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Resumo

NUNES, Vanessa Cardoso. Toxicidade de dleo essencial de Piper fuligineum
Kunth (Piperaceae) sobre Euschistus heros Fabricius (Hemiptera:
Pentatomidae), e seletividade em Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera:
Scelionidae) . 2023. 80 f. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pds-Graduagédo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

Resumo: O percevejo-marrom da soja € uma praga prejudicial as plantagdes
brasileiras, demandando multiplas aplicagdes de inseticidas. O Manejo Integrado de
Pragas (MIP) destaca alternativas sustentaveis, como o uso de 6leos essenciais (OEs)
de plantas, como o de Piper fuligineum, da familia Piperaceae, reconhecido por suas
propriedades inseticidas. Estudos mostraram que ha potencial para controle de
insetos, sugerindo sua utilidade como biopesticida, oferecendo uma opgdo mais
sustentavel que os inseticidas convencionais. No entanto, ha preocupacgdes com os
efeitos indiretos em inimigos naturais, como o parasitoide Telenomus podisi, que ja e
usado no controle de percevejos. Embora a familia Piperaceae demonstre eficacia
contra diversas ordens de insetos, € necessario avaliar a seletividade do OE de P,
fuligineum para o T. podisi. Os resultados revelaram uma baixa seletividade do OE,
mesmo em concentragdes reduzidas, apontando a necessidade de estudos adicionais
para compreender seu impacto nos estagios de desenvolvimento do parasitoide. O
estudo destaca o potencial do OE de P. fuligineum como uma ferramenta promissora
no controle de pragas, mas enfatiza a importancia de avaliar seu impacto nos inimigos
naturais, como o T. podisi, antes de sua ampla utilizacdo na agricultura. Essa
abordagem seletiva pode oferecer solugbes sustentaveis para o manejo de pragas,
mas requer uma compreensido mais profunda de seus efeitos em diferentes contextos

agricolas para garantir a eficacia e a preservacao dos inimigos naturais.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Parasitoide de ovos. Percevejo marrom. Soja.

Fitoinseticidas.



Abstract

NUNES, Vanessa Cardoso. Toxicity of essential oil from Piper fuligineum Kunth
(Piperaceae) on Euschistus heros Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae), and
selectivity on Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae). 2023.80 f.
Dissertation (Master Degree) — Programa de Pdés-Graduagdo em Fitossanidade,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brazil.

The brown soybean bug is a harmful pest of Brazilian plantations, requiring multiple
applications of insecticides. Integrated Pest Management (IPM) highlights sustainable
alternatives, such as the use of essential oils (EOs) from plants, such as Piper
fuligineum, from the Piperaceae family, recognized for its insecticidal properties.
Studies have shown that there is potential for insect control, suggesting its usefulness
as a biopesticide, offering a more sustainable option than conventional insecticides.
However, there are concerns about indirect effects on natural enemies, such as the
parasitoid Telenomus podisi, which is already used to control bedbugs. Although the
Piperaceae family demonstrates efficacy against several orders of insects, it is
necessary to evaluate the selectivity of P. fuligineum EO for T. podisi. The results
revealed a low selectivity of EO, even at reduced concentrations, pointing to the need
for additional studies to understand its impact on the parasitoid's developmental stages.
The study highlights the potential of P. fuligineum EO as a promising tool in pest control
but emphasizes the importance of evaluating its impact on natural enemies, such as T.
podisi, before its widespread use in agriculture. This selective approach can offer
sustainable solutions for pest management but requires a deeper understanding of their
effects in different agricultural contexts to ensure effectiveness and preservation of

natural enemies.

Keywords: Biological control. Egg parasitoid. Brown stink bug. Soy. Phytoinsecticides.
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Introducao Geral

O Brasil atualmente é o do principal produtor mundial de soja Glycine max (L.)
Merrill (Fabaceae), ocupando o 1° lugar no ranking mundial, com produ¢do meédia
anual de 154,810,7 mil toneladas na safra 2022/2023 com uma extensa area de

producao com cerca de 43,834,4 mil hectares (Embrapa, 2022; Conab, 2023).

Um dos principais gréos produzidos no Brasil na atualidade é a soja, sendo o
Cerrado um dos biomas ao qual a oleaginosa se adaptou e foi promissora sua
expansao, dentre os estados que o constituem, o Mato Grosso se destaca como maior
produtor, com sua alta produtividade e incentivo as pesquisas, a expansao desse
cultivar trouxe desenvolvimento para a regido. No ranking nacional de estados
produtores de soja os estados da regido sul estdo entre os principais, sendo o Rio
Grande do Sul o terceiro maior produtor nacional com 14,513 milhdes de toneladas
produzidas em 2022, em uma area de 6,555 milhdes de hectares (Freitas, 2018;
Conab, 2023).

Para que a produgdo anual chegue a esse patamar é necessario a utilizagédo
de produtos agricolas que contribuem com a expansao da produtividade, e com isso
o aumento do uso de agrotéxicos € um fator preocupante relacionado a agricultura.
Com rapido crescimento populacional que consequentemente traz consigo alto
consumo de alimentos, aumentando as demandas de producado, se faz necessario
acdes de manejo de organismos que provocam danos a cultura, a fim de se produzir
mais nas areas de cultivo disponiveis, sendo que na maioria das lavouras o0s insetos
sd0 0s principais responsaveis pela redugdo na produtividade de graos (Gerland et
al., 2014). Por serem alvos comerciais, as culturas agricolas aumentaram em numero
e em hectares plantados, devido a necessidade de aumento constante de
produtividade, o principal método atualmente utilizado € a abertura de novas areas
agricolas, acarretando perda significativa da biodiversidade local através do

desmatamento (Heap, 2014).

Juntamente com o desenvolvimento do agronegdécio no Brasil, grandes areas
foram desmatadas a fim de aumentar ainda mais a producgéao, acarretando o aumento
de populagdes de insetos pragas nas lavouras, resultando um maior uso de inseticidas
visando a produgéao de alimentos, sendo necessario o controle de agentes causadores

de danos a cultura, principalmente pragas, com isso a ampla utilizagao de produtos
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quimicos vem ocasionando diversos problemas ao meio ambiente, incluindo
resisténcia a diferentes tipos de plantas como muitas espécies de ervas daninhas, e
de insetos (Heap, 2014). Afeta, ainda, a saude humana, seja de forma direta ou
indireta (Yu et al., 2015; Saath; Fachinello, 2018; Beretta, 2020).

Dessa forma, com intuito de minimizar o uso de agrotéxicos que possam ser
prejudiciais principalmente as comunidades de insetos benéficos, a busca por novos
meétodos de controle tem aumentado gradativamente, assim como as possibilidades
de os produtores agricolas estarem aceitando alternativas mais sustentaveis, como o
manejo integrado de pragas (MIP) que visa uma produgéo ecologicamente correta e
que esta adquirindo cada vez mais adeptos, ja que proporciona a integragdo com
diversos meios de controle, como os bioldgicos e fitoquimicos (Carvalho; Barcellos,
2012).

Nesse sentido, destacam-se os inimigos naturais no controle de pragas e
concomitante ao uso de inimigos naturais, tem aumentado o numero de pesquisas e
de produtos, onde a utilizagdo de plantas com atividade inseticida pode ser uma
estratégia no manejo de pragas, utilizando os compostos fitoquimicos para a
formulagdo de inseticidas que possam ser seletivos a insetos benéficos, podendo

futuramente serem utilizados em associacédo com o controle bioldgico (Parra, 2014).

Atualmente, para controle de insetos que atacam as lavoras de soja,
principalmente os do complexo de insetos fit6fagos, sendo esses percevejos, onde um
dos principais insetos causadores de prejuizos para a produc¢ao de soja € o percevejo
marrom Euschistus heros F. (Pentatomidae), pertencente ao grupo das pragas
sugadoras, causando grandes estragos, devido aos altos niveis populacionais, e por
se alimentarem diretamente dos graos desde , que € o produto de interesse
econdmico dessa cultura, e com isso danificando as sementes e diminuindo a

produtividade e qualidade (Corréa-Ferreira; Azevedo, 2002; Silva et al., 2012).

