2012) relatam a atividade larvicida de 6leo essencial de copaiba (Copaifera sp.), contra o Aedes
aegypti e descreve a possibilidade do uso desse 6leo essencial no controle de diversas pragas.

Tabela 3. Concentragdes Letais (CLso) (IC 5%) de Oleos de Citronela, Cravo e Copaiba
estimadas para larvas e pupas de mosca-das-frutas (C. capitata) tratadas no 1°, 2° e

3° instar e para pupas tratadas no estagio pupal.

S 1° Instar 2° Instar 3° Instar Pupas
Oleos Larvas Pupas Larvas Pupas Larvas Pupas Pupas
Citronela 423 (410-436)

Cravo NC 497 (NC) NC 452 (427-477) NC NC NC
Copaiba NC

IC 5% = Intervalo de Confianca em até 5% de probabilidade de erro
NC = ndo calculado devido a baixa concentragdo-resposta
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A mortalidade das larvas no 2° instar foi menor em relagdo ao 1° estagio larval. Além
disso, quando os tratamentos foram aplicados em larvas de 3° instar, ndo foi observado efeito
dos dleos, mesmo em concentracdes mais elevadas (500 mg. mL 1) sobre a mortalidade das
larvas. Isso possivelmente pela maior resisténcia das larvas nestes Gltimos estadios, além do
curto periodo até empuparem, minimizando a a¢do dos 0leos. Apesar da mortalidade das larvas
n&o ter atingindo 50% dos individuos até as concentragdes de 500 mg.mL™* em nenhum dos
instares, € importante ressaltar que o efeito dos 6éleos demonstrou-se cumulativo entre as
distintas fases do inseto (larva e pupas), o que pode ser confirmado mediante os elevados indices
de mortalidade das pupas que foram tratadas apenas em estagios de larva. Dessa forma, a
mortalidade total de individuos (mortalidade de larvas + mortalidade de pupas) pode ser
considerada para avaliacdo do efeito geral dos 6leos sobre a mosca-das-frutas (Figuras 1A e B).

Skuhrovec et al., (2017) avaliando o efeito do 6leo essencial de Pimpinella anisum
popularmente conhecido como erva-doce em larvas jovens do besouro-da-batata (Leptinotarsa
decemlineata), constataram que a concentragdo residual do dleo essencial mostrou efetividade
no aumento da mortalidade larval em funcdo das concentracdes utilizadas no decorrer do tempo.
Logo, concentracbes residuais de Oleos essenciais podem apresentar diversas variagoes,
principalmente ao considerar a alta volatilidade dos diferentes tipos de componentes presentes
nos Oleos essenciais com rapida evaporagdo (Zarubova et al. 2015).

Como ja mencionado anteriormente, todos os 6leos e concentra¢des influenciaram a
viabilidade pupal quando as larvas foram tratadas no 3° instar. Nesse contexto, o 6leo de
citronela destaca-se por proporcionar maior mortalidade das pupas, atingindo a CLsg na
concentragéo de 423 (410-436) mg. mL* (Figura 2). Os 6leos essenciais de cravo e copaiba
proporcionaram menor mortalidade, indicando menor potencial para aplicacdes em larvas de
3° instar. Para todos os 6leos, maiores concentracdes proporcionaram maior mortalidade, e este
efeito ndo estabilizou até a maior concentracdo estudada, indicando que concentragfes mais
elevadas podem potencializar os efeitos inseticidas dos 6leos essenciais sobre larvas e pupas de

moscas-da-fruta, observados neste trabalho.
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Figura 2. Mortalidade Corrigida das Larvas (MLC) e mortalidade de Pupas (MPC) de mosca-
das-frutas (C. capitata) tratadas com diferentes concentracdes de 6leos de Citronela
(A), Cravo (B) e Copaiba (C) no 3° instar.

Brito et al., (2018) avaliaram os 6leos essenciais de Capim-limdo (Cymbompogon
citratus), Citronela (Cymbopogon nardus) e Nim (Azarirachta indica) no controle de Caruncho
(Acanthoscelides obtectus) e chegaram a conclusdo que entre os 6leos essenciais analisados o
de Citronela foi o que apresentou maior efeito na reducdo de sobrevivéncia desta praga,
corroborando com os resultados encontrados neste trabalho.

Pesquisas como a de Jeon et al., (2009) relataram atividade acaricida do geraniol, um
dos componentes do 6leo essencial de Citronela contra o acaro Tyrophagus putrescentiae. Além
disso, o geraniol também apresenta maior atividade inseticida e repelente quando confrontado
com outros compostos provenientes de espécies vegetais (Chen; Viljoen, 2010). Filomeno et
al., (2017) avaliaram a atividade inseticida dos 6leos essenciais de Corymbia spp. e Eucalyptus

spp. sobre Plutella xylostella e observaram que um dos principais componentes responsaveis
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pela atividade inseticida mais ativa é o citronelal, composto este abundante no 6leo essencial

de Citronela.

