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RESUMO

A soja € uma oleaginosa com inumeras finalidades de consumo, esta interligada
diretamente com a economia do Brasil, servindo para a diversos produtos alimenticios
e ainda na elaboracao de farelos e ra¢des na alimentacédo animal. No entanto, com a
expansdo dessa cultura no pais veio diversas pragas, com destaque ao percevejo-
marrom Euschistus heros, que afeta a cultura, atingindo varios estagios de
desenvolvimento, comprometendo a formagéao das vagens. Em fungéo disso, para
controle da espécie tem sido utilizados inseticidas quimicos que, sua aplicacao
frequentemente ignora estratégias de controle de pragas, promovendo a resisténcia
nos insetos-praga. Como alternativa, inseticidas bioracionais, como os fitoinseticidas,
podem ser utilizados, uma vez que sdo menos toxicos e persistentes no ambiente.
Assim, esta pesquisa tem como objetivo: 1) investigar a acdo de fitoinseticidas a base
de plantas da familia Piperaceae como possivel alternativa ao controle de ovos e
ninfas recém eclodidas do percevejo-marrom. Foram realizados experimentos com
Oleos essenciais de folhas de Piper hispidum, Piper marginatum e Piper aff.
divaricatum. As folhas foram secas em estufa de fluxo de ar forgado a 40 °C e moidas
até atingirem baixa granulometria. O material vegetal obtido foi extraido por
hidrodestilacao e arraste a vapor d'agua, utilizando o aparelho de Clevenger, durante
quatro horas. Para os bioensaios inseticidas, foram utilizados ovos do percevejo E.
heros provenientes de criacfes estabelecidas em laboratério. Foram testadas cinco
concentracdes dos 6leos essenciais das trés espécies de Piper (0,25%, 0,5%, 1,0%,
2,0% e 4,0%) e dois tratamentos controle (um com agua e outro com o solvente
acetona), sobre ovos do percevejo. Todos 0s ensaios foram mantidos em camara
climatizada BOD, a 25 + 1°C, fotofase de 14 horas e UR a 70%. Observou-se que as
trés espécies estudadas apresentaram efeitos inseticidas sobre ovos do percevejo-
marrom e efeito letal nas ninfas eclodidas. Piper marginatum se destacou entre as
plantas estudadas, pois causou alta inviabilidade de ovos da praga. 2) O segundo
capitulo avaliou o efeito fitoinseticida de 6leos essenciais de Piper sobre imaturos de
Telonomus podisi. Foram realizados bioensaios no pré e pés-parasitismo, com sete
tratamentos e 10 repeticbes cada, sendo feitos em delineamento inteiramente
casualizado. Os tratamentos foram dois controles (Agua T1; acetona T2) e cinco
concentracfes dos 6leos essenciais de cada espécie (0,25%T3, 0,5%T4, 1,0%T5,
2,0%T6 e 4,0%T7). O experimento pré-parasitismo resultou em menor emergéncia de
parasitoides em relacdo aos controles, bem como influenciou na razao sexual. No pos-
parasitismo, com excecdo dos tratamentos T6 e T7, nos quais ndo se verificou
emergéncia de parasitoides para as trés espécies de Piper pesquisadas, observou-se
reducdo na emergéncia de T. podisi, mas ndo afetou a razdo sexual. Os Oleos
essenciais das Piperaceae estudadas aqui, com destague a P. marginatum, sao
promissores no controle de E. heros, demonstrando atividade ovicida e efeito letal em
ninfas de primeiro instar. Portanto, esses 0leos representam importante e promissora
alternativa ao uso de inseticidas quimicos, sendo um fitoinseticida de baixo impacto
ambiental.

Palavras-chave: Euschistus heros, Piper, Telenomus podisi, inseticidas botanicos.



ABSTRACT

Soybean is an oilseed with numerous consumption purposes, it is directly
interconnected with the Brazilian economy, serving for various food products and also
in the preparation of bran and animal feed. However, with the expansion of this culture
in the country came several pests, especially the brown stink bug Euschistus heros,
which affects the culture, reaching various stages of development, compromising the
formation of pods. As a result, chemical insecticides have been used to control the
species. Their application often ignores pest control strategies, promoting resistance
in insect pests. As an alternative, biorational insecticides, such as phytoinsecticides,
can be used, since they are less toxic and persistent in the environment. Thus, this
research aims to: 1) investigate the action of plant-based phytoinsecticides from the
Piperaceae family as a possible alternative to control eggs and newly hatched nymphs
of the brown stink bug. Experiments were carried out with essential oils from leaves of
Piper hispidum, Piper marginatum and Piper aff. divaricatum. The leaves were dried in
a forced air flow oven at 40 °C and ground until they reached low granulometry. The
plant material obtained was extracted by hydrodistillation and steam dragging, using
the Clevenger apparatus, for four hours. For the insecticidal bioassays, E. heros stink
bug eggs from farms established in the laboratory were used. Five concentrations of
essential oils from the three Piper species were tested (0.25%, 0.5%, 1.0%, 2.0% and
4.0%) and two control treatments (one with water and the other with acetone solvent),
on bed bug eggs. All assays were kept in a BOD climatized chamber at 25 + 1°C, 14-
hour photophase and 70% RH. It was observed that the three species studied had
insecticidal effects on brown stink bug eggs and a lethal effect on hatched nymphs.
Piper marginatum stood out among the plants studied, as it caused high inviability of
pest eggs. 2) The second chapter evaluated the phytoinsecticidal effect of Piper
essential oils on Telonomus podisi immatures. Bioassays were carried out before and
after parasitism, with seven treatments and 10 repetitions each, in a completely
randomized design. The treatments were two controls (water T1; acetone T2) and five
concentrations of essential oils of each species (0.25%T3, 0.5%T4, 1.0%T5, 2.0%T6
and 4.0% T7). The pre-parasitism experiment resulted in a lower emergence of
parasitoids compared to controls, as well as influencing the sex ratio. In post-
parasitism, with the exception of treatments T6 and T7, in which there was no
emergence of parasitoids for the three Piper species studied, there was a reduction in
the emergence of T. podisi, but it did not affect the sex ratio. The essential oils of the
Piperaceae studied here, especially P. marginatum, are promising in the control of E.
heros, demonstrating ovicidal activity and lethal effect on first instar nymphs.
Therefore, these oils represent an important and promising alternative to the use of
chemical insecticides, being a phytoinsecticide of low environmental impact.
Keywords: Euschistus heros, Piper, Telenomus podisi, botanical insecticides.



INTRODUCAO GERAL

A soja, Glycine max (L.) Merrill, € uma das culturas de maior relevancia
econdmica no mundo, sendo responsavel por cerca de mais da metade da producéo
mundial de 6leo vegetal e proteinas (ZULIN, 2016). Em decorréncia do fenémeno La
Nind em regides produtoras, com reducdo na precipitacdo, houve uma reducao na
producédo (10,2%) e na produtividade (14,1%) da safra 2021/2022 em comparagao a
safra de 2020/2021 no Brasil (CONAB, 2022). Ainda assim, de acordo com a CONAB
(2022), houve aumento (4,5%) na area total plantada fazendo o pais alcancar a marca
de 124.047,8 milhdes de toneladas nessa safra. De acordo com o IMEA, o estado de
Mato Grosso € responsavel por mais de 30% da soja brasileira, com um total de
41.513.693 milhdes de toneladas.

Na soja, a utilizacdo demasiada de inseticidas sintéticos deve-se aos danos
provocados por insetos-pragas, desde a germinacdo até o momento da colheita
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Entre estes insetos, destacam-se 0s percevejos
fitéfagos que, devido aos altos niveis populacionais e por se alimentarem diretamente
dos gréos, permitem a propagacao de doencas e reduzem a qualidade das sementes
(FERREIRA; PANIZZI, 1999; BELORTE et al., 2003; PANIZZI et al., 2012).

Somada ao crescimento do cultivo da soja na regido Centro-Oeste do Brasil, a
expansao e migracao do percevejo marrom, Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera:
Pentatomidae) também tem ocorrido de forma consideravel, principalmente por esta
espécie ser adaptada as regides de clima tropical (CORREA-FERREIRA; PANIZZI,
1999; SILVA et al., 2014; CONTE et al., 2015). Nao obstante, E. heros costumava
completar quatro geracgdes por ano no sul do Brasil (PANIZZI, 1997), hibernando sob
folhnas mortas durante o inverno ameno (PANIZZI; NIVA, 1994). No entanto, com a
adocao massiva pelos produtores de sistemas de plantio direto e com a introducéo de
culturas mudltiplas, geracBes adicionais foram surgindo, favorecendo o aumento
populacional desta praga, expandindo pelo territério brasileiro até a Argentina
(SALUSO et al., 2011).

Panizzi (2015) relata que a distribuicdo Neotropical, do percevejo marrom E.
heros, inclui parte da Argentina, Paraguai, Panama e, muito provavelmente, ja esta
presente no Uruguai e na Bolivia. Embora ndo tenha registro na literatura para esses
altimos, conhecendo a rapida expansao de sua principal planta hospedeira, a soja,
certamente colonizard novas areas na América do Sul. A espécie também esta
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presente em nove estados do Brasil, mas pode ocorrer em muitos outros. Ainda de
acordo Panizzi (2015), a espécie era pouco presente na regido centro-oeste do pais,
posteriormente seguiu em dire¢do ao sul, adaptando-se as temperaturas mais amenas
do estado do Rio Grande do Sul (RS), onde hoje € o percevejo mais abundante na
soja (mais de 80%) e se expandiu para a regido Nordeste do Brasil, acompanhando a
expansao da soja naquela area.

Devido ao impacto de percevejos sobre a soja, o controle é feito majoritariamente
com inseticidas sintéticos como medida de emergéncia (EMBRAPA, 1997,
DEGRANDE et al., 2002; De GRANDE e VIVIAN, 2007; PITTA et al., 2018; ROGGIA
et al., 2019). No entanto, esse método de manejo € muitas vezes aplicado de forma
indiscriminada, ndo adotando estratégias para o controle de pragas no contexto do
Manejo Integrado de Pragas (MIP) (PETERSON; HIGLEY, 1996; PANIZZI, 2013;
SONG; SWINTON, 2009; ZALUCKI et al., 2009). E, portanto, praticas de manejo,
como o controle biolégico, que complementem o controle quimico do percevejo
marrom sao cada vez mais encorajados (BROGLIO-MICHELETTI et al., 2007).

Entre os agentes de controle biolégico para E. heros, a espécie de vespa
Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Platygastridae) tem sido relatada como
um dos principais parasitoides de ovos, inviabilizando a ecloséo da ninfa (MOREIRA,;
BECKER, 1986; CORREA-FERREIRA, 1993; MEDEIROS et al., 1997; PACHECO;
CORREA-FERREIRA, 2000; BUENO, 2017; STECCA, 2018), inclusive no estado de
Mato Grosso (PITON et al.,, 2014). Porém, o uso indiscriminado de inseticidas
sintéticos e a falta de areas de refagio, tem causado preocupacéo a sobrevivéncia da
espécie no campo (HOFFMANN-CAMPO et al., 2012). Assim, inseticidas seletivos
sdo importantes, uma vez que permite controlar a praga, causando o minimo de danos
as espécies nao-alvo (FOESTER, 2002).