Para o controle desses percevejos sao utilizados inseticidas, principalmente
neurotoxicos, do grupo dos piretroides, organofosforados, carbamatos e
neonicotinoides, pois sua eficacia ja foi comprovada (Agrofit, 2022). Um dos principais
problemas envolvendo o uso desses inseticidas € a resisténcia das pragas e a
ressurgéncia, levando ao aumento de doses, misturas ou troca, sem estudos mais

completos sobre seus efeitos a longo prazo (Georghiou, 1983).
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O estado de Mato Grosso € o maior consumidor nacional de agrotoxicos,
seguido de Rio Grande do Sul, sendo na sua maioria produtos que provocam danos
a saude do trabalhador e da populagdo ao entorno, como casos graves de
intoxicacgdes, alguns tipos de canceres, malformagdes fetais, disturbios em diversos
sistemas, alergias, contaminagdes do leite materno, alimentos e agua. Além disso, no
ambiente tais produtos podem ocasionar contaminagdes dos lengois freaticos, do solo,
diminuindo as populagdes de organismos indispensaveis para a manutengao
ecoldgica deste ambiente, além do que esses componentes podem afetar os inimigos

naturais destes insetos praga (Pignati; Oliveira; Silva, 2014).

Uma das alternativas aos inseticidas para o controle do percevejo € o uso de
inimigos naturais como o parasitoide de ovos Telenomus Ashmead (Hymenoptera:
Scelionidae), cuja agao, ocorre ainda no desenvolvimento embrionario, ocasionando
a morte da praga antes da formagédo das ninfas. Varios autores comprovaram o
potencial destes parasitoides no combate ao percevejo evitando o excesso de
produtos quimicos (Hirose, 1986; Foerster; Avanci, 1999; Canete; Foerster, 2003;
Foerster; Butnariu, 2004).

Em uma pesquisa realizada por Bueno et al. (2013) os autores concluiram que
as microvespas sao suscetiveis a inseticidas neurotdxicos, porém, quando
permanecem nos ovos hospedeiros, apresentam maior resisténcia se comparado aos
adultos, mas ainda com prejuizos na prole, com efeitos subletais nas fémeas, que
ovipositaram ovos inférteis. Idalgo et al. (2015) constataram que inseticidas do grupo
dos piretréides foram nocivos as microvespas. Outras pesquisas com fitoinseticidas
mostraram menor toxicidade, podendo estes serem usados em combinagdo com o
parasitoide, no controle do percevejo (Smaniotto et al., 2013, Werdin-Gonzalez et al.,
2013, Silva; Bueno, 2014, Turchen et al., 2015).

No entanto, estudos sobre os efeitos subletais sdo incipientes e faltam
pesquisas que revelem mais informagdes, embora alguns trabalhos ja evidenciaram
que dentre os efeitos estao, problemas na longevidade, fecundidade, ciclo bioldgico,
e demais alteragdes (Desneux et al., 2007, Lim; Mahmoud, 2008, Bayram et al., 2010;
Pinheiro et al., 2018).

Vale ressaltar que a associagédo do controle quimico com o controle biolégico

de pragas pode reduzir as aplicagdes de agrotdxicos, gerando menos impactos ao
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meio ambiente e economia ao produtor, sendo que o uso de T. podisi tem apresentado
bons resultados no manejo de E. heros. Dessa forma, estudos de seletividade se
tornam indispensaveis para a preservagao dos inimigos naturais € o manejo

sustentavel das lavouras (Czepak et al., 2005; Godoy et al., 2013).

Pesquisas para desenvolvimento de produtos principalmente a base de
plantas ja sdo uma realidade, no entanto ainda ndo ha estudos onde se estuda a
utilizacao de produtos a base de fitoquimicos em associagdo com inimigos naturais,
para o controle de pragas agricolas em campo. O desenvolvimento de novas
tecnologias, onde possibilita 0 emprego de produtos naturais com maior eficiéncia em
campo, como por exemplo 0 uso de nanoencapsulados no controle de pragas também

ainda sao poucas, mas representa uma estratégia promissora para a agricultura.

Com isso, esse trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade do 6leo
essencial de P. fuligineum (Piperaceae) em ovos, ninfas e adultos de E. heros, e seu

efeito no parasitismo e na emergéncia do parasitoide de ovos T. podisi.
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Artigo 1
Toxicidade de 6leo essencial de Piper fuligineum (Piperaceae) sobre Euschistus

heros (Hemiptera: Pentatomidae)

*Artigo redigido nas normas da revista “Journal of Economic Entomology” (versdo em
Portugués)
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Resumo: O percevejo-marrom da soja, Euschistus heros, € uma praga agricola
de grande importancia no Brasil, causando danos significativos a cultura da soja,
bem como a outras commodities agricolas, principalmente nas regides Sudeste,
Sul, Centro-oeste e Nordeste. A resisténcia a inseticidas tem contribuido para o
aumento das populagbes de percevejos nas lavouras, resultando na
necessidade de multiplas aplicagdes de inseticidas quimicos para seu controle.
Como alternativa sustentavel, o Manejo Integrado de Pragas (MIP) tem se
destacado, enfatizando o uso de inimigos naturais e biopesticidas. Nesse
contexto, os dleos essenciais (OEs) de plantas tém sido investigados como uma
possivel solugdo. O estudo concentrou-se no OE da espécie Piper fuligineum,
da familia Piperaceae, que demonstrou ter propriedades inseticidas eficazes
contra diversas ordens de insetos. A composi¢cao quimica do OE foi analisada,
revelando a presenga de compostos ativos, como terpendides e
fenilpropandides, que podem atuar como inseticidas e repelentes. Bioensaios
foram realizados para avaliar a toxicidade do OE de P. fuligineum em diferentes
estagios de desenvolvimento do percevejo E. heros. O OE foi aplicado em ovos
de diferentes idades, bem como em ninfas e adultos. Esse estudo sugere que o
OE de P. fuligineum tem potencial como um biopesticida para o controle do
percevejo-marrom da soja. Isso representa uma alternativa promissora e

sustentavel em comparagao com os inseticidas quimicos convencionais.

Palavras-chave: Percevejo, Soja, Fitoinseticida, Manejo integrado de pragas.



46

47

48

49

50

o1

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

21

Introducgao

O percevejo-marrom da soja, Euschistus heros Fabricius
(Pentatomidae), € um importante inseto praga que ataca a cultura de diversas
culturas nas areas agricolas do Brasil. Sendo esta a praga fitéfaga de maior
importancia na cultura de soja Glycine max (L.) Merr., ocorrendo de forma menos
severa em milho Zea mays L., algodao Gossypium spp. e girassol (Helianthus
annuus L.) em todo Brasil, apresenta maior ocorréncia nas regides Sudeste,
Centro-oeste e Nordeste (Schafer; Panizzi, 2000; Sosa-Gémez; Silva, 2010;

Smaniotto; Panizzi, 2015; Panizzi et al., 2016 Sosa-Gémez et al., 2020).

A ocorréncia durante a fase reprodutiva da soja causa grandes perdas
de produtividade, devido aos altos niveis populacionais, se alimentando
diretamente dos grdos, danificando as sementes e diminuindo a qualidade
(Corréa-Ferreira; Azevedo, 2002; Silva et al., 2012). Outro dano causado pelo
percevejo nas plantas de soja € a transmissdo de doengas, pois podem ser
vetores de patdgenos que causam disturbios fisiolégicos, como hastes verdes e
retencéo foliar, diminuindo a produgdo e a qualidade dos graos produzidos,
causando prejuizos de até 30% no potencial produtivo da soja (Nunes; Corréa-
Ferreira, 2002; Corréa-Ferreira et al., 2009; Cantone et al., 2011). Durante a fase
reprodutiva, estima-se que o percevejo possa chegar a quatro geragdes
(Somavilla et al., 2020). Também podem ocorrer durante a fase vegetativa e em
hospedeiros naturais presentes no entorno da area de produgdo de soja

(Smaniotto; Panizzi, 2015).