3.2. Aplicacdo Topica de Oleos Essenciais Adicionados de Fungos

Entomopatogénicos sobre C. capitata

Quando tratadas no estagio larval (3° instar) apenas o fator concentracdo influenciou
significativamente a mortalidade das larvas (F = <.0001) (Tabela 3). Este efeito esta
representado na Figura 3 e demonstra que maiores concentracoes de 6leos, independentemente
do tipo de 6leo ou tipo de fungo associado, promovem maior mortalidade nas larvas. Contudo,
a probabilidade maxima de mortalidade foi de apenas 0,13 na dose de 500 mg. mL™, indicando

pouca eficiéncia para o controle das larvas no 3° instar.
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Figura 3. Mortalidade das Larvas Corrigida (MLC) de mosca-das-frutas (C. capitata) tratadas
no 3° instar com diferentes concentracdes de 6leos de Citronela, Cravo, Copaiba e

fungos M. anisopliae e B. bassiana.

Ootani et al., (2016), estudando o efeito dos 6leos essenciais de Cymbopogon nardus,
Eucalyptus cytriodora e composto Citronelal em fungos presentes no armazenamento do feijao
Caupi, destacaram que o tratamento com 0s 0leos essenciais promove a inibicao dos fungos de
armazenamento. Vale ressaltar que a baixa mortalidade das larvas tratadas no 3° instar, nesta
pesquisa, provavelmente, esta relacionada com o maior nivel de resisténcia da larva e pela acdo
de inativacdo dos fungos promovida pelos compostos majoritarios presentes nos 6leos, visto
que os fungos B. bassiana e M. anisopliae sdo altamente virulentos contra moscas-das-frutas,
em especial C. capitata, podendo infectar fases de desenvolvimento do inseto (adultos, larvas

e pupas) por diferentes vias de exposic¢éo (Beris et al., 2013).
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A interagio tripla dos fatores Oleo vs Concentracio vs Fungo influenciou

significativamente na mortalidade de pupas tratadas no estagio pupal (F = <.0001) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de P (Pr > F) para os efeitos dos Oleos, Concentraco, Fungo e a interagéo

destes fatores sobre a Mortalidade de larvas tratadas no 3° instar e mortalidade de

Pupas tratadas no estagio pupal de C. capitata.

Efeitos 3° Instar Pupa

Oleo 0.6473 1.000

Concentragéo <.0001 0.0279
Oleo*Concentracéo 0.7897 0.0018
Fungo 0.3223 0.9853
Oleo*Fungo 0.6990 10.000
Concentragdo*Fungo 0.3145 0.0055
Oleo*Concentragido*Fungo 0.1795 <.0001

Maiores concentracdes de Oleo de citronela aumentaram progressivamente a
mortalidade das pupas, atingindo a CLso na concentragao de 424 (397-451) (Tabela 5). Apesar
da resisténcia promovida pela capsula pupal, a germinacdo do fungo M. anisopliae e possivel
penetracdo na capsula pode ter possibilitado a migracdo e acdo do Oleo de citronela nestas

condicdes experimentais.
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Figura 4. Mortalidade Corrigida das Pupas (MPC) de mosca-das-frutas (C. capitata) tratadas
com diferentes concentrac6es de 6leos de Citronela (Ci), Cravo (Cr) e Copaiba (Co)

e fungos M. anisopliae (A) e B. bassiana (B).
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Garrido-Jurado et al., (2011) estudando a acdo dos fungos entomopatogénicos B.
bassiana e M. anisopliae contra puparios de C. capitata, descrevem a mortalidade total de pupas
de C. capitata como significativamente menor no controle do que no solo tratado com ambos
os fungos.

S&0 poucos, o0s estudos sobre combinagdes de dleos essenciais e fungos para aumentar
a atividade bioldgica contra insetos pragas. Rosas-Garcia et al., (2018) ao estudar a atividade
biolégica de M. anisopliae e dleos essenciais de forma isolada e combinada contra o Psilideo
(Diaphorina citri), constataram que a mistura chegou a matar mais do que as aplicacdes

isoladas, e concluiu que a interagdo entre os componentes foi significativa.

Tabela 5. ConcentracBes Letais (CLso) (IC 5%) de 6leos de Citonela, Cravo e Copaiba
associados com fungos M. anisopliae e B. bassiana para larvas de 3° instar e pupas

de mosca-das-frutas (C. capitata).

Fungos Larvas Pupas
Citronela 424 (397-451)
Cravo Metarhizium anisopliae NC
Copaiba NC
. NC
Citronela NC
Cravo Beauveria bassiana NC
Copaiba NC

IC 5% = Intervalo de Confianca em até 5% de probabilidade de erro
NC = ndo calculado devido a baixa concentragdo-resposta

Oleos de cravo ou copaiba combinados com M. anisopliae e dleos de citronela, cravo
ou copaiba combinados com B. bassiana ndo diferiram entre si e promoveram baixa média geral
de probabilidade para morte das pupas (Figuras 4A e B). Consequentemente, ndo atingiram a
CLso, sendo a mortalidade média para a maxima dose-resposta (500 mg. mL™?) de apenas 9%
(média de probabilidade de 0.09).