A eficiéncia de parasitoides de ovos pode ser comprometida de diferentes
formas, através da mortalidade direta, e por efeitos subletais, como alteracbes na
fecundidade, longevidade, viabilidade dos ovos, razdo sexual e na eficiéncia do
forrageamento (HABTU; SAMSOE-PETERSON,1987). Koppel et al. (2011) avaliaram
o efeito de inseticidas através de bioensaios de laboratério e testes de campo
realizados para determinar os efeitos de acefato, lambda-cialotrina, espinosade e
tiametoxam sobre percevejos e em T. podisi, que apresentaram mortalidade

significativa quando expostos a todos os tratamentos com inseticidas, quando imersos



ou tratados em campo. Os tratamentos com espinosade e lambda-cialotrina
resultaram em 100% de mortalidade de T. podisi, e acefato resultou em maior
mortalidade do que o tiametoxam. Turchen et al. (2015) avaliaram o efeito letal e
subletal de lambda-cialotrina + tiametoxam e imidaclopidro sobre T. podisi, verificando
que causaram letalidade e comprometeram o parasitismo e a emergéncia do
parasitoide.

Smaniotto et al. (2013) avaliaram os produtos Compostonat®, Natuneem®,
Natualho®, Oleo de Geranio®, Pironat® e Rotenat® sobre T. podisi, por meio dos
testes com chance de escolha e sem chance de escolha (pré e pos-parasitismo),
sendo avaliadas a taxa de parasitismo, a porcentagem de emergéncia, a longevidade
dos adultos, a duracéo do ciclo e a razdo sexual dos parasitoides emergidos. Os
autores constataram que Natuneem® foi o Unico produto considerado seletivo ao
parasitoide em todos os parametros avaliados.

Silva e Bueno (2016) avaliaram a seletividade dos produtos organicos
Baculovirus AEE®, Dipel®, Neemseto®, Arrast®, Fish-Fertil Indure®, Silicato de
Sodio, Borda-Ferti pH7®, Calda sulfocalcica e Mistura de limao-enxofre sobre
Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Platygastridae), em condi¢des de laboratorio,
e todos os produtos foram considerados seletivos. Contudo, € valido ressaltar que tais
efeitos podem sofrer variacées de acordo com o organismo, dosagens, cultura, modo
de aplicacdo, entre outras variaveis. Considerando-se que o MIP prevé o uso
consorciado do manejo quimico e biolégico (BUENO; FREITAS, 2012), os
fitoinseticidas podem ser uma alternativa para reduzir o a aplicacdo de inseticidas
quimicos nas lavouras (BIONDI et al., 2013; TURCHEN et al., 2016) e,
consequentemente, 0s impactos negativos.

Apesar do aumento da producdo de soja no pais, houve reducdo de 8% na
utilizacdo de inseticidas sintéticos (SINDIVEG, 2021). Ainda de acordo com
SINDIVEG (2021), desde 2015 o numero de registros de produtos biolégicos tem
aumentado, saltando para 94 licencas s6 em 2020, um aumento de 135% em
comparacao com 2019. Esses produtos estdo entre os parametros do Programa
Nacional de Bioinvestimento langado em 2020 para incentivar a producéo interna de
alimentos organicos, apresentando resultados promissores.

Nesse contexto, plantas com propriedades inseticidas tém sido investigadas

para o controle de pragas, com particular énfase em substancias do metabolismo
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secundario, como os 6leos essenciais, que sao conhecidos por atuar como repelentes
ou deterrentes (oviposicdo ou alimentacdo) ou mesmo letais para insetos herbivoros
(MITHOFER; BOLAND, 2012; KRINSKI et al., 2014; MASSAROLLI et al.,, 2016;
MASSAROLLI et al., 2017). Além disso, os fitoinseticidas tém diferentes modos de
acao (EL-WAKEIL, 2013), tornando-0s interessantes para pesquisas com o intuito
desenvolver moléculas inseticidas com menor toxicidade a mamiferos e seletividade
aos inimigos naturais e pouca persisténcia no ambiente (SHINFOON; YUTONG, 1993;
COSTA; SILVA; FIUZA, 2004; MOREIRA et al., 2006; MASSAROLI, 2013). Turchen
et al. (2015), ao avaliarem o efeito letal e subletal de azadiractina, um inseticida
botanico, sobre T. podisi, verificaram que adultos ndo foram afetados, porém houve
efeitos sub-letais, comprometendo o potencial reprodutivo das fémeas.

Considerando isto, plantas da familia Piperaceae sdo apontadas como uma
alternativa promissora para o controle de pragas, pois possuem no seu metabolismo,
substancias com potencial inseticida (TABASHINK; ROUSH, 1990; ESTRELA et al.,
2006; FAZOLIN et al., 2007; BARBOSA et al.,, 2012; KRINSKI, MASSAROLI,
MACHADO, 2014; KRINSKI; FOERSTER; DESCHAMPS, 2018). Dentre as
Piperaceae, o género Piper possui uma abrangente variedade de metabdlitos
secundarios, dos quais, 670 ja foram isolados de mais de 100 espécies (DYER;
PALMER, 2004). Varias espécies de Piper ja foram estudadas quanto as suas
propriedades inseticidas, devido aos compostos quimicos presentes em seus 0leos
essenciais e extratos vegetais, como o dilapiol, eugenol e safrol, um fenilpropanoide
bastante utilizados para sintese do piperonilbutoxido (PBO), ingrediente essencial
para inseticidas piretréides (MAIA et al., 1987; MAIA et al., 1993; ANDRADE et al.,
2008).

Estudos relatando propriedades ovicidas foram realizados com espécies das
familias botanicas Anacardiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Myrtaceae, Pineaceae,
Verbenaceae, Poaceae, Zingerabeaceae e Lamiaceae, sobre insetos vetores de
doencas, como em triatomineos (LAURENT et al., 1997; CARNEIRO et al., 2014).
Embora seja interessante interromper o desenvolvimento da praga antes que ela
ecloda do ovo e comece a se alimentar, pesquisas que relatam a atividade ovicida
com Piper, sobre posturas de percevejos pentatomideos, séo incipientes, restringindo-
se aos trabalhos de Lins et al. (2013), Krinski e Foester (2016) e Smagghe, Zotti e
Retnakaran (2019). De acordo com Smith e Salked (1966), embora o corion dos ovos
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possa atuar como uma barreira a entrada do produto, algumas substancias tém a
capacidade de penetra-lo, tornando-os mais vulneraveis.

Logo, estudos sdo encorajados de modo a preencher as lacunas de
informagdes que existem sobre os efeitos fitoinseticidas da imensa variedade de
plantas existentes no pais, como as da familia Piperaceae (veja FAZOLIN et al., 2005;
SCOTT et al., 2008; KRINSKI; FOERSTER, 2016; KRINSKI; FOERSTER,;
DESCHAMPS, 2018). Pelo exposto, a investigacao do efeito do 6leo de espécies de
piperaceas sobre ovos do percevejo marrom e seu parasitoide de ovos pode contribuir
para a adocao de praticas de manejo mais sustentaveis visando o controle desta praga
em lavouras de soja. Portanto, para entender melhor todos os aspectos mencionados
e discutidos aqui, esta pesquisa esta estruturada em dois capitulos, sendo o primeiro
intitulado “Efeito ovicida do 6leo essencial de trés espécies de Piper (Piperaceae)
sobre ovos do percevejo da soja Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)”,
cujo objetivo é verificar o efeito de 6leos essenciais de P. aff. divaritacum, P. hispidum
e P. marginatum sobre ovos de E. heros em diferentes idades e o efeito indireto sobre
ninfas de primeiro instar. O segundo intitulado “Efeito fitoinseticida de trés espécies
de Piper (Piperaceae) sobre Telenomus podisi ashmead (Hymenoptera:
Platygastridae) emergidos de ovos parasitados do percevejo da soja Euschistus
heros Fab. (Hemiptera: Pentatomidae)”, buscou investigar o efeito letal dos 6leos
essenciais extraidos das folhas das trés espécies de Piperaceae, sobre o parasitismo

de T. podisi.
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CAPITULO 1. EFEITO OVICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE TRES ESPECIES DE
Piper (PIPERACEAE) SOBRE OVOS DO PERCEVEJO DA SOJA Euschistus

heros (Hemiptera: Pentatomidae)

RESUMO: O percevejo marrom, Euschistus heros, destaca-se como uma das
principais pragas sugadoras que atingem a soja no Brasil. Como medida de controle
usual de percevejos, a agricultura utiliza inseticidas piretréides, neonicotinoides e
organofosforados. Todavia, estes produtos possuem componentes prejudiciais a
saude humana, geram contaminacdes ao meio ambiente e, podem comprometer os
ambientes agricolas. Inseticidas obtidos a partir de plantas sdo mencionados na
literatura como menos poluentes e mais seletivos, portanto, investigar a atividade
inseticida de compostos de plantas é relevante para a agricultura. Neste sentido, esse
estudo avalia a toxicidade de 6leos essenciais (OE) de folhas de Piper hispidum Sw.,
Piper marginatum L. e Piper aff. divaricatum G. Mey sobre ovos de E. heros com 1 a
5 dias. Os 0Oleos essenciais foram extraidos por destilagdo a vapor e diluicbes foram
feitas para bioensaios nas concentra¢’des de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0%, como
tratamento controle foram utilizadas agua e acetona (solubilizante). Os Oleos
essenciais de todas as espécies de Piperaceae exibiram atividade ovicida e efeitos
letais nas ninfas eclodidas. Piper marginatum apresentou a a maior taxa ovicida (cerca
de 40% dos ovos), a partir da menor concentracdo testada (0,25%), e inviabilizando
50% nas demais concentracfes. Desta forma, os 6leos essenciais dessas espécies
sao promissores no controle do percevejo marrom, demonstrando efeito ovicida e letal
para ninfas de primeiro instar. Além disso, o uso desses Oleos pode se tornar uma
alternativa ao uso de inseticidas quimicos.

PALAVRAS-CHAVE: Percevejo marrom; Fitoinseticida; Pimenta de macaco;

Toxicidade.