A populagdo de percevejos em lavouras de soja vem crescendo

consideravelmente a cada safra, tendo como um dos principais fatores a
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resisténcia a inseticidas, sendo que atualmente € necessario em média de duas
a quatro aplicagdes para controle (Bueno et al., 2015; Conte et al., 2018). Para
o controle de percevejos séo utilizados inseticidas neurotoxicos do grupo dos
piretroides, organofosforados, carbamatos, neonicotinoides e benzoilureias, pois

sua eficacia ja foi comprovada, tendo acgao variavel (Agrofit, 2023).

Dessa forma, com intuito de minimizar os problemas causados pelo
ataque dos percevejos, a busca por novos métodos de controle tem aumentado
gradativamente, assim como as possibilidades de os produtores agricolas
estarem aceitando alternativas mais sustentaveis, como o Manejo Integrado de
Pragas (MIP), destacam-se os inimigos naturais no controle de pragas e
concomitante ao uso de inimigos naturais cresce a utilizagdo de biopesticidas

(Parra, 2014).

O uso de fitoinseticidas no combate de insetos praga tem inumeras
vantagens ambientais, pois apresenta menor toxicidade a mamiferos,
determinada seletividade aos inimigos naturais, rapida degradagédo no meio
ambiente entre outros fatores (Shin-Foon; Yu-Tong, 1993; Moreira et al., 2006;
Massaroli et al., 2013). No setor agricola, os estudos com compostos derivados
de plantas tém se concentrado na obtencdo de moléculas para sintetizar novos
inseticidas contra alvos moleculares (Cantrell et al., 2012 ). Dentro desse
contexto, estudos sobre 6leos essenciais (OEs) tém se mostrado promissores
para o manejo de diferentes artropodes-praga (Erland et al., 2015; Renkema et

al., 2016; Souza et al., 2020).

A familia Piperaceae tem sido investigada para o controle de insetos

praga, pois, sua acao inseticida tem se mostrado eficiente para diversas ordens
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de insetos. Por exemplo, Piper aduncum L. (Piperaceae) tem um efeito inseticida
contra Coleoptera (Estrela et al., 2006; Fazolin et al., 2007), Hymenoptera (Souto
et al., 2012), Diptera (Bernard et al., 1995; Misni et al., 2011) e Hemiptera (Piton
et al., 2014; Volpe et al., 2015). Um estudo que avaliou o efeito de diversas
espécies de Piper, incluindo Piper fuligineum Kunth (Piperaceae), para
Lepidoptera (Krinski et al., 2018), apresentou resultados satisfatorios como
fitoinseticida. Sabe-se que o género Piper € comumente utilizado para obter um
OE com compostos ativos, como terpendides e fenilpropandides, que podem
atuar como repelentes e inseticidas (Bernard et al., 1995; Souto et al., 2012;

Assis et al., 2013).

Apesar de haver estudos para algumas espécies do género Piper, onde
se investiga o seu potencial como fitoinseticida, e com bons resultados no
controle de alguns insetos praga, a espécie P. fuligineum ainda nao foi muito
explorada, a fim de utiliza-la no controle de pragas sugadoras que atacam
principalmente culturas como a soja no Brasil. Com isso, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a toxidade do dleo essencial de P. fuligineum em ovos de
diferentes estagios de desenvolvimento embrionario, assim como efeito subletal

de ninfas eclodidas e em ninfas e adultos de E. heros.

Material e Métodos

Obtencao do 6leo essencial

Para a obtengao do OE de P. fuligineum, folhas foram coletadas em uma
populagdo de plantas nativa de um remanescente florestal da area rural de

Tangara da Serra/MT (14° 33 '40" S - 57° 27' 41" W - 317 m), em uma regiao de
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transicdo dos biomas Cerrado e Amazbnia, com predominancia de floresta

Amazobnica.

As extracbes de OEs, ocorreu no Laboratorio de Bioprospeccédo de
Produtos Naturais (LABIPRON) localizado no Centro de Pesquisas, Estudos e
Desenvolvimento Agroambientais (CPEDA), Universidade do Estado de Mato
Grosso (UNEMAT), Campus Universitario de Tangara da Serra “Eugénio Carlos
Stieler”, onde foi utilizado aparelho de Clevenger modificado, com baldes de
fundo redondo com capacidade para 2000 ml. As extracdes foram feitas através
de hidrodestilagédo, com 300 gramas de material vegetal triturado em 1000 ml de
agua destilada, durante 4 horas, com replicagéo até atingir a quantidade de 6leo

necessaria para realizacdo dos bioensaios e analise quimica.

A analise da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais foi realizada no
Laboratério de Sintese Orgénica Limpa (LASOL) do Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA) da Universidade Federal de
Pelotas, utilizando cromatégrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas
modelo QP2010-Plus da marca Shimadzu utilizando a coluna RTX-5 (30 m x 0,25
mm x 0,25 ym) sob gradiente de temperatura e gas transportador He com vazao
de 1,13 mL/min. A temperatura do injetor foi 220 °C, split 20:100 e temperatura
do detector 200°C. Programagao de temperatura da coluna: 40°C por 10 min.,
apo6s aquecimento de 3°C/min até 200°C, mantendo-se por 7 min. Os espectros
de massas foram obtidos com impacto de elétrons de 70 eV e os compostos

foram identificados pelos dados da biblioteca NIST05 e NISTO08.
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Criacao de percevejo-marrom Euschistus heros

A criagcdo de percevejo-marrom foi feita no Laboratério de Manejo
Integrado de Pragas, LabMIP, vinculado a FAEM/UFPel. A criagéo foi feita em
potes plasticos de 8 litros de fechamento hermético, € com janela recoberta com
tecido tipo voil, e fundo recoberto por papel filtro. As gaiolas foram mantidas a
uma temperatura de 25 °C £ 2 °C, com umidade do arem 70 £ 10%, com fotofase
de 14 horas, sendo das 6:00 as 20:00. Os insetos foram separados de acordo
com os estadios de vida, e mantidos nas gaiolas com dieta natural a base de
vagens de feijdo, batata doce e amendoim. Para disponibilidade de agua e
auxiliar na umidade foi adicionado algodao embebido em agua, sobre uma placa
de Petri colocada no fundo da gaiola. Para a deposigdo dos ovos e abrigo foi
adicionado tiras de feltro na cor branca, fixadas com fita adesiva a borda dos

potes.

Bioensaios com ovos

Para ovos de E. heros foram feitas aplicagdes topicas em ovos de 1, 2,
3, 4 e 5 dias de idade, onde foram colados 10 ovos em placa de papel com cola
branca atdxica, com 10 repeticdes para cada tratamento, tendo 100 ovos na
totalidade. Para os ovos de cada idade foram aplicadas diferentes concentragdes
de OE, sendo de 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 2,0; 4% respectivamente & dois controles
negativo sendo agua destilada e acetona ja que o OE foi diluido em acetona PA
para pulverizagao. Para o controle positivo foi aplicado o equivalente a dose
comercial recomendada (250 mL para 150L de calda) de Engeo pleno S.
(tiametoxam+lambda-cialotrina) Syngenta Protegao de Cultivos Ltda. A aplicagéo

das concentragdes nos ovos foi por meio de pulverizagao feita com aerdgrafo
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Vonder®, calibrado & pressao de 30 psi, com bico de 0,3 mm, o que possibilitou
a deposicao de 1,5 mg cm-2 de cada solugado/concentragdo. Dez réplicas
contendo dez ovos colados, em papel Canson® azul foram pulverizadas em cada

concentracgao, e os ovos foram deixados para secar em temperatura ambiente.

Apos a pulverizacdo das cartelas de ovos foram armazenadas
separadamente em tubos de vidro de 10 ml, tamponado com algodao umedecido
em agua. A analise das eclosdes ocorreu diariamente com a contabilizagao das
ninfas, durante 6 dias apés o inicio das eclosdes. Apds a eclosao, as ninfas foram

mantidas até a mudanca de instar, e contabilizados os sobreviventes.
Bioensaios com ninfas e adultos

Para as aplicagdes nas ninfas em diferentes estadios, sendo 3°, 4° e 5°
instar e adultos de percevejo-marrom. Foram utilizados 10 insetos por repeticao
em delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticdes para cada
tratamento. Foram utilizadas placas de Petri de 90 mm x 10 mm, contendo discos
de papel toalha recobrindo o fundo da placa. O OE para as aplicagdes foi diluido
em acetona PA nas concentragbées 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 2,0; 4%, onde foi
aplicado com o auxilio de uma micropipeta 1uL/inseto na regiao protoracica de
cada inseto. Os controles foram através da aplicacdo de 1 ulL/inseto de agua e a
mesma quantidade de acetona e Engeo pleno S. (tiametoxam-+lambda-cialotrina)
Syngenta Proteg¢ao de Cultivos Ltda. Para a avaliagdo de taxas de mortalidade
foram feitas avaliagbes com a contagem do numero de insetos sobreviventes

para cada bioensaio em 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a aplicagao.