4. CONCLUSOES

O oleo de citronela promove mortalidade de 50% das pupas com a concentragdo 423
(410-436) mg. mL™, quando a aplicado no 3° estadio larval.
Quando combinado com Metarhizium anisopliae, o 6leo de citronela causa elevada

mortalidade de pupas.
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ARTIGO Il

REPELENCIA DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE Ceratitis capitata (Wied.) 1824 E
SUAS IMPLICACOES NA QUALIDADE POS-COLHEITA DE FRUTOS DE Psidium

guajava L. ‘PALUMA’
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REPELENCIA DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE Ceratitis capitata (Wied.) 1824 E
SUAS II\/IPLICA(;OES NA QUALIDADE POS-COLHEITA DE FRUTOS DE Psidium
guajava L. ‘PALUMA’

RESUMO

As areas plantadas com goiaba no Brasil ultrapassam os 15 mil hectares, colocando o pais como
um dos maiores produtores mundiais dessa fruta. Um dos maiores problemas enfrentados na
producdo dessa frutifera se dé pelo ataque de pragas, com destaque para 0s danos causados pela
Ceratitis capitata. Os principais métodos de controle de C. capitata sdo baseados em aplicacdes
de inseticidas de amplo espectro. Contudo, efeitos negativos do uso desse tipo de controle
estimula o desenvolvimento de alternativas sustentaveis, como o uso de 6leos essenciais. Nesse
sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade repelente dos 6leos essenciais citronela
(Cymbopogon nardus), cravo (Syzygium aromaticum) e copaiba (Copaifera officinalis) sobre
C. capitata em frutos de goiaba var. ‘Paluma’ e determinar a influéncia destes na alteracéo da
qualidade pds-colheita. O estudo foi realizado no Laboratério de Zoologia de Invertebrados da
Universidade Federal da Paraiba, Areia-PB. Para os ensaios de repeléncia os frutos foram
tratados com Gleos essenciais de citronela, cravo e copaiba; e acondicionados em recipientes
plasticos tampados acoplados nas extremidades de arenas com dimensdes de 20 cm de diametro
e 15 cm de altura, a analise fisico-quimica dos frutos foi realizada com base nos mesmos 6leos
aplicados aplicados no teste de repeléncia. O 6leo essencial de C. nardus apresentou maior
repeléncia sobre as fémeas de C. capitata. A aplicacdo dos 6leos essenciais ndo influenciou
negativamente na qualidade dos frutos, pelo contrario, mostrou-se uma estratégia de

manutencdo da qualidade pds-colheitas destes.

Palavras-chave: Controle Bioldgico, Inseticidas Alternativos, Moscas-das-Frutas.
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ESSENCE OF ESSENTIAL OILS ON Ceratitis capitata (WIED.) 1824 AND ITS
IMPLICATIONS ON POSTHARVEST QUALITY OF Psidium guajava L. ‘PALUMA’
FRUIT

ABSTRACT

Guava planted areas in Brazil exceed 15,000 hectares, making the country one of the world's
largest producers of this fruit. One of the biggest problems faced in the production of this fruit
is the pest attack, especially the damage caused by Ceratitis capitata. The main C. capitata
control methods are based on broad spectrum insecticide applications. However, negative
effects of using this type of control stimulate the development of sustainable alternatives, such
as the use of essential oils. In this sense, the present work aimed to evaluate the repellent activity
of citronella (Cymbopogon nardus), clove (Syzygium aromaticum) and copaiba (Copaifera
officinalis) essential oils on C. capitata in guava fruits var. 'Paluma’ and determine their
influence on postharvest quality change. The study was conducted at the Invertebrate Zoology
Laboratory of the Federal University of Paraiba, Areia-PB. For the repellency tests the fruits
were treated with citronella, clove and copaiba essential oils; and packed in capped plastic
containers coupled at the ends of arenas with dimensions of 20 cm in diameter and 15 cm in
height, the physicochemical analysis of the fruits was performed based on the same applied oils
applied in the repellency test. C. nardus essential oil presented higher repellency on C. capitata
females. The application of the essential oils did not negatively influence the quality of the

fruits, on the contrary, it proved to be a strategy of maintaining their postharvest quality.

Keywords: Alternative Insecticides, Biological Control, Fruit Flies.
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1. INTRODUCAO

A goiaba (Psidium guajava L.) pertence a familia Myrtaceae, e é amplamente cultivada
em areas tropicais e subtropicais. Os frutos desta planta sdo utilizados para multiplos fins,
devido ao seu sabor agradavel e valor nutricional (Wang et al., 2018), 0 que permite sua entrada
em diversos nichos de mercado (Moon et al., 2018). O Brasil € um dos maiores produtores
mundiais de goiaba, com 15,2 mil hectares de area plantada e rendimento médio de 22,7 t. ha*
(Gomes et al., 2017), sendo essa espécie cultivada principalmente nas regides Nordeste e
Sudeste do pais (Iha et al., 2018).

E uma das frutas mais infestadas no pais por Ceratitis capitata (Wied., 1824) (Diptera:
Tephritidae) (Maciel et al., 2017), além dessa frutifera, mais de 300 espécies de plantas foram
listadas como hospedeiras dessa praga que pode causar perdas de até 100% de uma cultura
(Goldshtein et al., 2017). O dano é causado tanto pelos adultos quanto pelos estagios larvais de
C. capitata; as fémeas perfuram a superficie dos frutos e realizam a oviposi¢éo, abrindo espaco
para a entrada de microrganismos patogénicos; as larvas por sua vez se alimentam da polpa dos
frutos, comprometendo sua qualidade comercial (Gabrieli; Scolari, 2016; James et al., 2018).