ABSTRACT: The brown stink bug, Euschistus heros, stands out as one of the main
sucking pests that affect soybeans in Brazil. As a usual control measure for bed bugs,
agriculture uses pyrethroid, neonicotinoid and organophosphate insecticides.
However, these products have components that are harmful to human health, generate
contamination to the environment and can compromise agricultural environments.
Insecticides obtained from plants are mentioned in the literature as less polluting and

more selective, therefore, investigating the insecticidal activity of plant compounds is
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relevant for agriculture. In this sense, this study evaluates the toxicity of essential oils
(EO) from leaves of Piper hispidum Sw., P. marginatum L. and P. aff. divaricatum G.
Mey on 1 to 5 day old E. heros eggs. Essential oils were extracted by steam distillation
and dilutions were made for bioassays at concentrations of 0.25; 0.5; 1.0; 2.0 and
4.0%, as a control treatment, water and acetone (solubilizer) were used. Essential oils
from all Piperaceae species exhibited ovicidal activity and lethal effects on hatched
nymphs. Piper marginatum had the highest ovicidal rate (about 40% of eggs), from the
lowest concentration tested (0.25%), and 50% was not viable in the other
concentrations. In this way, the essential oils of these species are promising in the
control of the brown stink bug, demonstrating an ovicidal and lethal effect for first instar
nymphs. In addition, the use of these oils can become an alternative to the use of
chemical insecticides.

KEY WORDS: Brown bug; Phytoinsecticide; Monkey pepper; Toxicity.

1. INTRODUCAO

A cultura da soja, Glycine max (L.) Merrill, € acometida por uma fauna
heterogénea de insetos-pragas que afetam desde a parte aérea até a radicular no
decorrer do seu ciclo fenolégico (PHERSON, 2018). Segundo Saran (2018), o
percevejo marrom, Euschistus heros (F.) (Hemiptera, Pentatomidae), € uma das
principais pragas na soja, perfurando plantas ou vagens, injetando secrecdes
salivares que facilitam o processo de alimentacdo, e com isso podem causar 0
abortamento da semente ou reduzir potencial germinativo. O fato deste inseto realizar
diapausa lhe confere estratégias eficazes de sobrevivéncia, possibilitando atravessar
um periodo desfavoravel e escapar de ataque de parasitoides e predadores
(CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999).

O percevejo marrom tem potencial para causar danos a soja a partir do 3°
instar, quando o aparelho bucal ja consegue se alimentar das sementes, injetando
saliva e sugando o conteudo liquefeito (TODD; HERZOG, 1980; PANIZZI et al.,
2012).0 controle desse percevejo, no entanto, geralmente é feito visando individuos
na fase adulta, sendo que os estagios iniciais de desenvolvimento (ovos e ninfas de
primeiro e segundo instar), quase sempre sdo desconsiderados (LAURENT et al.,
1997; FAZOLIN et al., 2005; SCOTT et al., 2008). Logo, é importante suprimir ou

erradicar tais insetos pragas antes que causem prejuizos, se possivel, ainda na fase
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do ovo (SMAGGHE, ZOTTI e RETNAKARAN, 2018). Dado o impacto econédmico dos
percevejos para 0s sojicultores, a principal tatica de controle envolve inseticidas
quimicos, em pulverizac¢des foliares ou no tratamento de sementes, como medida de
emergéncia (DEGRANDE et al., 2000; PITTA et al., 2019; EMBRAPA, 2020).

No Brasil, os inseticidas registrados para combater E. heros pertencem,
principalmente, a trés grupos quimicos (piretroides, neonicotindides e
organofosforados) (Agrofit, 2020). A aplicacdo destes frequentemente ignora
estratégias de controle de pragas no contexto do Manejo Integrado de Pragas (MIP)
(HIGLEY; PETERSON, 2009; SONG; SWINTON, 2009; ZALUCKI, ADAMSON;
FURLONG, 2009; PANIZZI, 2013). A disponibilidade limitada de moléculas, permite a
selecao de populacdes resistentes, necessitando de doses mais elevadas para causar
a mortalidade do percevejo, bem como causa contaminagdo ambiental (ALVES et al.,
2014). A fim de evitar isso, inseticidas bioracionais, como os fitoinseticidas, tem se
tornado importante alternativa aos inseticidas quimicos, principalmente por serem
considerados menos toxicos e persistentes no ambiente (ESTEVAM et al., 2017,
HADDI et al., 2020).

Os dleos essenciais (OEs) possuem diversas aplicacdes nas industrias, como
por exemplo, farmacéuticas, cosmeéticas, e na agricultura (auxiliando no combate de
pragas e doencas agricolas), entre outras (PINTO et al.,, 2002; BUTLER, 2008). O
género Piper, com mais de 2000 espécies no mundo (JARAMILLO et al., 2008),
compreende o maior género da familia Piperaceae e é composto por plantas com
propriedades medicinais, inseticidas e usos tradicionais (PARMAR et al., 1997). Piper
spp. podem ser usadas na supressao de insetos praga, pois apresentam substancias
como o dilapiol, miristicina, safrol, eugenol, entre outros (TABASHNIK e ROUSH,
1990; ESTRELA et al., 2006; FAZOLIN et al., 2007; BARBOSA et al., 2012; KRINSKI,
MASSAROLI e MACHADO, 2014; KRINSKI, FOERSTER e DESCHAMPS, 2018) que
afetam diferentes estagios de vida dos insetos, inclusive os ovos. Ainda que o coérion
dos ovos atue como barreira, algumas substancias tém a capacidade de penetra-lo,
tornando-os mais vulneraveis (Smith e Salke, 1966).

Alguns estudos relatando propriedades ovicidas de outras familias de plantas
foram realizados, tais como Anacardiaceae e Anonnaceae, para controlar insetos
vetores de doengas, como em triatomineos (Reduviidae) (LAURENT et al., 1997.
CARNEIRO et al., 2013). No entanto, pesquisas acerca da atuacao ovicida de OEs de
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Piper spp. sobre posturas de percevejos E. heros, restringem-se a P. aff. divaricatum
e P. marginatum (LINS et al., 2013, TONDIM et al., 2020). Tais estudos demosntram,
no entanto, um potencial de Piper como alternativa para o controle desse percevejo,
uma vez que apresentam baixa toxicidade e curta persisténcia (SILVA; 2018), que
preconizem uma agricultura menos agressiva ao ambiente. Assim, este trabalho tem
por objetivo verificar o efeito de Oleos essenciais (OE) de P. aff. divaritacum, P.
hispidum e P. marginatum sobre ovos de E. heros em diferentes idades e o efeito

indireto sobre ninfas de primeiro instar.

2. MATERIAL E METODOS

As coletas de P. aff. divaritacum, P. hispidum (14°38'08.8" S; 57°29'53.5" W) e
P. marginatum (14°39'05.6" S; 57°26'10.8" W) ocorreram no municipio de Tangara da
Serra, Mato Grosso, Brasil. A realizagdo dos bioensaios ocorreu entre agosto de 2019
e junho de 2020 no Centro de Pesquisa, Estudos e Desenvolvimento Agroambientais
(CPEDA), da Universidade do Estado do Mato Grosso (UNEMAT), Campus
Universitario Professor Eugénio Carlos Stieller, Tangara da Serra. A cromatografia dos
OEs foi feita no Laboratério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica (LAPNEQ) da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Individuos de percevejo marrom E. heros
foram coletados na fazenda Aparecida da Serra, localizada no municipio Tangara da
Serra, Mato Grosso (14°14'39” S; 57°45'56” W).

2.1 Obtencdao dos 6leos essenciais de Piperaceae

Para obtencéo dos OEs, foram coletadas folhas das trés espécies mencionadas
acima, que posteriormente foram secas em estufa de fluxo de ar forgado, a 40°C,
durante 72 horas e, moidas até atingirem baixa granulometria (resultando em um po).
Os OEs foram obtidos pela técnica de hidrodestilacédo, utilizando o aparelho de
Clevenger, durante quatro horas. Apés a extracdo, os OEs estavam prontos para
realizacdo dos bioensaios ovicidas em laboratério (BIASI e DESCHAMPS, 2009;
TUREK e STINTZING, 2013). ApGs o arraste e extracdo, os OEs estavam prontos
para a diluicdo nas diferentes concentracdes para a realizacao dos bioensaios ovicida

em laboratorio.
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2.2 Criacao de percevejos

Os percevejos foram criados em laboratério usando gaiolas de madeira, com
40x40x80 cm, revestidas com telado de voil. As gaiolas permaneceram em sala
climatizada, em temperatura de 26 °C (x 2 °C), umidade relativa de 65% (x 10%) e
fotofase de 14 horas, com 100 casais em cada. Os percevejos coletados no campo
ficaram em quarentena, em gaiolas de madeira teladas com organza (50 x 50 x 70
cm) com 150 casais.

A dieta incluiu sementes secas de soja e amendoim, além de vagem de feijao
in natura (PERES e CORREA-FERREIRA; 2001). Os gréos de soja e amendoim foram
colados em cartelas de papel (10 X 8 cm), com cola branca. A agua foi disponibilizada
através de algodéo hidrofilico umedecido. Os substratos oferecidos para oviposicao
das fémeas foram tiras de algod&o e de feltro (CORREA-FERREIRA, 1986). Os ovos
foram recolhidos a cada dois dias e acondicionados em potes plasticos com uma
abertura na tampa revestida de voil, para eclosédo das ninfas. Estas foram mantidas
nos potes até o segundo instar, quando entdo eram transferidas para novos
recipientes maiores até se tornarem adultos, sendo colocados novamente nas gaiolas

de madeira para copularem e continuarem a criagao.

2.3 Bioensaio ovicida

Posturas de E. heros contendo 10 ovos cada com 24, 48, 72, 96 e 120 horas
foram pulverizadas com um mini compressor, imitando a pulverizagéo feita em campo.
Foram avaliadas cinco concentracdes (0,25%, 0,5%, 1,0%, 2,0% e 4,0%) para cada
uma das trés espécies de Piper e dois controles (dgua e solubilizante acetona), sendo
85 tratamentos (trés espécies de Piper X cinco concentracdes X cinco repeticdes das
idades dos ovos + 10 referentes aos tratamentos controle = 85).

Os ensaios foram avaliados diariamente por sete dias, a fim de determinar se
a concentracao do Oleo essencial interferiu na viabilidade dos embrifes, assim como
na sobrevivéncia das ninfas emergidas até a mudancga para o segundo instar. A
concentracéo letal média (CL50) refere- se a concentracdo de um produto quimico ou
fotoquimico no ar ou na agua que leva a morte de 50% dos individuos num tempo pré-
estabelecido (QUEIROZ, 2015).
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2.4 Andlise fitoguimica dos 6leos essenciais

Os oOleos essenciais obtidos foram analisados por GC-EM (60-240 °C a 3 °C
taxa min) em HP-Agilent 7890A GC-FID, utilizando uma coluna capilar de silica
fundida (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 ym) revestida com DB-5. As temperaturas do
injetor e do detector foram de 250 e 260°C, respectivamente. Hélio foi utilizado como
gas transportador com um fluxo de 1,5 mL/min; injecéo foi em modo dividido (1:50), e
o volume de injecao foi de 1,0 uL.

Os espectros de massa foram obtidos utilizando impacto de elétrons a 70 eV,
com um intervalo de varredura de 0,5 s e intervalo de massas de 40 até 550 m/z. A
identificacdo inicial dos componentes dos OEs foi realizada por comparacdo com 0s
valores previamente reportados de indices de retencéo, obtidos por co-injecdo de
amostras de 0leo e hidrocarbonetos lineares C11-C24 e calculados de acordo com a
equacao de Van den Dool e Kratz (1963). Posteriormente, os espectros de massas
adquiridos para cada componente foram comparados com aqueles armazenados na
biblioteca de massa espectral Wiley/NBS do sistema de GC-EM E com outros dados

de massa espectrais publicados (ADAMS, 2007).