185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

27

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ao nivel de
5% de probabilidade e submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
de Shapiro Wilk (p>0.05) e ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. A
analise fatorial foi através do teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade no

programa Asistat 7.7 (Jelihovschi et al., 2014).

Os calculos das concentragdes letais para matar 50% (CLso), 90% (CLgo)
de E. heros foram feitos através do modelo Probit, utilizando no software R®

verséo 4.3.1 (Finney, 1974).

Resultados

Na analise do OE de P, fuligineum, foram identificados 20 picos (Figura
1), onde os compostos identificados totalizaram 94,24% da composigao quimica
da amostra. Teve 8 compostos majoritarios sendo o Cariofileno (10,60%), B-
Eudesmeno (10,46%), 1-naftalenol (9,88%), Eremofileno (9,09%), Acido
propanoico (8,97%), D-Germacreno (7,40%), B-Ocimeno (5,48%) e B-Pineno
(5,16%). Esses 8 compostos correspondem a 67,04% da concentragdo das
moléculas encontradas no OE, sendo estas com concentragdo maior que 5%.
Os demais compostos presentes no OE em menor quantidade, sendo 12 com
concentragdo que varia entre 1,29% e 4,41%, correspondem a 27,20% da

composicao total do OE (Tabela 1)
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A analise fatorial para os numeros de ovos inviabilizados apos
pulverizagcdo com OE, onde avaliou se h& variagdo entre as diferentes
concentracbes do OE dentro de cada idade dos ovos (F1), onde pode-se
observar que foi significativo. J& nas analises onde avaliou o fator idade (F2),
observa-se que h4 diferenca das taxas de inviabilizacdo dentro das diferentes
idades em que os ovos foram pulverizados. A analise da interacdo entre os dois

fatores (F1xF2) néo foi significativa (Tabela 2).

Na analise fatorial para o efeito subletal do OE em ninfas eclodidas dos
ovos pulverizados em diferentes idades e com diferentes concentragdes de OE,
nota-se que houve diferenca significativa na taxa de mortalidade por efeito
subletal entre as concentracdes aplicadas (F1). Para a andlise do efeito subletal,
onde o fator idade (F2) em que os ovos foram pulverizados ndo apresentou
resultado significativo. Ao analisar se houve interagdo entre os dois fatores

(F1xF2), o resultado nao foi significativo (Tabela 2).

Piper fuligineum apresentou efeito ovicida significativo (p < .0001), a
partir da concentracado de 0,75% nos ovos pulverizados com 1, 3, 4 e 5 dias de
idade, ja para os ovos com 2 dias de idade, houve diminuigao na eclosao a partir

da menor concentragéo (0,25%) (Tabelas 3).

A aplicagao realizada em ovos com 1 e 2 dias de idade foram os mais
afetados pelo efeito do OE, com 91% e 85% dos ovos inviabilizados na maior
concentragao (4%), enquanto os ovos com 3 dias foram intermediarios, com 80%
dos ovos inviabilizados para essa mesma concentracdo 4%. Ja ovos com4 e 5
dias, na maior concentragao apresentaram taxa de emergéncia maior em relagao

as demais idades, com 71% e 69% dos ovos de 4 e 5 dias de idade inviabilizados
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respectivamente, demostrando que o OE atua de maneira diferente conforme a

idade em que recebeu a aplicagéo (Tabela 3).

As analises do efeito subletal do OE, sobre as ninfas eclodidas de ovos
pulverizados com diferentes concentragdes e em diferentes idades apresentou
diferenca significativa entre as concentragdes, sendo que em ninfas eclodidas
de ovos pulverizados com 1 dia de idade apresentou redugdo na taxa de
sobrevivéncia a partir da concentracdo de 0,50%, com 64% das ninfas
sobreviventes, enquanto na concentracido de 4%, somente 4% das ninfas
sobreviveram. Para as ninfas eclodidas dos ovos pulverizados com as demais
idades pode-se observar que houve o mesmo padrao de reducado da taxa de
ninfas sobreviventes observado nas ninfas de ovos de 1 dia de idades, sendo

linear em todas as idades de ovos (Tabela 4).

A analise da toxidade de diferentes concentra¢cdes de OE em ninfas de 3°
e 5° instar, e adultos do E. heros apresentou diferenga significativa (p < .0001),
nas diferentes concentragdes, dentro de cada idade do percevejo (F1), (Tabelas
5, 6). Ao comparar as mesmas concentragdes dentro das diferentes idades nota-
se que houve diferencga significativa (F2), sendo que a taxa de mortalidade diferiu
entre si nas diferentes idades, sendo que as ninfas de 3° instar apresentou maior
taxa de mortalidade em todas as concentracées que as de 5° instar e adultos
que foi estatisticamente igual. A interacdo (F1xF2) n&o foi significativa
demostrando que nao ha relacéo direta da mortalidade entre o fator idade e as

concentragcdes do OE (Tabela 5).

Com as analises pode-se observar que o OE apresentou efeito desde a

menor concentragao (0,25%), sendo que nas ninfas de 3° instar foram as que
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apresentaram maior taxa de letalidade, com 21% de mortalidade na menor
concentragéo, e de 53% na maior concentragdo. Para as ninfas de 5° instar, a
taxa de mortalidade na concentracdo 0,25% foram de 16%, enquanto na 4%
foram de 42%, e nos adultos a taxa de mortalidade na concentracido de 0,25%

foram de 18% e na de 4% a taxa de mortalidade sendo de 46% (Tabela 6).

As concentragdes letais (CLso e ClLoo) apresentaram relagdo linear
negativa entre concentracao e idade do ovo, pois os OEs aplicados em ovos logo
no inicio do desenvolvimento embrionario apresentaram CLso € CLgoo mais baixas
em relacado a ovos com desenvolvimento embrionario mais avangado, sendo que
ovos de todas as idades apresentaram CLso que variam entre 0,11 a 0,20, e
CLogo variando de 0,47 a 1,36 (Tabela 7).

Ja para ninfas e adultos a CLso de ninfas de 3° instar e de adultos foi
inferior a de adultos, sendo de 0,40 em ninfas de 3° instar e 0,62 em adultos,
enquanto as ninfas de 5° instar apresentou a maior CLso, sendo de 0,97. Na CLago
os valores tiveram mesmo padrdo que na CLso sendo que ninfas de 3° instar e
adultos tiveram valores de 2,00 e 3,09 respectivamente, enquanto as ninfas de

5° instar teve valor de 5,48 (Tabela 7).

Discussao

Nosso estudo investigou a toxidade de OE da espécie P. fuligineum para
0 percevejo-marrom, sendo o primeiro a avaliar a toxidade para ovos em
diferentes estagios de desenvolvimento embrionario, e em diferentes fases de

ninfas e adultos contra este inseto-praga.
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A analise de composi¢cao quimica, onde as principais moléculas foram
identificadas e quantificadas apresentou oito compostos majoritarios sendo
Cariofileno, B-Eudesmeno, 1-naftalenol, Eremofileno, Acido propanoico, D-
germacreno, B-Ocimeno e B-Pineno. Tanto nesta, como em outras espécies do
género Piper, ha descri¢ado na literatura de ocorréncia de terpenos (Cariofileno,
Eremofileno, B-Eudesmeno, D-germacreno, -Ocimeno e B-Pineno), fenol (1-

naftalenol) e 4cidos carboxilicos (Acido propanoico).

Alguns desses compostos sao descritos na literatura como substancias
com potencial inseticida, apresentando toxidade para insetos de diferentes
espécies, podendo apresentar letalidade parecida com o observado em
inseticidas formulados (Dhifi et al., 2016; Krinski; Foerster, 2016; Krinski et al.