Os principais métodos de controle para insetos-praga sdo baseados em aplicacdes de
inseticidas de amplo espectro, concentrando-se principalmente nas formas adultas (Dolinski,
2016). No entanto, esse estagio compreende apenas de 5 a 10% da populacdo de C. capitata, 0
que leva aplicagdes frequentes de inseticidas durante todo o periodo de frutificacdo (Goldshtein
et al., 2017). O uso de inseticidas, frequentemente pode gerar problemas, como a mortandade
de inimigos naturais, uma vez que a maioria desses produtos ndo € seletivo (Liu et al., 2018),
além de levar ao desenvolvimento de resisténcia por parte dessa praga (Benelli et al., 2012;
Rizvi et al., 2018).

Os efeitos negativos do uso do controle quimico no manejo de pragas estimularam o
desenvolvimento de alternativas sustentaveis (Dolinski, 2016), dentre elas o uso de 6leos
essenciais. Jankowska et al. (2018) afirmam que aproximadamente 1500 espécies de plantas
possuem Oleos essenciais com propriedades inseticidas e séo eficazes em diversas formas de
insetos.

Oleos essenciais ou seus compostos quimicos podem atrair insetos benéficos ou repelir
insetos indesejaveis (Liu et al., 2018). Além disso, esses materiais sdo biodegradaveis, ndo
deixando residuos toxicos, por isso sdo potencialmente adequados para uso em programas de

manejo integrado (L6pez et al., 2011).
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Alguns estudos sobre as propriedades inseticidas de 6leos essenciais relataram a atividade
repelente do 6leo essencial de Allium tuberosum (Gao et al., 2019), Cinnamomum zeylanicum
e Syzygium aromaticum (Plata-Rueda et al., 2018) e a acdo letal de Artemisia absinthium (Rizvi
et al., 2018) contra pragas agricolas. Para C. capitata, Lopez et al. (2011) observaram efeito
repelente de Oleos essenciais de Tagetes minuta e Tagetes filifolia.

Além do efeito dos 6leos essenciais sobre 0s insetos praga, é preciso conhecer qual a
implicacdo do uso desses materiais na pds-colheita dos frutos tratados, visto a necessidade de
ndo se comprometer a qualidade destes. Trabalhos como os de Botelho et al. (2016), observaram
que a associacdo de fécula de mandioca e Oleo essencial de canela foram eficientes na
manutengdo da qualidade da goiaba em temperatura ambiente e sob atmosfera modificada,
prolongando a vida Util dos frutos. No entanto, trabalhos que avaliem a qualidade de frutos
tratados com Oleos essenciais visando efeito inseticida ainda sdo escassos. Nesse sentido, 0
presente trabalho objetivou avaliar a atividade repelente dos 6leos essenciais de Copaifera
officinalis, Syzygium aromaticum e Cymbopogon nardus sobre C. capitata em frutos de goiaba

‘Paluma’ e determinar a influéncia destes na qualidade pos-colheita.
2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Zoologia de Invertebrados (LABZOO
Invertebrados) do Departamento de Ciéncias Bioldgicas pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia-PB. Foram realizados
ensaios de repeléncia de 6leos essenciais em C. capitata, através de aplicacdes dos 6leos em
frutos de goiaba e avaliado a interferéncia deste tratamento na qualidade dos frutos através de
analise fisico-quimica.

2.1. Criagdo e Manutencéo de C. capitata

Os insetos utilizados no experimento foram provenientes da criagdo estoque
desenvolvida em dieta artificial (Tabela 1), mantida no Laboratério de Zoologia dos
Invertebrados da Universidade Federal da Paraiba, CCA, Areia — PB, a temperatura média de

25 + 2°C, umidade relativa do ar 70 + 10% e fotofase de 12 horas, conforme métodos descritos
por Brito (2007).

42



Tabela 1. Dieta artificial para o desenvolvimento larval de C. Capitata

Ingredientes Massa ()
Levedo de cerveja 120,0
Cenoura crua 600,0
Nipagin (Antifangico) 4,0

Os adultos foram mantidos em gaiolas teladas com voil, colocadas sobre bandejas com
agua para coleta dos ovos. Os adultos eram alimentados diariamente com solucéo de agua e mel
a 15%, através de um chumaco de algoddo colocado na parte superior da gaiola. Os ovos
coletados eram dispostos sobre a dieta artificial em potes plasticos. A infestacdo dos ovos na
dieta foi feita entre 24 a 48 horas depois da coleta. Ap6s 10 a 15 dias de infestacdo na dieta, 0s
recipientes contendo as larvas foram transferidos para bandejas plasticas, contendo areia
esterilizada para obtencdo das pupas, estas, foram transferidas para as gaiolas, reiniciando o

ciclo bioldgico.
2.2. Ensaio de Repeléncia com Chance de Escolha

Nesse estudo foram utilizados frutos de goiaba P. guajava L. ‘Paluma’ em estadio inicial
de maturacdo fisiologica, higienizados com agua e hipoclorito de sodio a 0,1% por 10 minutos,
secos sobre papel absorvente a temperatura ambiente (25°C). Os 6leos essenciais de Citronela
C. nardus (L.) Rendle (1899), Cravo S. aromaticum (L.) Merrill & Perry (1989) e Copaiba C.
officinalis L. (1762), foram diluidos em agua destilada, nas concentracfes de 0 (testemunha),
100, 200, 300, 400 e 500 mg. mL*. As goiabas foram imersas nos tratamentos/concentragdes
por um periodo de 1 minuto e colocadas para secagem em bandejas plasticas. ApoOs esse
periodo, os frutos foram acondicionados em recipientes plasticos tampados e acoplados nas
extremidades das arenas, cobertas com tecido voil na parte superior e com plastico na
extremidade inferior, semelhante a descrita por Botelho et al. (1973) (Figura 1). Na regido
central das arenas foram liberadas 40 fémeas sexualmente maduras e recém acasaladas, um dia
apos o inicio da oviposicéo.