2.5 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e analise
de variancia (ANOVA), com a comparacdo de médias pelo teste de Tukey a 5% com
0 auxilio do software estatistico Assistat versédo 7.7 beta (SILVA; AZEVEDO, 2016). O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com andlise em esquema
fatorial (7 x 5), testando os dois controles, as diferentes concentracdes dos o6leos
essenciais de P. hispidum, P. marginatum e P. aff. divaricatum e as idades dos ovos
de E. heros. A Concentragdo Letal para inviabilizar 50% dos organismos testados
(CLso) foi calculada pela andlise de Probit (FINNEY, 1971) utilizando o software
Statistica 7. Para a analise de variancia, duas variaveis foram consideradas, sendo a
idade dos ovos somada com a letalidade de ninfas (F1), e a concentracdo dos 6leos

essenciais (F2), e a da interacdo entre essas duas variaveis (F1xF2).

3. RESULTADOS
3.1 Atividade ovicida e mortalidade de ninfas
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Observamos que os OEs das trés espécies de Piper apresentaram tanto efeito
direto sobre ovos (Figura 1 e Tabela 1), quanto efeito letal sobre as ninfas eclodidas
de ovos pulverizados com diferentes concentragdes dos OEs de Piper spp. (Figura 2).
Dentre as trés espécies, P. marginatum apresentou a maior taxa ovicida,
inviabilizando cerca de 40% dos ovos a partir da menor concentracao testada (0,25%)
e passando dos 50% de ovos inviabilizados, a partir das demais concentracfes
(Figura 1). Em seguida, P. aff. Divaricatum inviabilizou em torno de 25% dos ovos
testados.

Ao considerarmos a viabilidade média de ovos, independentemente da idade
dos ovos, observa-se que dentre as trés espécies, P. marginatum foi capaz de
inviabilizar em média 25 a 75% dos ovos de percevejo, demonstrando ser promissora

na inibicdo da eclosdo de ninfas em laboratorio (Figura 1 e tabela 1).

Figura 1. Porcentagem média de ovos de Euschistus heros inviabilizados (% + erro padrao)
apos a pulverizacéo de posturas com 1, 2, 3, 4 e 5 dias de idade com diferentes concentra¢des (0.25
%, 0,50%, 1%, 2% e 4%) de 6leos essenciais de Piper hispidum (A); Piper aff. divaricatum (B) e Piper
marginatum (C). Barras seguidas da mesma letra para cada espécie néo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (5%).
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Tabela 1. Numero médio de todas as concentracdes de 6leos essenciais de trés espécies de Piper (£
erro padrdo) de ovos de Euschistus heros inviabilizados apds pulverizacdo de posturas com 1 a 5 dias

de idade.
Controles e Piper. marginatum Piper. aff. divaricatum Piper hispidum
(;oncentragées
Agua 0,11+0,20D 0,11+0,20D 0,11+0,20D
Acetona 0,12+0,22D 0,12+0,22D 0,12+0,22D
0,25% 0,28+0,26 C 0,13+0,23D 0,07+0,18 D
0,50% 0,52+0,3B 0,13+£0,23D 0,12+0,22D
1% 0,61+0,32 A 0,46 £ 0,27 C 0,35+0,27C
2% 0,70+ 0,26 A 0,50+0,20B 0,47+0,25C
4% 0,85+ 0,26 A 0,60+ 0,20 B 0,55+0,23 B
F 5.4866 ** 1.0933 ns 0.6752 ns
P-Valor 0.1179 0.3214 0.5961
CV% 33.23 24.64 62.23

Avaliacéo feita 240 h (10 dias) ap0s pulverizacdo das massas de ovos com 6leos essenciais;
Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna, nédo diferem pelo teste de Tukey;

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01);

ns: ndo significativo

No que se refere a letalidade de ninfas de primeiro instar eclodidas de ovos de
1 a 5 dias tratados com OEs, as trés espécies de piperaceas tiveram efeito letal sobre
ninfas neonatas, em todas as idades dos ovos. Nas aplicacdes controle, a mortalidade
ninfal ficou entre 3 e 5% enquanto que na maior concentracao de P. hispidum oscilou
entre 25 e 40% (Figura 2). Na mesma concentragcao, a mortalidade registrada para P.
aff. divaricatum foi de cerca de 25% para aplicacbes ocorridas em ovos nas cinco
idades (Figura 2). J& em todas as concentracfes e idades de ovos, a aplicacdo de
60leo de P. marginatum apresentou efeito letal sobre as ninfas superior a 25%,
atingindo entre 40 e 50% de mortalidade mesmo em concentragbes mais baixas
(Figura 2).

Considerando apenas as concentracdes, independentemente da idade dos
ovos no momento da aplicacdo dos OEs, verifica-se para P. hispidum taxas de
mortalidade ninfal inferiores a 25% nas concentragcdes entre (0,5% e 2,0%) e de 35%
na maior concentragao (Figura 2). Ainda que em P. aff. divaricatum a mortalidade em
todas as concentragdes tenha diferido significativamente dos controles, as taxas de
mortalidade oscilaram entre 13 e 23% (Figura 2 destaque em cinza). Para P.

marginatum, em todas as concentracdes avaliadas, a mortalidade foi superior a 26%,
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atingindo até 42% (Figura 2). Contudo, ao avaliarmos o efeito ovicida juntamente com

o efeito letal em ninfas de primeiro instar eclodidas dos ovos pulverizados, observou-

se aumento significativo na eficiéncia dos OEs testados (Figura 3).

Figura 2. Porcentagem média de mortalidade de ninfas de primeiro instar de Euschistus heros (% *
erro padréo) apos a pulverizagao de posturas com 1 a 5 dias de idade com diferentes concentragfes
de 6leos essenciais de Piper hispidum; P. aff. divaricatum e P. marginatum. Barras seguidas da mesma
letra para cada espécie ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).
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Figura 3. Porcentagem média (% = erro padréo) do efeito ovicida em ovos de percevejo Euschistus
heros e mortalidade de ninfas de primeiro instar eclodidas apds a pulverizagdo de posturas com 1 a 5
dias de idade em diferentes concentracdes de O6leos essenciais de Piper marginatum; P. aff.
divaricatum; e P. hispidum. Barras seguidas da mesma letra para cada espécie nado diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).
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Piper marginatum mostrou o melhor efeito ovicida + ninficida em todas as
concentracdes testadas, sendo que a concentracao de 0,25% em ovos com 3 e 4 dias
apresentou cerca de 50% de controle de E. heros (ovos e ninfas) (Figura 3). A medida
que se aumenta a concentracdo, a eficAcia também aumenta, variando de 75% até
100% de mortalidade nas concentracfes de 0,5 e 4,0%, respectivamente (Figura 3).
Piper aff. divaricatum apresentou a segunda melhor eficiéncia, variando entre 45% a
70%, considerando todas as concentracdes testadas (Figura 3). A inviabilidade total
de ovos e mortalidade das ninfas de primeiro instar, independentemente da idade dos
ovos, foi mais alta em P. marginatum, com taxas de mortalidade entre 60 e 100%, na
menor e maior concentracdo, respectivamente (Figura 3).

Os resultados apontam que as trés espécies de Piper avaliadas possuem
diferentes potenciais ovicida e letal juntos, com média de concentracdo letal para
inviabilizar 50% de ovos e ninfas de primeiro instar (CLso) de 3,84% para P. hispidum,
1,61% para P. aff. divaricatum e 0,06% para P. marginatum. Ou seja, € necessario
utilizar os percentuais citados acima, de cada espécie de Piper, para levar a morte
50% dos individuos testados em um tempo pré-estabelecido (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo Letal (%) dos dleos essenciais de trés espécies de Piper para inviabilizar
50% (CLso) dos ovos e causar a morte de ninfas de 1° instar de Euschistus heros com diferentes
idades.

Idades dos ovos*

Espécies ldia 2 dias 3 dias 4 dias 5dias Média
_ _ Clso 0,15 0,19 0,20 0,06 0,38 0,06
Piper marginatum ICt (0,05- (0,06-0,31) (0,03-0,71) (0,04-0,52) (0,09- (0,03-

0,28) 0,67) 0,48)

Piper aff. Clso 1,47 1,18 1,18 1,56 2,00 1,61
divaricatum IC (,45- (1,14-1,21) (1,14-1,21) (1,54-1,57) (1,99- (1,59 -
1,50) 2,000  1,62)

_ o Clso 3,26 3,59 4,65 3,89 5,16 3,84
Piper hispidum IC (314- (3,47-3,72) (4,49-4,82) (3,72-4,07) (4,94- 3,69-
3,38) 5,39) 3,99

1IC: Intervalo de Confianca; *avaliacéo realizada até todas as ninfas de 1° instar eclodidas morrerem
ou mudarem para o segundo instar.

A analise de variancia revelou haver significancia na interacao entre a variavel
concentracdo (F2), para as trés espécies de Piper (Tabela 3). Avaliando os
tratamentos isoladamente, somente P. aff. divaricatum nédo apresentou significancia

para a variavel Idade dos ovos/letalidade ninfal (F1) e a variavel interacdo dos fatores
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(F1 x F2), demonstrando que estes nao interferem nos resultados e que o OE dessa
espécie atua igualmente em ovos de diferentes idades e nas diferentes concentracfes
(Tabela 3). A variavel concentracdo foi o fator que exerceu maior influéncia, sendo
significativo para todas as espécies analisadas (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de variancia para efeito ovicida em ovos de percevejo Euschistus heros e
mortalidade de ninfas de primeiro instar eclodidas apés a pulverizacéo de posturas com 1 a 5 dias
de idade em diferentes concentracdes de 6leos essenciais de Piper marginatum, P. aff. divaricatum
e P. hispidum.

Valores de F

Fonte de variacao G.L. Piper marginatum " Piper 'Pipgr aff.
ispidum divaricatum
'(I(ii‘)je dos ovos/letalidade 4 3,3397 * 2.5040 * 2.1240 ns
Concentragdes (F2) 6 575,2885 ** 65.3705 ** 127.7955 **
Interagéo (F1 x F2) 24 1,7836 * 1.0567 ns 0.8273 ns
Tratamentos 34 103.1734 ** 12.5765 ** 23.3860 **
Residuos 315 - - -
C.V. (%) 18.40 57.25 36.54

*significativo a 5%; **significativo a 1%; ns: ndo significativo.

A andlise cromatografica revelou Metilenodioxipropiofenonal (31,09%) e
Cariofileno (12,33%); Eugenol (38,33%), Acetato de eugenol (25,86%) e Metileugenol
(21,23%); Biciclogermacreno (23,50%) e Germacreno D (22,77%) como o0s
constituintes majoritarios de P. marginatum  P. aff. Divaricatum, P. hispidum,
respectivamente (Figuras 4, 5 e 6).