2018; Mazzeu et al., 2018; Nozella, 2022).

Em estudos realizados por Krinski et al. (2018) onde avaliaram o efeito
ovicida de 18 espécies de Piper em Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae), P. fuligineum e Piper marginatum apresentaram taxas de ecloséo
inferiores a 25 % para ovos tratados desde as menores concentracdes, sendo
que a avaliagao de CLso e CLoo apresentaram bons resultados em concentragéo
de 2 e 4%. Ja para estudo realizado por Krinski e Foerster (2016), onde avaliaram
a toxicidade de cinco espécies de Piper em ovos e ninfas de Tibraca
limbativentris Stal (Hemiptera: Pentatomidae) observou-se que P. marginatum
apresentou alta eficacia, reduzindo a emergéncia de ninfas acima de 75% nas

concentracdoes de 2 € 4 %.

As caracteristicas quimicas dessa espécie, assim como de outras

espécies ja foi objeto de estudo para controle de artrépodes de importancia
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agricola, apresentando resultados promissores, com taxas de mortalidade,
inibicdo alimentar e de oviposicdo, de efeito sobre o desenvolvimento
embrionario de espécies de insetos que sdo praga na soja (Piton et al., 2014;
Turchen el al., 2015; Krinski; Foerster, 2016; Krinski et al., 2018), milho (Estrela
et al., 2006) e na fruticultura (Silva et al., 2007; Souto et al., 2012; Souza et

al., 2020).

O composto quimico 1-naftelenol de férmula quimica C10HsO, que foi um
dos compostos majoritarios do OE de P fuligineum, e um isébmero de 2-
Naftalenol, também presente no OE, no entanto em menor quantidade, € um
composto ja utilizado na formulacdo de inseticidas, sendo um inibidor de
acetilcolinesterase do subgrupo dos carbamatos, o Carbaryl. Inseticidas desse
grupo atuam no sistema nervoso e muscular de insetos, sendo utilizado
principalmente em culturas de feijdo, batata, tomate, maga entre outros, no
entanto ndo ha registro desse produto para E. heros, podendo ser uma
alternativa para controle de resisténcia a inseticidas, ja que apresenta modo de
acao diferente dos produtos que atualmente para controle de percevejo (Booth,

2000, Kalavagunta et al., 2014).

Estudos que investigam o efeito ovicida de inseticidas, sejam eles
quimicos ou alternativos, ainda sao incipientes, deixando uma lacuna no controle
de pragas quando se trata da fase de desenvolvimento embrionario. Para se
considerar um produto como ovicida, ele deve inibir a eclosédo de pelo menos
75% dos ovos do inseto de interesse, sendo esse percentual o minimo ideal para

que o controle de uma praga possa ser de fato eficiente (Picollo; Zerba, 1997).
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Avaliar a susceptibilidade de ovos durante as fases de desenvolvimento
embrionario, utilizando OEs pode ser uma opc¢ao para preencher essa lacuna no
controle de insetos desde a fase de ovo. Ha estudos onde relatam que os 6leos
sejam eles mineral ou de origem vegetal apresente efeito ovicida, devido a suas
caracteristicas lipofilicas, que age sobre as micrépilas e sobre a cuticula,
impedindo a entrada de oxigénio. Essa caracteristica onde o ovo & mais
suscetivel a substancias lipofilicas facilita a entrada de moléculas que podem ser
toxicas para o inseto em desenvolvimento. A exposi¢céo do ovo logo no inicio do
desenvolvimento embrionario pode ser menos afetada pela falta de oxigénio, no
entanto a exposi¢ao prolongada a componentes toxicos desse 6leo pode ser um
fator que o torne susceptivel aos OEs (Hinton, 1981; Retnakaran; Wright, 1987,

Krinski, Foerster, 2016; Seni, 2023).

Os resultados obtidos dos bioensaios com ovos de E. heros pode ser
explicado pelos fatores acima descritos, pois 0os ovos que foram expostos desde
o inicio do seu desenvolvimento embrionario a concentracbes de OE
apresentaram uma taxa de eclosao inferior aos que foram expostos no fim do
periodo de desenvolvimento, podendo ser que o resultado obtido foi
principalmente pela toxidade dos componentes do OE, pois 0 aumento da taxa
de eclosdo nos ovos mais desenvolvidos pode ser devido ao menor tempo de
exposi¢cao. O efeito subletal nas ninfas eclodidas de ovos contaminados pode
ocorrer por dois fatores: 1) efeito da exposigdo prolongada durante o
desenvolvimento, podendo alterar a cuticula e as atividades fisiolégicas,
impedindo-a de concluir a ecdise; e 2) por contaminag¢ao aguda apés a ecloséo,
devido ao efeito residual do OE impregnado no cérion dos ovos, e devido ao

comportamento gregario dessa espécie, onde as ninfas permanecem sobre o
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cérion até a mudanca de instar as deixam mais susceptivel a contaminagao

(Souza et al., 2015).

No resultado de toxidade apresentado para ninfas e adultos, o efeito do
OE pode ter ocorrido através da cuticula, ja que devido OE apresentar
caracteristica lipofilica, tem afinidade com a camada cerosa que recobre essa
cuticula, assim como pode ter ocorrido a contaminagao pelos espiraculos, ja que
os compostos quimicos presentes no OE podem apresentar comportamento de
volatilizacdo. Durante as aplicacbes das concentragdes no bioensaios com
ninfas e adultos foi observado que logo apds a aplicagdo ocorria a morte de
alguns insetos, enquanto outros ficavam moribundos, apresentando espasmos
nas pernas, indicando que a intoxicag¢ao pelos compostos do OE ocorre de forma
rapida, provavelmente afetando musculos e sistema nervoso do inseto (Pereira

et al., 2008).

Estudos onde avalia a agao de inseticidas durante a fase de ovo ainda
sdo incipientes, sendo que essa lacuna no controle de praga ainda é de pouco
interesse por parte de pesquisadores e empresas de producao de inseticidas, no
entanto atualmente ja vem sendo feito o controle biolégico com T. podisi,
podendo a utilizagdo de OEs ser uma alternativa no controle de pragas na fase
de ovo, ja que demostrou eficacia neste estudo. Estudos para avaliar o uso de
OEs seletivos aos parasitoides associados no controle de percevejos em campo

podem ser uma alternativa promissora para o controle de fitbfagos na agricultura.

Poucos estudos foram realizados com outros grupos de plantas, como
Piperaceae, embora nosso estudo e varios outros tenham descoberto que elas

sao uma fonte rica de moléculas promissoras para o controle de insetos. Assim,



374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

35

ha uma clara necessidade de explorar o potencial de estudos de bioprospeccao,
como o isolamento dos principais compostos fitoinseticidas de espécies de
Piperaceae, e a posterior sintese desses compostos que poderao, inclusive,

agregar valor as espécies vegetais nativas.

Consideracgoes finais

A atividade ovicida e inseticida em ninfas e adultos observada nesse
estudo indica que o OE da espécie P. fuligineum apresenta toxicidade dos seus
principais componentes quimicos e possivel agdo sinérgica entre estes
compostos. Com base no efeito ovicida e nas concentragdes letais observadas,
os resultados foram bastante promissores para o manejo de E. heros na fase de
ovo, inibindo a eclosao dos ovos e apresentando efeito subletal sobre as ninfas.
Ja para o controle de ninfas e adultos as taxas de mortalidade foram menores,
no entanto necessita mais estudos para avaliar os efeitos causados nos insetos,

assim como estabelecer os compostos quimicos com agao téxica.
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Figura 2. Ampliacdo do cromatograma obtido com a caracterizacdo do 6leo essencial de Piper fuligineum com folhas in natura
através de cromatografia gasosa por espectrometria de massa (GC/MS).



557 Tabela 1. Composig¢ao quimica do 6leo essencial de Piper fuligineum com base
558 na biblioteca do equipamento.
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Tabela 2. Andlise fatorial para numero médio de ovos de Euschistus heros

inviabilizados apds pulverizagdo de diferentes concentracbes de OE de Piper

fuligineum em massas de ovos com 1, 2, 3, 4 e 5 dias de idade e efeito subletal

em ninfas eclodidas.