A cada avaliacdo contou-se 0 numero de individuos que estavam presentes nos
recipientes com os frutos tratados. Apos liberacdo dos insetos foi realizada contagem a cada
hora, durante as seis primeiras horas e ap0s as 12h, 24h, 48h e 72h da liberacdo das fémeas no

interior das arenas.
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Para cada tratamento/concentragdo foram realizadas 5 repeticGes. Cada repeticdo foi
constituida de quatro frutos, um para cada tratamento (6leo/concentracdo), mais testemunha
(grupo ndo tratado). Assim, foram utilizados 100 frutos distribuidos em 25 arenas.

Figura 1: Apresentacdo do esquema organizado da arena para confinamento dos adultos de C.
capitata
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> i
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2.2.1. Analise Estatistica

bl

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se modelo linear
generalizado e considerando-se a distribuicdo Beta. De acordo com a significancia do teste F,
aplicou-se andlise de superficie de resposta para os efeitos das doses de cada 6leo vs tempo de

exposicdo. Utilizou-se o software estatistico SAS® University Edition (2015).
2.3. Andlise Fisico-Quimica dos Frutos

Nesta pesquisa foram utilizados frutos de goiaba P. guajava L. ‘Paluma’ em estadio
inicial de maturacdo, higienizados da mesma forma do subtdpico (2.2). Foi utilizada a
concentracdo maxima de 500 mg. mL™ dos dleos essenciais de citronela, cravo e copaiba,
diluidos em &gua destilada, para recobrimento dos frutos e um grupo ndo tratado,

correspondendo a testemunha. Os pardmetros analisados foram:

Perda de Massa (%0): Foi determinada através da pesagem de todas as unidades experimentais
no inicio do armazenamento e diariamente, durante 12 dias. A partir desses dados, foi calculado
o0 porcentual de perda de massa em funcdo da diferenca de peso ao longo do periodo de 12 dias

(armazenamento).

Coloracio da Casca: Aferida através de avaliagio objetiva, com colorimetro digital Minolta®
Color Reader CR-10, expressando a cor nos parametros: L* (correspondente a

claridade/luminosidade); a* (transicdo da cor verde (-a*) para a cor vermelha (+a*) e b*
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(transicéo da cor azul (-b*) para a cor amarela (+b*), onde quanto mais distante do centro (=0),

mais saturada a cor (Calbo, 1989).

pH: Determinado utilizando um pHmetro digital, sendo inserido o eletrodo em solucédo

contendo 5 £ 0,5 g do material, diluidos em 50 mL de agua destilada.

Sélidos Soluveis (SS): Determinado por leitura direta com refratbmetro tipo Abbe digital,
ATAGO N1 de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz - IAL (2008).

Acidez Titulavel: (AT — g. &cido citrico.100 g* de polpa), determinado por titulometria com
solucdo de NaOH 0,1M com indicador fenolftaleina até obtencdo de coloracdo roseo claro
permanente, utilizando 5 g da amostra em 50 mL de agua destilada conforme método do
Instituto Adolfo Lutz - IAL (2008).

Acido Ascérbico: determinado por titulometria, utilizando-se solu¢do de DFI (2,6-dicloro-
fenol-indofenol 0,002 %) e acido oxalico 0,5% como solucdo extratora, conforme Strohecker e
Henning (1967).

2.3.1. Andlise Estatistica

Utilizou-se o delineamento experimental do tipo DIC com 4 repeticdes, avaliando a
casca e polpa dos frutos, sendo realizado em esquema fatorial 4x5x2, contendo 4 tratamentos,
e 5 periodos de armazenamento, sendo avaliados durante 12 dias de armazenamento, a cada 3
dias, sob temperatura ambiente 22+2 °C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Ensaio de Repeléncia com Chance de Escolha

Houve efeito significativo dos diferentes éleos (P = <.0001), suas concentracdes (P =
<.0001), do tempo de exposicao (P = <.0001) e interagdo 6leos vs concentracdes (P = <.0001).
A aplicacdo do 6leo de citronela promoveu maior repeléncia da mosca-das-frutas se comparado
com a aplicacéo dos 6leos de cravo e copaiba. O aumento na concentracgao do 6leo de citronela
aumentou continuamente o potencial de repeléncia, resultando em 0 a 5% de moscas visitantes
a partir da concentracio de 200 mg. mL™. Este efeito foi mantido durante as 72 horas de
avaliacdo. O aumento nas concentracfes de 6leo de cravo também aumentou o percentual de
repeléncia, mas com o passar do tempo este efeito foi perdido e o percentual de moscas
visitantes foi similar ao tratamento testemunha. Da mesma forma, o tratamento com 6leo de

copaiba néo reduziu ou teve baixo efeito sobre o nimero de moscas visitantes.
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Figura 2. Repeléncia de mosca-das-frutas C. capitata determinada pelo percentual de moscas
que visitaram os frutos tratados com um dos diferentes tipos de éleos (Citronela,

Cravo e Copaiba), nas suas diferentes concentrac6es e durante o tempo de exposicao.