Figura 4: Constituintes quimicos presentes no 6leo essencial de Piper marginatum coletada em
Tangara da Serra, MT. 2020.
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Figura 5: Constituintes quimicos presentes no 6leo essencial de Piper aff. divaricatum coletada em

Tangara da Serra, MT. 2020
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, as toxicidades dos O6leos essenciais de espécies
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gasosas, hidricas, entre outras, sendo possivel que alguns produtos consigam
penetrar essa barreira inviabilizando o desenvolvimento embrionario da praga. Smith
e Salkeld (1966), apontaram que possiveis diferengcas em um ou mais dos seguintes
fatores podem influenciar na atividade ovicida: (a) taxa de absorcéo; (b) capacidade
de penetracdo do coérion; (c) capacidade de conversdo do inibidor ativo; (d)
desintoxicacao; (e) falha do téxico em atingir o alvo; e F) sensibilidade do alvo a
inibic&o.

A atividade ovicida observada para as trés espécies de Piper provavelmente se
deu pela capacidade de cada espécie e seus compostos correspondentes de
penetrarem o corion, com destaque para a espécie P. marginatum, que inviabilizou
cerca de 40% dos ovos a partir da menor concentracao testada (0,25%) e passando
dos 50% de ovos inviabilizados nas demais concentracoes.

Diversos fatores podem influenciar os componentes presentes em 6leos
essenciais da familia Piperaceae, além de variarem entre espécies e nos mecanismos
de acdo (ESTRELA et al., 2006; BEZERRA; PARRA, 2005; EL-WAKEIL, 2013;
SANTOS et al., 2020). Dessa forma, a variacao nos diferentes compostos majoritarios
em cada espécie de Piper avaliada, podem ser responsaveis pelos resultados obtidos
na eficiéncia ovicida e ninfal, entre as espécies avaliadas, em que P. marginatum se
mostrou altamente eficaz em comparacédo a P. aff. divaricatum e P. hispidum. Tais
diferencas também podem ser atribuidas a possiveis alteracdes fisico-quimicas sobre
0os ovos de diversos insetos-praga, ocasionadas pela aplicacdo de fitoinseticidas
(BEZERRA; PARRA, 2005).

Deve-se considerar que os efeitos dos 0leos essenciais ndo estao
necessariamente ligados apenas a mortalidade, mas também nos efeitos subletais na
biologia e comportamento, com reducao e inibicdo do desenvolvimento, alimentacao
e reproducado; além de promoverem repeléncia e deterréncia (CRUZ et al., 2014;
HADDI et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015; CRUZ et al., 2016). Nao obstante, as
alteracdes fisiologicas entrelagadas para alcancar a toxicidade, com acéo deletéria na
morfologia de células e tecidos, interferéncias no sistema imunologico, além da
desregulacdo de parametros bioquimicos nutricionais essenciais aos insetos
(ZAMARIl et al., 2011; ALVES et al., 2014; CRUZ et al., 2015; SILVA et al., 2016; CRUZ
et al., 2017), podem prejudicar sua permanéncia no ambiente. Outro aspecto é a

administracdo desses 06leos essenciais, que pode ser por fumigacéo, ingestdo e
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absorcao pelo tegumento, podendo interferir na eficiéncia dos mesmos (REGNAULT-
ROGER, 1997; CORREA; SALGADO, 2011; COLPO et al., 2014; DUTRA et al., 2016).

Os constituintes dos Oleos essenciais pertencem a dois grandes grupos
fitoquimicos: terpenos e fenilpropanoides (SIMOES; SPITZA 2004; TAIZ; ZEIGER
2004; BERNARDS, 2010). A mistura complexa dos componentes nos 0leos essenciais
permite que atuem em diferentes alvos na célula e interfiram nas atividades
metabdlicas dos insetos (MENEZES, 2005). Os OEs sao bons penetrantes,
aumentando sua biodisponibilidade e a de produtos coadministrados, sendo
relacionados a ruptura da bicamada lipidica das células (ISMAN, 2000; COPPING,;
MENN, 2000; ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; REGNAULT-ROGER et al., 2012).

O eugenol, presente em P. aff. divaricatum, atua também através do sistema
octopaminérgico ativando receptores para octopamina, que € um neuromodulador,
sendo possivel confirmar a acdo na motilidade e modos de acéo que envolve o efeito
sobre os ciclos bioquimicos dos artropodes (REGNAULT-ROGER et al., 1993; MILLS
et al., 2004; ENAN, 2005; MENEZES, 2005; BAKKALI et al., 2008; LIMA et al., 2009).

Ninfas de pentatomideos recém eclodidas, de primeiro instar, habitualmente
continuam sobre os ovos apods eclodirem, chamado de comportamento gregario
(BOWLING, 1980; LOCKWOOD; STORY, 1986). Tal comportamento no primeiro
instar pode estar relacionado com a protecdo contra a dessecacdo (LOCKWOOD e
STORY, 1986). Logo, a mortalidade de ninfas de primeiro instar eclodidas de ovos de
E. heros tratados com OEs, considerando todos os fatores (idade das ninfas,
concentracdes, diferentes espécies de Piper e a interacdo desses fatores), pode estar

relacionada ao habito gregario delas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os oOleos essenciais de P. marginatum, P. aff. divaricatum e P. hispidum séo
promissores no controle de E. heros, demonstrando atividade ovicida e efeito letal
para ninfas de primeiro instar eclodidas dos ovos tratados. Apesar de todas as
espécies apresentarem potencial, P. marginatum possui o 6leo essencial de maior
eficiéncia, em laborat6rio, para o controle do percevejo marrom.

As observacdes dos efeitos toxicos que os OEs podem ocasionar em doses
letais, reafirmam a importancia do estudo de cada espécie de planta individualmente,

abrindo margem para investigacéo dos efeitos potenciais de 6leos essenciais e seus
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modos de acéo nos insetos de modo mais aprofundado. Ressalta-se a necessidade
da realizacéo de testes em semi-campo e campo, pois em condicdes de laboratério
os OEs ndo estéo sujeitos a chuva ou radiagéo solar, que podem interferir na agdo de
controle. Ainda, pesquisadores e produtores sdo encorajados a reavaliar as estratégias e
taticas de controle desses e outros insetos-praga que se baseiam estritamente no
controle quimico, e estimular a busca por produtos alternativos que ndo agridam o

meio ambiente.
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CAPITULO 2. EFEITO FITOINSETICIDA DE TRES ESPECIES DE Piper
(PIPERACEAE) SOBRE Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera:
Platygastridae) EMERGIDOS DE OVOS PARASITADOS DO PERCEVEJO DA
SOJA Euschistus heros Fab. (Hemiptera: Pentatomidae)

Resumo

Com o avanco da soja no Brasil, ocorreu aumento de insetos pragas, com destaque
para o percevejo marrom Euschistus heros, que pode atingir elevada densidade
populacional. Inseticidas quimicos tém sido usados para combate a essa praga, no
entanto, podem selecionar populacdes mais resistentes e que demandam maior
quantidade de agrotoxicos, gerando poluicdo ambiental. O controle biolégico
utilizando parasitoides de ovos e o uso de fitoinseticidas apresentam-se como
alternativas ao uso indiscriminadao de quimicos e ndo traz prejuizo ambiental.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito fitoinseticida de 6leos
essenciais de trés espécies de plantas da familia Piperaceae sobre imaturos de T.
podisi. Foram realizados bioensaios pré e pds-parasitismo, com sete tratamentos e 10
repeticbes cada, conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. Os
tratamentos foram cinco diferentes concentracdes dos 6leos essenciais de espécies
de Piper (0,25% - T1, 0,5% - T2, 1,0% - T3, 2,0% - T4 e 4,0% - T5) e dois controles
(agua destilada — T6 e acetona — T7). Pode-se verificar que o0 experimento preé-
parasitismo resultou em menor emergéncia de parasitoides em relacdo aos controles,
bem como influenciou na razdo sexual; enquanto no experimento pds-parasitismo,
com excecao dos tratamentos T4 e T5, em que também nédo houve emergéncia de T.
podisi, para as trés espécies de Piper pesquisadas, observou-se, uma diminui¢do na
emergéncia de T. podisi, entretanto ndo afetando a razdo sexual. Destaca-se que 0s
efeitos dos fitoinseticidas sobre inimigos naturais podem variar conforme 0 organismo,
a cultura, forma de aplicacdo, dosagem, fatores abioticos, entre outros. Estudos em
semi-campo e campo sao encorajados, a fim de ajustar dosagens e conhecer o
potencial de controle de E. heros e o parasitismo de ovos por T. podisi.

Palavras-chave: Controle biologico, percevejo-marrom, parasitoide, seletividade
Abstract:

With the advance of soybean in Brazil, there was an increase in pest insects, especially
the brown stink bug Euschistus heros, which can reach high population density.
Chemical insecticides have been used to combat this pest, however, they can select
more resistant populations that demand greater amounts of pesticides, generating
environmental pollution. Biological control using egg parasitoids and the use of
phytoinsecticides are alternatives to the indiscriminate use of chemicals and do not
bring environmental damage. Therefore, the objective of the present work was to
evaluate the phytoinsecticidal effect of essential oils from three species of plants of the
Piperaceae family on immature T. podisi. Pre and post-parasitism bioassays were
performed, with seven treatments and 10 repetitions each, conducted in a completely
randomized design. The treatments were five different concentrations of essential oils
from Piper species (0.25% - T1, 0.5% - T2, 1.0% - T3, 2.0% - T4 and 4.0% - T5) and
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two controls (distilled water — T6 and acetone — T7). It can be verified that the pre-
parasitism experiment resulted in a lower emergence of parasitoids in relation to
controls, as well as influencing the sex ratio; while in the post-parasitism experiment,
with the exception of treatments T4 and T5, in which there was also no emergence of
T. podisi, for the three Piper species researched, a decrease in the emergence of T.
podisi was observed, however not affecting the sex reason. It is noteworthy that the
effects of phytoinsecticides on natural enemies may vary according to the organism,
culture, form of application, dosage, abiotic factors, among others. Field and semi-field
studies are encouraged in order to adjust dosages and to know the potential for
controlling E. heros and egg parasitism by T. podisi.

Keywords: Biological control, brown bug, parasitoid, selectivity.

1. INTRODUCAO

O avanco da soja Glycine max L. Merril no Brasil, gerou também aumento na
incidéncia de insetos pragas, com destaque ao percevejo marrom Euschistus heros
Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae). Esta espécie pode atingir elevada densidade
populacional e, por se alimentar diretamente dos graos da soja, deteriora as sementes
decrescendo o rendimento final (CORREA-FERREIRA; AZEVEDO, 2002; SILVA et
al., 2012). Visando controlar esse percevejo utiliza-se inseticidas, principalmente
neurotdxicos, como piretroides, organofosforados, carbamatos e neonicotinoides
(AGROFIT, 2019). O uso desses produtos pode, no entanto, selecionar populacdes
mais resistentes e que demandariam maior quantidade de insumos e agrotoxicos para
a producéo, gerando poluicdo ambiental (ALVES et al., 2014).