Fonte de variacao Ovos Ninfas

¢ G.L. Valores de F Valores de F
Concentragao (F1) 8 329.1732** 399.9034**
Idade (F2) 4 4.7463** 1.9532n"s
Interacéo (F1xF2) 32 0.9302n"s 1.3363"s
Tratamentos 44 65.977** 73.8591**
Residuos 405 - -
Valor de P - <.0001 <.0001

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

Teste de Skott-Knott (p < 0,05).
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Tabela 3. Numero médio (+xEP) de ovos de Euschistus heros inviabilizados apés

pulverizagao das concentragdes de OE de Piper fuligineum em ovos com 1, 2, 3,

4 e 5 dias de idade.
Idade (em dias)

Tratamentos 1 2 3 4 5
Agua 0,300,175 eA'  0,30+0,15fA  0,30%0,15eA  0,30+0,15aA 0,30+0,15 dA
Acetona 0,20+0,13 eA 0,20+0,13 fA 0,20+0,13eA  0,20+0,13aA 0,201£0,13 dA
0,25% 1,00£0,37 eA 0,90 +0,31eA  0,90+0,31eA  0,60+0,22 aA 0,6010,22 dA
0,50% 2,30+0,60 dA 1,50+0,34 eA 1,40£0,43 eA 1,30£0,55 aA  1,30+0,45 dA
0,75% 3,70+0,63 cA 3,50+0,50 dA 3,40+0,54 dA  3,00+0,47 bA  3,401+0,45cA
1,0% 4,70£0,67 cA  4,00£0,42 dA  3,60+0,60 dA  3,50+0,67 bA  3,50+0,67 cA
2,0% 6,20+0,80 bA  5,10+0,53 cA  4,60+0,34 cA  4,40+0,48 bA  4,10+0,53 cB
4,0% 9,10+0,28 aA  8,50+0,34 bA  8,00£0,45bA  7,10£0,22cB  6,90+0,48 bB
Engeopleno S.  9,40+0,16 aA 9,50+0,53 aA 9,50+0,53 aA  9,50+0,16 dA  9,70+0,15 aA
Valor de F 53.3140* 96.9309** 76.5633** 66.2784** 64.3280**
Valor de p <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
1 Letras minGsculas comparam as concentragdes dentro de cada idade de ovos.

2|_etras maiusculas comparam concentragdes iguais entre as diferentes idades de ovos.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre de acordo com o teste Scott-Knott.
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575 Tabela 4. Numero médio (+tEP) de mortalidade de ninfas de Euschistus heros
576  apods pulverizagao das concentragdes de OE de Piper fuligineum, em ovos com
577 1,2, 3,4 e5dias de idade.
Idade (em dias)
Tratamentos 1 2 3 4 5
Agua 0,90+0,28 e'A2 0,80+0,22 fA 0,90+0,28 eA  0,90+0,28 eA  0,90+0,28 dA
Acetona 0,50+0,22 eA 0,50+0,37 fA 0,50+0,22 eA  0,50+0,22 eA 0,50+0,22 dA
0,25% 1,80+0,42 eB 2,70+0,36 eB 4,00£0,47 dA  3,2010,49 dA 2,30+0,37 cB
0,50% 3,60+0,52 dA 3,80+0,50 dA 4,20+0,44 dA  4,70+0,32cA  4,20+0,511 cA
0,75% 5,30+0,70 cA 5,40+0,55 cA 5,30+0,67 cA 5,40+0,43 bA 6,10+0,43 bA
1,0% 6,80+0,53 cA 6,10£0,42 cA 5,90+0,38 cA  5,90+0,67 bA  6,60+0,48 bA
2,0% 7,30+0,56 bB 7,00+£0,21 bB 8,20£0,42 bA  7,00£0,58 bB  7,30+0,34 bB
4,0% 9,60+0,16 aA 9,60+0,20 aA 9,400,222 aA  9,40£0,22 aA  9,50%0,22 aA
Engeo pleno S.  10,00£0,00 aA  10,00+0,00 aA  10,00+0,00 aA 10,00+0,00 aA  10,00+0,00 aA
Valor de F 67.7464** 92.1903** 77.1123* 69.1720** 100.9023**
Valor de P <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

578
579
580
581
582
583
584

585

586

587
588

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
1 Letras minGsculas comparam as concentragdes dentro de cada idade de ninfas.
2 L etras mailsculas comparam concentragdes iguais entre as diferentes idades de

ninfas.

Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre de acordo com o teste Scott-Knott.

Tabela 5. Andlise de fatorial para numero médio de ninfas e adultos de

Euschistus heros mortos apos pulverizagao de diferentes concentragdes de OE

de Piper fuligineum.

Ninfas e adultos

Fonte de variacao G.L. Valores de F
Concentragao (F1) 8 194.3178**
Idade (F2) 2 7.0396**
Interagéo (F1xF2) 16 0.7666"s
Tratamentos 27 60.8034**
Residuos 243 -
Valor de P - <.0001

**significativo a 1% de probabilidade. ns: ngo significativo. Teste de Skott-Knott (p < 0,05).
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591
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593
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595
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Tabela 6. Numero médio (+tEP) de mortalidade de Euschistus heros apos
pulverizagdo das concentra¢des de OE de Piper fuligineum em ninfas de 3° e 5°

instar e adultos.

Tratamentos - I dades
3° instar 5° instar Adultos

Agua 0,40+0,16 e'A? 0,30+0,15 eB 0,40+0,16 eB
Acetona 0,40+0,16 eA 0,20+0,13 eB 0,50+0,22 eB
0,25% 2,10+0,41 dA 1,60+0,31 dB 1,80+0,36 dB
0,50% 2,101£0,41 dA 1,80+0,39 dB 2,30+0,62 dB
0,75% 3,201£0,25 cA 2,60+0,37 cB 2,70+0,54 cB
1,0% 3,50+0,34 cA 3,30+0,42 cB 3,90+0,41 bB
2,0% 4,60+0,48 bA 3,40+0,43 cB 4,00+0,50 bB
4,0% 5,30+0,50 bA 4,20+0,33 bB 4,60+0,31 bB
Engeo pleno S. 9,80+0,13 aA 9,70+0,15 aB 9,70+0,15 aB

Valor de F 75.5880** 80.2974** 50.8703**

Valor de P <.0001 <.0001 <.0001

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

1 Letras minUsculas comparam as concentragdes dentro de cada idade.

2 Letras mailusculas comparam concentragées iguais entre as diferentes idades.
Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre de acordo com o teste Scott-Knott.
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597 Tabela 7. Concentracdo Letal CLso e CLoo para exposi¢céo por aplicagao tépica ao

598 oOleo essencial Piper fuligineum para ovos e insetos de 3°, 5° instar e adultos
599 de Euschistus heros.
Fase Idade N° Inclinagio (tEP) CLso(£1C95) CLogo(£IC95) X?
Ovo 24h 100 2,03+0,15 0,11(0,09-0,13)  0,47(0,35-0,75) 2,83
Ovo 48h 100 1,89+0,21 0,14(0,11-0,17)  0,68(0,47-1,10) 2,84
ovo 72h 100 1,73+0,21 0,16(0,13-0,21)  0,90(0,58-1,70) 2,96
Ovo 96h 100 1,74+0,22 0,19(0,16-0,26)  1,08(0,68-2,20) 3,14
Ovo 120h 100 1,55+0,21 0,20(0,16-0,28)  1,36(0,79-3,34) 4,02
Ninfa 3°inst. 100 0,70+0,05 0,40 (0,23-0,38)  2,00(1,50-4,10) 568
Ninfa 5°inst. 100  0,68+0,09 0,97(0,44-2,72)  548(2,20-15,83) 4,91
Adulto - 100 0,70+0,10 0,62(0,33-0,91)  3,09(1,60-24,26) 5,43
Valor de P - - - <1 <A1 -
G. L. - - - 6 6 -
600  N°: namero de Euschistus heros testados, CLso: concentragdo Letal 50%, CLeo: concentragéo
601 Letal 90% IC: Intervalo de Confianga, x2 Qui-Quadrado, G.L: Grau de Liberdade P:
602  Probabilidade.
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Artigo 2
Seletividade de 6leo essencial de Piper fuligineum Kunth (Piperaceae) em

Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae)

*Artigo redigido nas normas da revista “Neotropical Entomology” (versdo em
portugués).
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Resumo: Os inseticidas sdo amplamente utilizados em concentracdes letais
para combater insetos praga, porém, afetam indiretamente espécies nao-alvo,
como inimigos naturais, incluindo parasitoides. Telenomus podisi, um micro-
himenoptero, € um inimigo natural de pentatomideos, pragas em culturas de
soja, parasitando ovos de diferentes espécies. Sua distribuicdo abrange do
Centro-Oeste ao sul do Brasil. A manutengdo de parasitoides em
agroecossistemas € essencial para o equilibrio de populacdes de insetos-praga.
Portanto, a utilizacdo de inimigos naturais no controle de pragas € promissora,
especialmente quando combinada com métodos seletivos, como produtos
comerciais a base de fungos entomopatogénicos e plantas. Espécies da familia
Piperaceae, como Piper aduncum, tém demonstrado eficacia como inseticidas
em varias ordens de insetos. O OE de Piper fuligineum mostrou potencial como
inseticida alternativo devido aos compostos bioativos, como terpendides e
fenilpropandides, que atuam como repelentes e inseticidas. O objetivo do estudo
foi avaliar a seletividade do 6leo essencial de P. fuligineum para T. podisi em
testes de pré e pos-parasitismo, com e sem chance de escolha. No estudo, o OE
foi obtido por hidrodestilagao, e sua composigao foi analisada por cromatografia
gasosa. Nos testes com T. podisi, além de testes com e sem chance de escolha
para avaliar a preferéncia e os efeitos nos bioensaios de pré e pds-parasitismo.
Os resultados mostraram que o 6leo essencial de P. fuligineum possui baixa
seletividade ao parasitoide T. podisi, mesmo em concentracbes baixas,
sugerindo a necessidade de estudos adicionais para compreender seu impacto
em diferentes estagios do desenvolvimento do parasitoide. O estudo fornece
informacdes valiosas sobre o potencial desse 6leo essencial como ferramenta
de controle de pragas, mas destaca a importancia de avaliar seus efeitos em
diferentes cenarios antes de sua implementacdo em praticas agricolas.

Palavras-chave: Controle biolégico, Parasitoide de ovos, Fitoinseticida, Manejo
integrado de pragas.
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Introducgao

A soja Glycine max L. (Fabaceae) tem se destacado como uma das
atividades agricolas de maior importancia para a produgao de graos no Brasil,
destacando-se também na producdo global. (Silva et al., 2014). O Brasil
atualmente € um dos principais produtores mundiais de soja com produgéo de
154,810,7 mil toneladas na safra 2022/2023 com area de producgao de 43,834,4
mil hectares (Conab, 2023), sendo atualmente o maior produtor mundial de soja
(Embrapa, 2021).

A cultura de soja enfrenta hoje como principal desafio para o aumento
na produtividade, as pragas que atacam a cultura, desde a fase inicial com
desfolhadores e na fase reprodutiva principalmente com a agao de insetos que
atacam as sementes, sendo este o produto de interesse do produtor. Os
principais danos ocorrem por ataque de fitéfagos, que se alimenta das sementes
desde a fase de formacgao até a colheita (Corréa-Ferreira; Azevedo, 2002; Silva
et al., 2012).

O controle de insetos que atacam essas culturas € uma agao necessaria
para assegurar a produgao, sendo que o ataque de pragas é o principal fator de
queda na producdo. Na cultura de soja, para aumentar a produgdo, os
rendimentos e, consequentemente, a qualidade dos graos, faz-se necessario o
controle de sua principal praga, o percevejo, sendo de maior importancia
espeécies como Euschistus heros Fabricius (Pentatomidae), Piezodorus guildinii
Westwood (Pentatomidae) e Nezara viridula Linnaeus (Pentatomidae), em soja
(Grazia et al., 1999; Vivan; Degrande, 2011). O percevejo, que € uma praga
sugadora, que ao se alimentar diretamente das vagens, compromete a qualidade
dos graos causando prejuizos de até 30% no potencial produtivo da soja (Corréa-
Ferreira et al., 2009).

A populagdo de percevejos em lavouras de soja vem crescendo
consideravelmente a cada safra, pelos seguintes fatores: resisténcia, devido a
selecdo a partir do uso de inseticidas, poucos inseticidas com diferentes

mecanismos de acgao, falhas na pulverizagdo e o desequilibrio ambiental, que
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vem sendo causado justamente pelo uso excessivo de inseticidas, produtos de

largo espectro, diminuindo a populagao de inimigos naturais (Bueno et al., 2013).

Os inseticidas sao usados comumente em doses letais aos insetos
praga, no entanto, as espécies nao-alvo, incluindo os inimigos naturais podem
ficar expostas a concentragdes de efeito sub-letal, que indiretamente causam

diversos danos a essas espécies € ao meio ambiente.

Entre estes inimigos naturais temos Telenomus podisi Ashmead
(Scelionidae), € um microhimendptero, sendo importante inimigo natural de
Pentatomideos que s&o praga em cultura de soja, parasitando ovos de E. heros,
P. guildinii € N. viridula (Corréa-Ferreira, 1993; Smaniotto et al., 2013; Tognon et
al., 2020). A distribuicdo de T. podisi no Brasil vai desde a regido Centro-Oeste
(Medeiros et al., 1997), até o sul do pais (Moreira; Becker, 1986).

Os parasitoides ocorrem naturalmente nas lavouras de soja, e a sua
manutengao nos agroecossistemas é um fator importante para o equilibrio
dindmico das populagdes de insetos-praga, no entanto os inseticidas utilizados
no controle de pragas afetam essa populagdo, devido a baixa seletividade da

maioria dos produtos utilizados (Bueno et al., 2012; Luckmann, et al., 2014).

A utilizagao de inimigos naturais no controle de insetos pragas apresenta
grande potencial, no entanto a utilizagdo dos parasitoides de ovos geralmente
ocorre de forma conjunta a outros métodos de controle, os quais podem se
complementar e, consequentemente, potencializar os efeitos. Os métodos
utilizados em conjunto com parasitoides se da por produtos seletivos as
populagdes de parasitoides, sendo que produtos naturais comerciais a base de
fungos entomopatogénicos e a base de plantas podem apresentar uma certa
seletividade, com isso sdo uma boa alternativa, pois em sua maioria causam

menos impactos negativos ao meio ambiente (Parra, 2014; Siegwart et al., 2015).

Espécies da familia Piperaceae tem se mostrado promissor como
inseticida em diversas ordens de insetos. Estudos com Piper aduncum L.
(Piperaceae) apresentou efeito fitotoxico para Coleoptera (Estrela et al., 2006;
Fazolin et al., 2007), Hymenoptera (Souto et al., 2012), Diptera (Bernard et al.,
1995; Misni et al., 2011) e Hemiptera ( Piton et al., 2014; Volpe et al., 2015).
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Estudo onde avalia o efeito de diversas espécies de Piper incluindo Piper
fuligineum Kunth (Piperaceae) para Lepidoptera (Krinski et al.,, 2018),
apresentou resultados promissores como inseticida alternativo. No entanto
fitoinseticidas que séo seletivos sdo mais desejaveis, em estudo realizado por

Luckmann et al, (2014), avaliou a seletividade de produtos obtidos de plantas.

Sabe-se que o género Piper é rico em compostos bioativos, como
terpendides e fenilpropandides, que podem atuar como repelentes e inseticidas,
o que torna a P. fuligineum espécie promissora para obtencao de moléculas com
atividade inseticida. A viabilidade desses estudos estdo diretamente ligadas ao
potencial produtivo de OE dessas plantas, ja que para aplicagdo em campo
demanda grandes quantidades do produto, isso reflete nas pesquisas realizadas
com cada espécie, sendo a P. aduncum a com mais estudos realizados, sendo
esta a espécie de Piper com maior producao de OE. A utilizacdo de diferentes
partes vegetais também deve ser considerada, ja que em espécie como a P,
fuligineum a produgao de OE nos 6rgaos reprodutivos é superior ao de folhas
por exemplo (Bernard et al., 1995; Souto et al., 2012; Assis et al., 2013).