O oleo de citronela apresenta uma alta atividade inseticida contra moscas-das-frutas
principalmente pela presenca de dois importantes compostos bioativos (citronellal e geraniol)
(Arancibia et al., 2013). O monoterpeno citronelal presente no éleo de citronela tem acédo
inseticida e repelente cientificamente reconhecida, colocando este 6leo em destaque para 0 uso
como pesticida em cultivos organicos (Koul et al., 2008; Regnault-Roger et al., 2012). Além da
acdo como inseticida, o 6leo de citronela apresenta uma répida volatilidade (Arancibia et al.,

2013), que associado a sua grande acao repelente de insetos, resultou nos menores percentuais
de individuos desde o inicio da liberacao.
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3.2. Anélise fisico-quimica dos frutos

Houve diferenca significativa entre os tratamentos e o periodo de armazenamento para
a perda de massa (Figura 3). Os frutos da testemunha apresentaram 0s maiores percentuais dessa
variavel, com cerca de 20% de reducdo. Resultados que corroboram com 0s observados por
Botelho et. Al. (2016), que ao analisarem as respostas pds-colheita da goiaba cv. “Pedro Sato”
submetida a diversos tratamentos, entre eles o uso de 6leos essenciais, observaram resultados

de perda de massa dos frutos do controle préxima a esse estudo.

——T1 = Testemunha -+ T2 = Citronela
- 4 =T3 =Copaiba - »:-T4 =Cravo
¥T1=1,9925**x + 0,7904 R? = 0,9914
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Figura 3. Perda de massa de frutos de Goiaba tratadas com 6leos de Citronela, Cravo e Copaiba
para repeléncia de moscas-das-frutas (C. capitata).

Os tratamentos que foram recobertos por 6leos essenciais, apresentaram menores valores
dessa variavel. A perda de peso dos frutos esta relacionada principalmente com respiracéo e
transferéncia de umidade através de sua superficie (Joshi et al., 2017). Como o0s 6leos essenciais
sdo hidrofobicos e compativeis com a camada externa da fruta, podem formar uma barreira
protetora contra a perda de agua, reduzindo assim a perda de massa (Sangsuwan et al., 2016).

Frutos recobertos com 6leo essencial de cravo e copaiba obtiveram valores que variaram
de 5 a 13%, sendo os menores. Joshi et al. (2017) verificaram a superioridade do éleo de cravo
na manutencdo da vida de armazenamento e na qualidade pos-colheita do mamé&o papaia, sendo
0s tratamentos com a utilizagdo desse 6leo, 0s que apresentaram as menores taxas de perda de
massa.

O brilho da casca (L*) dos frutos de goiaba foi influenciado significativamente (p<0,001)
apenas pelo periodo de armazenamento (Figura 4). Os maiores valores dessa variavel foram

obtidos no 9° dia de armazenamento (69), registrando redugdo no 12° dia (66), valores ainda
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assim superiores aos observados por Murmu e Mishra (2018), para a goiaba Cv. Baruipur ao
21° dia sob diferentes revestimentos a base de goma arabica, caseinato de sodio e 6leo essencial

de canela e capim-limé&o, aonde foram encontrados valores de L* entre 41,23 e 60,29.

~
o
J

(L%
D OO O O O
g o N o ©
1 1 1 1

(o))
=
|

§ =-0,1083**x? + 1,6029x + 63,215
R?=0,8108

Coloragéo da Casca (L*

D O
N W
4 1

0 2 4 6 8 10 12
Armazenamento (Dias)

Figura 4. Coloracdo de Casca (L*) de frutos de Goiaba tratadas com 6leos de Citronela, Cravo
e Copaiba para repeléncia de moscas-das-frutas (C. capitata) em funcéo do tempo de
armazenamento.

Para a transicdo da coloracdo verde para o avermelhado (a*) houve efeito isolado do
periodo de armazenamento e dos tratamentos empregados (Figura 5 A e B). Os frutos
apresentaram perda na cor verde e desenvolvimento da cor amarela a partir do 6° dia. Resultados
proximos aos reportados por Rodrigues et al. (2018), que observaram essa transicdo da
coloragdo ao 4° dia em goiabas ‘Paluma’ revestidas com amido de sementes de jaca.

Entre os tratamentos, a testemunha atingiu a coloracdo amarelada mais rapidamente,
apresentando maiores valores de a*. Os 6leos de copaiba e cravo foram os que mais retardaram
a transigéo de coloracéo, levando a uma evolugdo mais lenta do a*. Resultados que atestam a
influéncia positiva do uso dos éleos essenciais na manutencdo da qualidade dos frutos de
goiaba.
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Figura 5. Coloracédo de Casca (a*) de frutos de Goiaba em fungdo do tempo de armazenamento
(5-A) e tratamento com oOleos de Citronela, Cravo e Copaiba para repeléncia de
moscas-das-frutas (C. capitata) (5-B).