Corréa-Ferreira e Moscardi (1996) sugerem a utilizacdo de inimigos naturais
como alternativa ao uso de inseticidas convencionais para o controle de percevejos
fitéfagos. Diversos autores constataram a potencialidade de parasitoides no
enfrentamento ao E. heros, diminuindo a utilizacdo de produtos quimicos (HIROSE,
1986; PACHECO; CORREA-FERREIRA, 1998; FOERSTER; AVANCI, 1999). O
parasitoide de ovos Telenomus podisi (Ashmead) (Hymenoptera: Platygastridae),
pode ser, nesse sentido, 6timo aliado, uma vez que impede o desenvolvimento
embrionario do percevejo, causando a morte (CORREA-FERREIRA; MOSCARDI,
1996).

Na regido Centro-Oeste do Brasil, sobressaem-se 0s géneros Trissolcus e
Telenomus (Hymenoptera: Platygastridae) (GODOY et al., 2005; LAUMANN et al.,

2010; GOLIN et al., 2011). Logo, combinar o controle quimico e controle biologico de
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pragas pode diminuir a necessidade de aplicacfes de agrotoxicos, trazendo menor
impacto ao ambiente e menor prejuizo ao produtor, uma vez que o uso de T. podisi
mostrou resultados satisfatérios no manejo de E. heros (CZEPAK et al., 2005; GODOY
et al., 2013; GOLIN, 2014).

A preservacdo natural dos agentes de controle biolégico de insetos pragas é
prejudicada pelo desacordo dos produtos quimicos a serem utilizados, tornando-se de
fundamental importancia que estes inseticidas sejam apropriados no enfrentamento a
praga, e ainda apresentem menor toxicidade e efeito residual aos inimigos naturais,
colaborando com produc¢des mais sustentavel (STECCA, 2015). Paralelamente a isso,
0 uso de Oleos essenciais e extratos de plantas para o controle de pragas, vem se
consolidando como alternativas vidveis ao uso indiscriminado de agrotoxicos
(KRINSKI et al., 2014; MASSAROLLI et al., 2016; MASSAROLLI et al., 2017).

Associar o controle biolégico com inseticidas alternativos, pode ser um
subterfugio proveitoso na reducédo das populacdes de insetos praga, uma vez que €
menos ofensivos ao ecossistema (CAVALCANTE et al., 2006). Todavia, € importante
inteirar-se dos impactos sobre os insetos nao-alvos. Estudos sobre seletividade tem
sido focado em apenas algumas espécies, como Telenomus remus Nixon, 1937
(Hymenoptera: Scelionidae) (CARMO et al., 2010; STECCA, 2016), Trichograma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (MANZONI et al., 2007) e
Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera: Scelionidae) (ZANTEDESCHI, 2018),
porém sdo necessarios mais estudos com Telenomus podisi, uma vez que constitui a
principal espécie-praga no maior produtor de gréaos do Brasil, o estado de Mato Grosso
(GOLIN, 2014) e apresenta elevado potencial de parasitismo e, portanto, deve ser
considerado no Manejo Integrado de Pragas - MIP da soja (SILVA e BUENO, 2014;
STECCA, 2016; PANIZI et al., 2016).

A acao de inseticidas sintéticos e extratos botanicos em T. podisi foi investigada,
observando os efeitos letais e subletais, por Koppel et al. (2011), Smaniotto et al.
(2013), Silva e Bueno (2014) e Golin (2014); Turchen et al. (2015). Bueno et al. (2008)
concluiram que os parasitoides na sua fase imatura, demostram maior resisténcia
guando comparados aos adultos. Frente a isso, 0 objetivo da presente pesquisa foi
investigar o efeito letal dos 6leos essenciais extraidos das folhas de trés espécies de
plantas da familia Piperaceae, Piper marginatum Jacg., P. divaricatum G. Mey e P.
hispidum Sw, sobre o parasitismo de T. podisi.
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2. MATERIAL E METODOS

A coleta de dados de campo foi realizada entre agosto de 2019 e julho de 2020,
no municipio de Tangara da Serra, Mato Grosso, Brasil. Para extracdo dos 0leos
essenciais (OEs) foram coletadas amostras (folhas) de trés espécies de Piper
(Piperaceae), sendo: Piper aff. divaritacum, Piper hispidum (14°38'08.8" S;
57°29'53.5" W) e Piper marginatum (14°39'05.6" S; 57°26'10.8" W). Os parasitoides
T. podisi e E. heros foram coletados em fazendas com plantio de soja no mesmo
municipio. A obtencdo dos 0leos essenciais e criagdo de parasitoides e demais
atividades laboratoriais foram realizadas no Centro de Pesquisas, Estudos e
Desenvolvimento Agroambientais (CPEDA), da Universidade do Estado do Mato
Grosso (UNEMAT), Campus Universitario Professor Eugénio Carlos Stieller, Tangara
da Serra/MT, e no Laboratdrio de Produtos Naturais e Ecologia Quimica (LAPNEQ)
da Universidade Federal do Parana (UFPR).

2.1 Obtencdo dos 6leos essenciais de Piperaceae

Os OEs foram obtidos a partir de folhas das trés espécies de Piper, as quais
foram secas em estufa de fluxo de ar forgado a 40°C, durante 72 horas e
posteriormente moidas até atingirem baixa granulometria (resultando em pd). A
obtencdo dos OEs foi pela técnica de hidrodestilacdo utilizando o aparelho de
Clevenger, durante quatro horas. Apés o arraste e extragdo, os OEs estavam prontos
para realizacdo dos bioensaios ovicidas em laboratério (BIASI; DESCHAMPS, 2009;
TUREK; STINTZING, 2013).

2.2 Criacdo dos Parasitoides

A criagéo do parasitoide de ovos T. podisi e do percevejo marrom E. heros foi
feita de acordo com a metodologia adaptada de Peres e Corréa-Ferreira (2004), em
tubos de ensaio de 15mL vedados com plastico filme. Estes foram alimentados com
uma fina camada de mel, disposta na parede interna do tubo com o auxilio de um
pincel de cerdas finas. Para multiplicacdo das vespas, ovos de E. heros, de uma

criagdo previamente estabelecida, com até 24 horas de idade, eram ofertados
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periodicamente. Estes, apés parasitados, foram mantidos em camara climatizada do
tipo BOD a temperatura de 26°C + 2°C, fotofase de 12 horas e umidade relativa de
70% = 10%. Os ovos parasitados permaneciam em tubos de ensaio, com umidade
diaria (trés gotas de 4gua em um algod&o) até a emergéncia dos parasitoides.

2.3. Bioensaio de seletividade — pré e pés-parasitismo

Para realizacdo dos testes pré-parasitismo e apOs parasitados foi utilizada
metodologia adaptada de Potrich et al. (2009), na qual 10 cartelas contendo 10 ovos
de E. heros, com 24, 48, 72, 96 e 120 horas foram esterilizados em camera UV durante
1 hora, de acordo com as idades mencionadas acima. Posteriormente pulverizadas
com os Oleos essenciais usando um mini compressor, imitando a pulverizacao feita
em campo.

Em cada cartela foi colocada em um tubo de vidro de fundo chato (10 x 1 cm),
dentro deste tubo foi liberada uma fémea de T. podisi com no maximo 24 horas de
emergéncia, ja copulada, sendo o tubo vedado com filme de PVC. A fémea
permaneceu no tubo por 24 h sem receber alimento. Posteriormente, as fémeas foram
retornaram para a camara climatizada nas mesmas condicfes, sendo 0s ovos
observados diariamente até a emergéncia dos parasitoides e acondicionados em
camara climatizada (26 + 2°C, 12 horas de fotofase e U.R. de 75 + 10%).

2.3 Bioensaio Pré-parasitismo

Foram avaliadas cinco concentracdes (0,25%, 0,5%, 1,0%, 2,0% e 4,0%), para
cada uma das trés espécies de Piper, e dois controles (agua e solubilizante acetona),
sendo 85 tratamentos (como segue: 3 espécies de Piper x 5 concentracdes x 5 idades
de ovos = 75 + 2 tratamentos controle (Agua e acetona) x 5 idades de ovos = 10). Para

cada tratamento foram realizadas 10 repeticdes.

2.4 Bioensaio Pds-parasitismo

As pulverizagBes ocorreram em ovos ja parasitados com um a 10 dias de
desenvolvimento das vespas. Foram utilizadas cinco concentragdes (0,25%, 0,5%,

1,0%, 2,0% e 4,0%) para cada uma das trés espécies de Piper e dois controles (agua
47



e solubilizante acetona), sendo 170 tratamentos como segue: 3 espécies de Piper X
5 concentracdes X 10 periodos de desenvolvimento das vespas = 150 e 2 controles
(dgua e acetona) X 10 periodos de desenvolvimento das vespas = 20. Para cada
tratamento foram realizadas 10 repeti¢des.

Os ensaios foram avaliados diariamente, durante 15 dias consecutivos, a fim de
determinar se a concentracdo do Oleo essencial interferiu na emergéncia dos

parasitoides.

2.5 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e analisados
por meio de andlise de variancia (ANOVA) e aqueles que apresentaram significancia
foram comparadas pelo teste Tukey a 1% por meio do programa estatistico Assistat
versdo 7.7beta (SILVA; AZEVEDO, 2016). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com analise em esquema fatorial (7 x 5) no pré-parasitismo,
e (7 x 10) para pés-parasitismo, testando os dois controles (Agua e acetona), as
diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de P. hispidum, P. marginatum e P. aff.
divaricatum (0,25%; 0,5%; 1%, 2% e 4%) e as idades dos ovos do pré-parasitismo (1

a 5 dias) e pos-parasitismo (1 a 10 dias).

3. RESULTADOS

3.1 Pré-parasitismo

Para as trés espécies de Piper observou-se emergéncia de parasitoides apenas
em ovos com 24 e 48 horas, pulverizados nas concentracdes de 0,25%; 0,5% e 1%.
Nas concentracdes mais altas (2% e 4%), as fémeas de T. podisi morreram, nao
realizando o parasitismo. Os ovos com 72h, 96h e 120h, para todas as espécies de
Piper testadas, ndo apresentaram emergéncia de parasitoides, nem de ninfas de E.
heros, uma vez que as massas de ovos foram esterilizadas com UV antes da
realizacdo do experimento (Tabela 1). No Bioensaio pré-parasitismo, o controle
acetona nédo diferiu do controle a4gua, indicando que o solubilizante acetona né&o
interfere no parasitismo, nem na emergéncia do parasitoide, sendo que em ovos de

24 e 48 horas a emergéncia de parasitoides foi de 100%.
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A emergéncia em ovos com 24 e 48 h. nao diferiu dos controles em ovos tratados
com P. divaricatum e P. hispidum na menor concentracéo (0,25%), enquanto para P.
marginatum houve diferenca significativa, com pouco mais de 70% de emergéncia
(Tabela 1). A emergéncia em ovos de 24 e 48 h., tratados nas concentra¢oes de 0,5
e 1,0% de OE das trés espécies avaliadas, foi significativamente diferente dos
controles, variando de 67 a 73%, ha concentracao de 0,5%, e de 45 a 65% a 1,0% de
concentracéo (Tabela 1).