Choi et al. (2016) em estudo com ameixas, também observaram atraso na alteracéo de
cor desses frutos quando estes foram submetidos a tratamentos com revestimento de
hidroxilprorilmetilcelulose incorporada com Oleos essenciais de orégano e bergamota,

aumentando assim o tempo de vida p6s-colheita.
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Figura 6. Coloracdo de Casca (b*) de frutos de Goiaba tratadas com 6leos de Citronela, Cravo
e Copaiba para repeléncia de moscas-das-frutas (C. capitata) em func¢éo do tipo de
tratamento.

O pardmetro b* da casca foi influenciado significativamente apenas pelos tratamentos
(Figura 6). Para essa variavel, o 6leo de copaiba apresentou os menores valores, embora
estatisticamente tenha sido igual aos demais oléos. De toda forma, a aplicacdo de oléo de
copaiba levou a um maior retardo na maturacéo dos frutos, com desenvolvimento mais lento da
coloragéo amarela.

A goiaba apresenta natureza climatérica, assim, a utilizacdo de revestimentos como 0s

oOleos essenciais, podem retardar o seu processo de amadurecimento, uma vez que ocorrerd uma
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modificacdo na composigéo interna de gas devido as alteracdes na permeabilidade da casca do
fruto, evento que leva a mudangas na producdo de Oz, CO: e etileno (Sivakumar; Bautista-
Barios, 2014). Trabalhos como o de Shirzadeh e Kazemi (2012) utilizando 6leo essencial de
menta em frutos de macd, comprovam a reducdo nas taxas de producdo de etileno derivada da
aplicacdo desses materiais, o que influencia diretamente no prolongamento do tempo de
prateleira desses frutos.

O pH da casca variou 4 a 5, com maiores valores sendo observados na testemunha
(Figura 7 - A). O pico desse parametro foi observado ao 6° dia para todos os tratamentos.
Observou-se uma forte reducdo dessa variavel no 12° dia, principalmente para o 6leo de
citronela, indicando possivel efeito dos componentes desse 6leo essencial sobre a atividade

metabolica dos frutos (Perdones et al., 2012).

——T1 = Testemunha ---#-- T2 = Citronela
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Figura 7. pH da casca (7-A) e da polpa (7-B) de frutos de Goiaba tratadas com o6leos de
Citronela, Cravo e Copaiba para repeléncia de mosca-das-frutas (C. capitata).

De acordo com a legislacédo vigente (Brasil, 2018), o pH da polpa da goiaba utilizada
nesta pesquisa, se manteve dentro do Padrdo de Identidade e Qualidade (PIQ), que é de no
minimo 3,5 unidades de pH. Para o pH da polpa (Figura 7-B), observou-se efeito significativo
entre os tratamentos e o periodo de armazenamento. Os valores da testemunha comportaram-se
de forma decrescente em comparacdo aos demais tratamentos. A polpa dos frutos recobertos
com Oleo essencial de citronela apresentou 0 mesmo comportamento observado para a casca,
apresentando os menores valores de pH. Resultados diferentes foram reportados por Aquino et
al. (2015) para goiabas com revestimento de quitosana, amido de mandioca e 0leo essencial de

Lippia gracilis, aonde os valores de pH foram significativamente menores para os tratamentos
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com aplicagdo de revestimento do que para o tratamento controle, aos 10 dias de
armazenamento sob temperatura ambiente.

Deve-se destacar a importancia do pH para o desenvolvimento de alguns tipos de pragas
em frutiferas. Estudos como o de Lee et al. (2016), que analisaram a susceptibilidade de frutos
de framboesa a Drosophila suzukii, uma importante praga de pequenos frutos, mostraram que
a probabilidade de oviposicdo aumentou a medida que os frutos analisados aumentaram seu pH.
Para o presente estudo, a ndo adicdo de Oleos essenciais, na maioria do periodo de
armazenamento resultou em maiores valores de pH, quando comparado com os tratamentos
com os 0leos de citronela, copaiba e cravo.

O pH da polpa dos frutos submetidos a aplicagdo de 6leos essenciais, independente do
tipo, ficou dentro dos limites observados por outros estudos com goiaba cuja finalidade foram
aspectos de melhoria na producéo e pos-colheita (Aquino et al., 2015; Rocha et al., 2016; Yadav
etal., 2017).

O teor de solidos soltveis (%) nos frutos foi influenciado significativamente (p<0,001)
apenas pelo periodo de armazenamento (Figura 8), registrando-se reducdo dessa variavel ao fim

do tempo de experimento.
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Figura 8. Sdlidos solUveis de frutos de Goiaba tratadas com Oleos de Citronela, Cravo e
Copaiba para repeléncia de mosca-das-frutas (C. capitata) em funcdo do tempo de
armazenamento.

Valores de solidos sollveis superiores aos aqui encontrados foram observados por

Rodrigues et al. (2018), que para a goiaba ‘Paluma’ apos 20 dias de armazenamento a 10 °C,

encontraram percentual de sélidos soltveis entre 13,5 e 14,41. Valores superiores também

foram reportados por Rana e Siddiqui (2018), que observaram valores maximos para esse
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parametro de 10,4 % ao 6° dia para goiabas cv. Hisar Safeda submetidas a diferentes
embalagens individuais.