Menores concentragdes (0,25 e 0,5%) permitiram a emergéncia de cerca de 90
e 80% dos ovos, respectivamente, e em torno de 65% dos ovos a 1% para P.
divaricatum e P. hispidum (Tabela 1). De modo geral, P. marginatum apresentou maior
taxa de inibicdo a emergéncia de T. podisi comparado a P. divaricatum e P. hispidum,
que permitiram a emergéncia proxima a 70% nas duas menores concentracdes e de

pouco mais de 40% na concentracdo de 1% (Tabela 1).

Tabela 1. Numero médio (+ erro padréo) de parasitoides Telenomus podisi emergidos apds a
pulverizagdo em posturas com 24 e 48 horas, em diferentes concentra¢des de 6leos essenciais de
Piper marginatum, P. aff. Divaricatum e P. hispidum.

24 horas 48 horas
. Numero de NUmero de C.V.
P. marginatum Parastoéides Parastoéides F P-valor (%)
emergidos emergidos
0.7500

Agua 10,00 + 0,00 Aa 10,00 + 0,00 Aa ns 05632 5.01
Acetona 0.7500

10,00 + 0,00 Aa 10,00 + 0,00 Aa ns 05632 5.92
0.25 % 0.3879

07.30 + 0,50 Bb 07,10 + 0,48 Bb ns 08162  17.91
05 % 2.3154

06,70 + 0,52 Bb 07,60 + 0,53 Bb ns 00718 2087
1.0 % 0.8717

04.50 + 0,31 Cb 04.10 + 0,86 Cc ns 04883 5234
2.0 % 00,00+00,00Dd 00,00 % 00,00 Dd - ; ;
4.0 % 00,00 + 00,00 Dd 00,00 + 0,00 Dd - ; ;
F 48.6788 ** 33.5168 ** . . .
P-valor <.0001 <.0001 ; ;
C.V. (%) 14.66 19.88 - ;
P. aff.
Divaricatum
Agua 0.7500

10,00 + 0,00 Aa 10,00 + 0,00 Aa ns 05632 431
Acetona 0.7500

10,00 + 0,00 Aa 10,00 + 0,00 Aa ns 09632 461
0.25 % 21136

09.30 + 0,13 Aa 09,00 + 0,00 Aa ns 09947 671
05 % 1.5344

08,30 + 0,30 Bb 08,10 + 0,06 Bb ns 04841  20.78

0,

10% L1799 3305  17.42

06,47 £ 0,41 Bb

06,31+ 0,41 Cc

ns
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2.0% 00,00+00,00Cc 00,00 + 00,00 Dd ; ] ]
4.0 % 00.00 + 00,00 Cc 00,00 + 0,00 Dd - ; ;
F 87.7600 ** 150.6745 * - - -
P-valor <.0001 <.0001 - - -
C.V. (%) 12.99 10.73 : : ;
P. hispidum
Agua 0.7500

10,00 % 0,00 Aa 10,00 % 0,00 Aa ns 09632 389
Acetona 0.7500

10,00 % 0,00 Aa 10,00 % 0,00 Aa ns 09632 325
0.25 % 2.6022

09,10 £0.21 Aa 09.20 + 0,25 Aa ns 00484 647
0.5% 1.0547

07,70 + 0,26 Bb 08.30 + 0,33 Bb ns 03899 1155
1.0% 5.3182

06,50 + 0,34 Cc 06,20 + 0,51 Cc ns 02843 1342
2.0% 0000+0000Dd 00,00 % 00,00 Dd - ; ;
4.0 % 00,00 + 00,00 Dd 00,00 + 0,00 Dd ; . ;
F 1221324 * 1173111 * - . .
P-valor <.0001 <.0001 - - -
C.V. (%) 11.09 11.39 ; ; ;

1 avaliacdo realizada 240 h (10 dias) apos a pulverizacido das posturas com Gleos essenciais;

2 médias seguidas das mesmas letras mailsculas nas colunas néo diferem pelo teste de Tukey;
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01); ns = n&o significativo.

3.2 Pés-parasitismo

Neste ensaio, os OEs das piperaceas avaliadas foram aplicados depois que 0s
ovos de E. heros ja haviam sido ofertados aos parasitoides T. podisi, sendo possivel
observar reducdo na emergéncia dos parasitoides em relacdo aos controles, de
forma gradativa. Nas concentracdes entre 0,25% e 1%, para P. Marginatum, o
percentual de emergéncia variou entre 80% e 50%, para P. aff. divaricatum, entre
90% e 63% e, para P. hispidum entre 82% e 50% (Tabela 4).

A concentracao de 1% do OE afetou a emergéncia dos parasitoides nas trés
espécies de Piper estudadas, sendo a emergéncia significativamente menor em
comparacao aos controles e as concentracbes de 0,25 e 0,5% (Tabela 4). No
tratamento com P. aff. Divaricatum ndo houve diferencas na taxa de emergéncia
entre controles e as duas menores concentra¢des, enquanto com P. marginatum,
apenas a 0,25% a emergéncia foi igual aos controles (Tabela 2). Ja para P. hispidum,
as trés concentracbes de OE, que permitiram a emergéncia de parasitoides,
interferiram negativamente do desenvolvimento das vespas (Tabela 2).

N&o foram observadas diferencas significativas entre os controles acetona e
agua e as concentracdes de 2 e 4% de OEs que, inviabilizaram a emergéncia das
vespas em todos os periodos de desenvolvimento avaliados (Tabela 2). Ao
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considerar o tempo de desenvolvimento dos imaturos, nenhuma das espécies de
Piper interferiu na taxa de emergéncia, indicando que ndo houve nehuma fase da

vespa mais ou menos sucetivel aos OEs (Tabela 4).

Tabela 2: NUumero médio (+ erro padréo) de Telenomus podisi emergidos de ovos de Euschistos heros
em posturas entre 1 e 10 dias de idade, em diferentes concentracdes de 6leos essenciais de trés
espécies de Piper.

Tratamentos com Piper marginatum

Tempo  foua?  Acetona 025%  05%  10% F P c,;(;g)
+ + + +
1 dia® 3?68 Az 3?0,8 A gjig'Aa (7):;3_Bb 2125_@ 33;247 <0001 26.30
. ’ ) } 3
e 3?68 ra 3?0,8 Aa 31551\61 gzgs_sb 3:26}:0 ;31*.*89 <0001 23.24
- t t + + + .
Hoe 3008 ;\a 3008 Aa 338 Aa 325 Bb 356 Cc 27**955 <0001 26.52
! * * * + + :
s 3008 ;\a 3008 Aa 329 Aa Z);l?; Bb 228 Cc 2&1*098 <.0001 24.75
' + * + + + .
noe é%g Aa 3?68 Aa 3:26 Aa Z):is Bb g:iz Cc 6132%**4 7 <o 2767
. ’ > + +
ne 3,068 na é?og Aa gzga_Aa g:zlu_sb 3:10_00 237*'*19 <0001 14.53
. ’ + - )
e é,oog aa 3?68 Aa g:gl_Aa 3:27_Bb 3:23_@ 237*'*77 <0001 18.60
- t t * + + .
He 3,068 Aa 3?68 Aa 3:20 Aa Z):éo Bb 3:26 Ce 328*4 ° <0001 2071
' * * + + + .
v (1)%8 Aa é?og Aa gﬁs Aa 8234 Bb jﬁe Cc 23*962 <0001 3871
| ’ + + > |
s (1)?68 iAa 3?68 Aa g:gl_Aa 3:36_Bb gfw_(:c 22*4 % <oo1 3104
F i.soooo 1oo0ons 43BL gepgpm 69297 _ _
P-valor  1.000  1.000 <0001  0.0007  <.0001 - i ]
CV. (%) 0.0 0.0 2327 3368 3788 - i ]
Tratamentos com Piper aff. Divaricatum
! dfaz (1),068 /ixa é?dg ia g:g;Aa gﬁan g:goiBb 41182*;72 <0001  17.04
S toAa 0f0Aa  03Aa 017ha o@sEp g <O00L 1810
s 3,068 na 3?68 aa g:geiAa gfmiAa 31255b o3r <O00L 1406
. A - > + )
* dfas 3008 ;\a (%008 Aa 3:29_Aa g:gS_Aa g:zz_Bb ggi’,??’ <.0001 13.77
SO era otoAa  Osira 0sbAa o00mp san <000 1342
o oha bhoha aa siima aamm At <o 2
7 dfas é,oog ia 3?68 ,iAa g:gziAa gjggiAa g:;oiBb éél*;m <0001 2165
e 3,068 na 3?68 ra ngiAa gjgliAa S:S;Bb oLn <0001 2273
9dias 100+ 100+ 95+ 87+ 58+ 27888 <0001  12.92
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0,00 Aa 0,00 Aa 0,52 Aa 0,30 Aa 0,36 Bb 08 **
10 dias 10,0 £ 10,0 £ 9,7+ 89+ 6,8 £ 39.166

0,00 Aa 0,00 Aa 0,52 Aa 0,30 Aa 0,36 Bb 4 * <0001 35.98
F L0000 ) oooons 26121 gqqgae 91376 ) )

ns
P-valor 0.446 0.446 <.0001 0.0026 <.0001 - - -
CV.(%) 0.10 0.10 17.80 18.98 36.36 - - -
Idade Tratamentos com Piper hispidum
0VvOoS cvV
parasita Agua Acetona 0.25% 0.5% 1.0% F P N

1 (%)

dos

10,0 £ 10,0 £ 88+ 8,7+ 54+ 91.742

B 2 1 b b b 1

1 dia 0,00 Aa 0,00 Aa 0,71Bb 0,63Bb 0,37Cc 0O* <0001 26.02
2 dias 10,0 £ 10,0 £ 8,2+ 8,8+ 56+ 97.038

0,00 Aa 0,00 Aa 0,44Bb 0,76 Bb 050Cc 6* <0001 24.99
3 dias 10,0 £ 10,0 = 8,7+ 8,8+ 54+ 132.39

000Aa 000Aa 088Bb 0448Bb 022Cc 17+ 0001 2931
4 dias 10,0 £ 10,0 = 83+ 83+ 52+ 161.86

0,00 Aa 0,00 Aa 0,84 Bb 0,40 Bb 0,13 Cc 09 ** <0001 28.34
5 dias 10,0 £ 10,0 = 8,6+ 85+ 58+ 383.18

0,00 Aa 0,00 Aa 0,27 Bb 0,48 Bb 0,25 Cc 26 ** <0001 16.99
6 dias 10,0 £ 10,0 = 7,3+ 89+ 50+ 209.12

0,00 Aa 0,00 Aa 0,63Bb 0,53Bb 0,00Cc 95** <0001 23.59
7 dias 10,0 £ 10,0 £ 8,2+ 8,5+ 50+ 303.32

0,00 Aa 0,00 Aa 044Bb 052Bb 0,00Cc 78* <0001 19.94
8 dias 10,0 + 10,0 £ 79+ 8,6+ 53+ 592.49

0,00 Aa 0,00 Aa 0,46Bb 0,22Bb 0,00Cc 36* <0001 16.69
9 dias 10,0 £ 10,0 = 74+ 84+ 51+ 203.61

0,00 Aa 0,00 Aa 0,65 Bb 0,54 Bb 0,00 Cc 11 * <0001 23.82
10 dias 10,0 £ 10,0 = 83t 80t 55+ 142.13

0,00 Aa 0,00 Aa 0,80 Bb 0,48 Bb 0,17 Cc 70** <0001 26.10
F r11.30000 1.0000 ns 2.2529* 7.4148 ** éfi.*930 - - -
P-valor 0.446 0.446 0.0253 <.0001 <.0001 - - -
C.V.(%) 0.10 0.10 34.10 49.55 93.31 - - -

lavaliacao feita 10 dias) ap6s a pulverizacdo das posturas com 6leos essenciais; ?2médias seguidas das
mesmas letras mailsculas nas linhas e letras minisculas nas colunas, ndo diferem pelo teste de Tukey;
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); ns = ndo sigificativo

A idade dos ovos (F1) nao teve influéncia na emergéncia de T. podisi (Tabela
3). A concentracdo (F2) dos OEs nas trés espécies de Piper, teve efeito sobre a
emergéncia dos parasitoides, diminuindo a emergéncia de T. podisi, de acordo com o

aumento das concentracgoes.
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Tabela 3. Andlise de variancia (ANOVA) do niumero médio de parasitoides de Telenomus podisi

emergidos no experimento pos-parasitismo.

Fonte de variagdo G.L.

Piper marginatum Piper aff. divaricatum Piper hispidum
Idade dos ovos (F1) 9 4.8147 ns 4.9188 ns 4.1101 ns
Concentracoes (F2) 6 564.2797 ** 630.1907 ** 741.7725 **
Interacdo (F1x F2) 54 10.5646 ns 19.9235 ns 11.3088 ns
Tratamentos 69 57.9638 ** 71.0330 ** 74.4102 **
Residuos 630 - - -
C.V. (%) 33.24 26.25 34.09

**significativo a 1%; ns: ndo significativo.

No experimento pds-parasitismo nenhuma das espécies de Piper avaliadas

interferiu na razédo sexual de T. podisi, que variou entre 0,6 e 0,7 (Figura 2),

divergindo da razdo sexual observada nos tratamentos com as trés espécies de

Piper no experimento pré parasitismo (Figura 2).

Figura 1. Razédo sexual (Média %

Erro padrdo) de Telenomus podisi emergidos de ovos de
Euschistus heros no experimento pés-parasitismo.
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4. DISCUSSAO

Ovos de E. heros do experimento pré-parasitismo, no qual foram tratados com

os OEs P. marginatum, P. aff. divaricatum e P. hispidum, antes de serem ofertados
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a T. podisi, resultaram em menor emergéncia, em relacdo aos testes controle (dgua
e acetona), e apenas ovos de até 48 h tiveram emergéncia de vespas. Considerando
gue os ovos foram previamente esterilizados, de acordo com a idade dos mesmos,
e que hd um tempo limite de desenvolvimento dos embrides dos percevejos para que
ocorra 0 parasitismo e emergéncia do parasitoide, ovos com mais de 48 horas nao
emergiram parasitoides.

Diversos fatores podem interferir positivo ou negativamente processo de
parasitismo, como 0s estimulos visuais e olfativos, que podem ser alterados por
determinadas substancias, causando rejeicdo na busca, repeléncia e,
consequetemente, a diminuicdo da oviposicdo (PACHECO; CORREA-FERREIRA,
1998; ABUDULAI; SHEPARD, 2003; SMANIOTTO et al., 2013; TURCHEN et al.,
2015). Além disso, alteracdes fisico-quimicas dos ovos causadas por inseticidas
podem comprometer a aceitacdo do hospedeiro, pela fémea do parasitoide, e
também causar a repeléncia (BESERRA; PARRA, 2005).

Algumas substancias quimicas quando presentes no corion dos ovos podem
afetar negativamente parasitoides fémeas, podendo reduzir sua atividade parasitaria,
ou leva-las a morte (CARNEIRO; FERNADES; CRUZ, 2009). Assim, a reducao na
emergéncia de parasitoides, observada em todos os tratamentos com OEs, pode ser
explicada pela toxicidade dos compostos presentes nesses 6leos conforme as
concentracdes, afetando fémeas no momento da oviposicdo e reduzindo o nimero
de ovos parasitados. Tal fato explica a mortalidade de femeas de T. podisi logo apés
a exposicdo aos ovos previamente tratados com OEs nas maiores concentracdes
(2% e 4%). E conhecido que mesmo apos o parasitismo o contato do inseticida com
0S ovos pode afetar a emergéncia das vespas (TURCHEN et al., 2015; VIEIRA et al.,
2012; MANZONI et al., 2007).

Outro fator € que o coérion possui aberturas em determinadas areas, como
aeropilas, hidropilas e micrépilas, com funcdo de trocas gasosas, hidricas entre
outras, e, mesmo possuindo uma textura rigida que serve como barreira, algumas
substancias quimicas podem penetrar (GALLO et al., 2002), afetando o
desenvolvimento do parasitoide (BESERRA; PARRA, 2005). No periodo de ovo-larva
e na fase larval, os parasitoides sdo mais vulneraveis, provavelmente pela
penetragdo do produto nas micropilas do cérion, contaminando o embri&o e levando-

0 a morte ainda na fase embrionaria (CARVALHO et al., 2001). Outrossim, durante
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0s bioensaios pré-parasitismo, a contaminacao pode ter ocorrido durante a insercao
do ovipositor no ovo do hospedeiro, matando os parasitoides ou afetando seu
desenvolvimento, com os residuos dos inseticidas e fitoinseticidas, conforme
observado por Pak e Ostman (1982), reduzindo a emergéncia de T. podisi.

No que tange a razdo sexual, foi observada menor propor¢cdo de fémeas no
experimento pré-parasitismo, variando entre 25 e 40%, em comparacdo com o
experimento de pdés-parasitismo (60 e 70%). De acordo com Vinson (1997), os
parasitoides de ovos determinam o0 sexo de sua progénie no ato da postura, sendo a
razao sexual decorrente de alguns fatores, como caracteristicas fisico-quimicas do
ovo do hospedeiro, de alteracbes ambientais que podem levar as fémeas a
ovipositarem mais ovos que dardo origem a machos. A capacidade de penetracéo
de produtos pelo corion do ovo também pode afetar a razdo sexual, matando as
fémeas que sdo mais exigentes nutricionalmente (SMANIOTTO et al., 2013). Tal fato
pode explicar a reducédo na emergéncia de fémeas de T. podisi no pré-parasitismo e,
consequentemente, aumento na emergéncia no pos-parasitismo.

Ao contrario das fémeas, a producao de machos exige menor investimento de
energia, sendo a alocacao sexual uma estratégia de vespas quando em condi¢des
desfavoraveis (FLANDERS, 1939). Os himendpteros possuem o mecanismo de
determinacao sexual por haplodiploidia, permitindo assim a escolha do sexo dos ovos
pelo controle do acesso ao esperma armazenado em suas espermatecas, e podem
alterar sua fertilizagdo, com ovos fertilizados originando fémeas e ovos né&o
fertilizados resultando em machos (FLANDERS, 1965).

Estudos tém demonstrado alteracdes na razdo sexual de parasitoides,
decorrentes da exposicdo a inseticidas. O parasitoide Aphytis melinus
(Himendpteros: Aphelinidae) teve a razdo dos descendentes alterada para mais
machos, quando expostos a Chlorpiryfos (ROSENHEIM; HOY, 1988). Rocha e
Carvalho (2004) observaram que os inseticidas Abamectina, Acefato e Esfenvalerato
causaram modificacdes na razdo sexual do parasitoide T. pretiosum, Celestino et al.
(2014) em Blaptostethus pallescens Poppius (Hemiptera: Anthocoridae) com o
fitoinseticida Azadiractina.

A auséncia de fémeas anula a perpetuacéo e a estabilidade da populacdo de
parasitoides, que sdo responsaveis pelo parasitismo. No entanto, a auséncia de

machos também é prejudicial, impedindo a copula e levando a partenogénese
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arrenoétoca, que dara origem a machos, dificultando o controle bioldgico (GARCIA,
2011). No campo, a razdo sexual € importante para a eficiéncia dos parasitoides de
ovos (PROTRICH et al., 2009). Desse modo, no pés-parasitismo, os indices obtidos
para a razao sexual atendem aos parametros considerados 6timos, uma vez que o
controle sexual em himenopteros, em condi¢cdes normais, resulta em predominancia
de fémeas, com razdes entre 0,6 a 0,7 (FLANDERS 1939, PACHECO; CORREA-
FERREIRA, 1998).

As variacbes na razdo sexual observadas pelo presente estudo no pré-
parasitismo advertem para a mudanca reprodutiva das fémeas (F1) em equidade
transgeracional, o que afetaria o0 crescimento populacional e estabelecimento dos
parasitoides, dificultando assim o manejo de E. heros, considerando o contexto

encontrado em campo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Observou-se que ndo ha reducéao relevante do parasitismo para os tratamentos
pré e pos-parasitismo, para as trés especies de Piperaceae estudadas nas
concentracbes de 0,25%, 0,50% e 1%. Entretanto no tratamento pré-parasitismo
observou-se significativa influéncia na razao sexual, apresentando uma redugéo na
emergéncia de parasitoides fémeas, com valores abaixo de 0,4, diferentemente do
ensaio pos parasitismo, onde a razdo sexual se manteve dentro dos paramentros de
0,6 a0,8.

Observou-se também que, independetemente dos tratamentos pré e poés-
parasitismo, as concentracdes de 2%(T6) e 4%(T7), foram letais, ndo havendo
emergéncia de parasitdides. Entretanto, € valido ressaltar que as trés espécies de
Piper avaliadas possuem uma consideravel seletividade ao parasitdide de ovos
Telenomus podisi, uma vez que a dinamica de campo € diferente dos bioensaios
promovidos em laboratéios, ja que as posturas, na maioria das vezes, localizam-se
nas vagens e folhas, promovendo menor exposi¢ao dos ovos aos produtos.

Destaca-se que os efeitos dos fitoinseticidas sobre inimigos naturais podem
variar conforme o organismo, a cultura, forma de aplicacdo, dosagem, fatores
abidticos, entre outros. Portanto, a fim de contribuir para o manejo de insetos praga
no campo, se faz necessario estudos mais aprofundados em semi-campo e campo,

a fim de ajustar dosagens e conhecer o potencial de controle de E. heros e o
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parasitismo de ovos por T. podisi.
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