A acidez titulavel da casca foi influenciada pelos tipos de tratamento e pelo periodo de
armazenamento (Figura 9). Observou-se uma tendéncia de crescimento desse parametro no
decorrer do periodo experimental, com os maiores valores sendo registrados no 12° dia. Entre
0s Oleos essenciais, o 6leo de citronela conferiu a menor acidez titulavel, sendo esse valor
observado no 6° dia, porém, ao final do periodo, os menores valores estiveram associados ao
uso de oleo de cravo. Valores superiores aos observados nesse estudo foram descritos por
Rodrigues et al. (2018) para a goiaba ‘Paluma’ sob diversas formulag¢des de recobrimento, no
qual os valores dessa variavel se mantiveram maiores que 0,6 g de acido citrico.100g™ durante

todo o periodo de armazenamento.
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Figura 9. Acidez titulavel da casca de frutos de Goiaba tratadas com 6leos de Citronela, Cravo

e Copaiba para repeléncia de mosca-das-frutas (C. capitata).

Os valores encontrados para a acidez titulavel da polpa encontrados neste trabalho estdo
em sua grande maioria acima do valor minimo do PIQ (Padréo de Identidade e Qualidade), para
a polpa de goiaba, que é de 0,4 mg ac. citric. 100g (Brasil, 2018). Para a acidez titulavel da
polpa (Figura 10), observou-se efeito apenas do periodo de armazenamento. Registrou-se um
leve decréscimo até o 6° dia seguido de um aumento no 9° e 12° dia, 0 que deixou a acidez
titulavel dos frutos em patamar préximo ao verificado no dia 0. Choudhary e Jain (2018)
também observaram uma tendéncia de frutos de goiaba recobertos com diferentes dosagens de

selénio em reduzir sua acidez titulavel com o aumento do periodo de armazenamento.
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Figura 10. Acidez titulavel da polpa de frutos de Goiaba tratadas com 6leos de Citronela, Cravo
e Copaiba para repeléncia de mosca-das-frutas (C. capitata) em funcdo do tempo de

armazenamento.

Os teores de é&cido ascérbico da casca foram influenciados pelo periodo de
armazenamento e pelos tratamentos (Figura 11). Embora inicialmente a testemunha tenha
apresentado os menores valores, ao fim do 12° dia esse tratamento apresentou teores de acido

ascorbico superior aos tratamentos que utilizaram 6leos essenciais.
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Figura 11. Teor de &cido ascorbico da casca de frutos de Goiaba tratadas com o6leos de
Citronela, Cravo e Copaiba para repeléncia de mosca-das-frutas (C. capitata).
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De maneira geral, observou-se reducdo dessa variavel no decorrer do periodo
experimental. Com o aumento do tempo de armazenamento a quantidade de acido ascorbico na
casca decai devido a instabilidade desse composto, principalmente sob armazenamento rigoroso
em termos de luz, temperatura, umidade e doencas (Fatemi et al., 2011), o que para o presente
trabalho parece ter sido evidenciado mais fortemente pelo 6leo de cravo.

Os teores de acido ascorbico encontrados nesta pesquisa mantiveram-se em sua maioria
acima do minimo exigido pelo Padréo de Identidade e Qualidade (PIQ), para a polpa de goiaba
que é de 24 g.100g* (Brasil, 2018). Na polpa dos frutos, os teores de &cido ascorbico assim
como observado para a casca, foram influenciados pelo tempo de armazenamento e pelos
tratamentos (Figura 12). Resultados contrastantes com os observados por Murmu e Mishra
(2018) para a goiaba Cv. Baruipur, que sob diferentes tipos de revestimentos, teve o seu teor

acido ascorbico influenciado apenas pelo periodo de armazenamento.

—+—T1 = Testemumnha s T2 = Citronela
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Figura 12. Teor de acido ascorbico na polpa de frutos de Goiaba tratadas com Oleos de
Citronela, Cravo e Copaiba para repeléncia de mosca-das-frutas (C. capitata).

No 12° dia, os maiores valores dessa variavel foram observados para o tratamento com
oleo de citronela, e ndo para o controle, como visto para a casca dos frutos. Ademais, entre 0 9°
e 0 12° dia observou-se aumento dos teores de &cido ascorbico para todos os tratamentos,
tendéncia diferente do que vinha acontecendo nos dias anteriores.

O tratamento com 6leo de citronela no dia 0 exibiu teores de 53,50 mg 100g™ de 4cido

ascorbico, e apesar da reducéo, no 12° apresentou 51,97 mg 100g™. Dessa forma, mostrou-se
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como o tratamento mais eficiente para manter os niveis desse &cido, que é responsavel por
eliminar os radicais livres no fruto, evitando assim o dano oxidativo e prolongando a vida pés-

colheita durante o armazenamento (Nair et al., 2018).

4. CONCLUSOES

O oleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus) apresenta maior atividade de
repeléncia sobre as fémeas de Ceratitis capitata.
A aplicacdo de dleos essenciais ndo influencia na qualidade dos frutos, pelo contrério,

mostra-se como uma estratégia de manutencédo da qualidade pés-colheita.
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