Com isso o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a seletividade do dleo
essencial de P. fuligineum ao parasitoide de ovos T. podisi, € o efeito nos

bioensaios de pré e pos-parasitismo, em testes com e sem chance de escolha.
Material e métodos
Obtencao do 6leo essencial

Para a obtencao do 6leo essencial (OE) de P. fuligineum foram coletadas
folhas de uma comunidade nativa de uma remanescente florestal da area rural
de Tangara da Serra/MT (14° 33 '40" S - 57° 27' 41" W - 317 m), em uma regiao
de transicdo dos biomas Cerrado e Amazbnia, com predominancia de floresta

Amazobnica.

As extragdes ocorreram no Laboratério de Bioprospecgao de Produtos
Naturais (LABIPRON) localizado no Centro de Pesquisas, Estudos e
Desenvolvimento Agroambientais (CPEDA), Universidade do Estado de Mato

Grosso (UNEMAT), Campus Universitario de Tangara da Serra “Eugénio Carlos
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Stieler”, onde foi utilizado aparelho de Clevenger modificado, com baldes de
fundo redondo com capacidade para 2000 ml. As extragdes foram feitas através
de hidrodestilagao, com 300 gramas de material vegetal triturado em 1000 ml de
agua destilada, durante 4 horas, com replicagéo até atingir a quantidade de 6leo

necessaria para realizacdo dos bioensaios e analise quimica.

A analise da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais foi realizada no
Laboratério de Sintese Orgéanica Limpa (LASOL) do Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA) da Universidade Federal de
Pelotas utilizando cromatografo gasoso acoplado a espectrdbmetro de massas
modelo QP2010-Plus da marca Shimadzu utilizando a coluna RTX-5 (30 m x 0,25
mm x 0,25 ym) sob gradiente de temperatura e gas transportador He com vazao
de 1,13 mL/min. A temperatura do injetor foi 220 °C, split 20:100 e temperatura
do detector 200 °C, com programacéo de temperatura da coluna: 40°C por 10
min., apos aquecimento de 3°C/min até 200°C, mantendo-se por 7 min. Os
espectros de massas foram obtidos com impacto de elétrons de 70 eV e os

compostos foram identificados pelos dados da biblioteca NIST05 e NISTO8.
Criagao de percevejo-marrom Euschistus heros

A criagao de percevejo-marrom foi feita no Laboratério de Manejo
Integrado de Pragas, LabMIP, vinculado a FAEM/UFPel. A criagao foi feita em
potes plasticos de 8 litros de fechamento hermético, € com janela recoberta com
tecido tipo voil, e fundo recoberto por papel filtro. As gaiolas foram mantidas a
uma temperatura de 25 °C + 2 °C, com umidade do arem 70 x* 10%, com fotofase
de 14 horas, sendo das 6:00 as 20:00. Os insetos foram separados de acordo
com os estadios de vida, e mantidos nas gaiolas com dieta natural a base de
vagens de feijdo, batata doce e amendoim. Para disponibilidade de agua e
auxiliar na umidade foi adicionado algodao embebido em agua, sobre uma placa
de Petri colocada no fundo da gaiola. Para a deposicao dos ovos e abrigo foi
adicionado tiras de feltro na cor branca, fixadas com fita adesiva a borda dos
potes. A manutencao do alimento ocorreu a cada 4 dias, onde foi feita também a
limpeza das gaiolas. A retirada dos ovos foi feita diariamente, e acondicionados
em placas de Petri, para proliferacdo da colénia e posteriormente divididos e

utilizados em bioensaios.
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Criacao de parasitoide Telenomus podisi

A criagao de T. podisi foi feita no Laboratério de Manejo Integrado de
Pragas, LabMIP, vinculado a FAEM/UFPel, sendo iniciado com a aquisi¢ao de
ovos parasitados da Embrapa Soja, de Londrina-PR, que foram armazenados
em tubos de vidro até a emergéncia. Apds isso foram mantidos em tubos
vedados por plastico flme em estufa BOD climatizada com temperatura de 25
°C + 2 °C, e umidade relativa de 70 £ 10%, com fotofase de 14 horas, sendo das
6:00 as 20:00. Foram mantidos machos e fémeas no mesmo recipiente, e
alimentados com gotas de mel 100% adicionadas na parede do tubo de
armazenamento. Para manutengao da colbénia, foram disponibilizados ovos de
E. heros a cada 12 dias (Tognon, 2013).

Teste com chance de escolha

Para os testes com chance de escolha, a fim de avaliar a preferéncia do
parasitoide T. podisi sobre os ovos de E. heros pulverizados e nao pulverizados
com oleo essencial, com concentragées de 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 2,0; 4%
respectivamente e dois controles negativo sendo agua destilada e acetona ja
que o OE foi diluido em acetona PA para pulverizacdo. Para o controle positivo
foi aplicado o equivalente a dose comercial recomendada (250 ml para 150L de
calda) de Engeo pleno S. (tiametoxam+lambda-cialotrina) Syngenta Protecao de
Cultivos Ltda. A aplicacdo das concentragdes nos ovos foi por meio de
pulverizagao feita com aerografo Vonder®, calibrado a pressao de 30 psi, com

bico de 0,3 mm, o que possibilitou a deposi¢cdo de 1,5 mg/cm? de cada

solugao/concentracdo. Dez réplicas contendo dez ovos colados, em papel

®

Canson™ azul foram pulverizadas em cada concentracdo, e os ovos foram

deixados para secar em temperatura ambiente. As cartelas de ovos foram
colocadas em tubos de vidro sendo uma pulverizada e uma nao pulverizada, e
foi adicionado uma fémea de T. podisi com 72 horas de idade e copulada sendo
mantida em contato com os ovos durante 24 horas. Apds o tempo de parasitismo,
o individuo foi retirado e os ovos mantidos em condi¢cdes de incubagao, sendo
avaliados a cada 24 horas para observar o desenvolvimento do parasitismo, até

completar 11 dias e se iniciar a emergéncia dos parasitoides (Smaniotto, 2013).
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Teste sem chance de escolha
Pré-parasitismo

Para os testes de pré-parasitismo, os ovos com 24 horas de idade foram
pulverizados com 6leo essencial, com concentra¢des de 0,25; 0,50; 0,75; 1,0;
2,0; 4% respectivamente € dois controles negativo sendo agua destilada e
acetona ja que o OE foi diluido em acetona PA para pulverizagao. Para o controle
positivo foi aplicado o equivalente a dose comercial recomendada (250 mL para
150L de calda) de Engeo pleno S. (tiametoxam-+lambda-cialotrina) Syngenta
Protecao de Cultivos Ltda. A aplicagdo das concentragcdes nos ovos foi por meio
de pulverizagao feita com aerdgrafo Vonder®, calibrado a pressao de 30 psi, com

bico de 0,3 mm, o que possibilitou a deposicdo de 1,5 mg/cm? de cada

solugcdo/concentracao. Dez réplicas contendo dez ovos colados, em papel

®

Canson™ azul foram pulverizadas em cada concentragdo, e os ovos foram

deixados para secar em temperatura ambiente. As cartelas de ovos foram
colocadas de forma individual em tubos de vidro, e adicionado uma fémea com
72 horas de idade e copulada durante 24 horas, e apos esse periodo retirada do
tubo que foi colocado para incubar, com avaliagao a cada 24 horas até o 11° dia
para avaliar a taxa de parasitismo e porcentagem de adultos emergidos
(Smaniotto, 2011).

Poés-parasitismo

Para os testes de pos-parasitismo, foi utilizada as 10 repeticoes
conforme a metodologia anterior, que apds colados foram colocados para
parasitar durante 24 horas, e apos esse periodo as fémeas foram retiradas e os
ovos pulverizados com o OE diluido em acetona é colocado para incubar durante
os 11 dias, e analisados a cada 24 horas, para acompanhar o desenvolvimento
€ avaliar a taxa de parasitismo, porcentagem de adultos emergidos (Smaniotto,
2011).
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Classificagao do fitoinseticida

Para a determinacao da classificacdo do fitoinseticida, foi estimado o
numero médio de ovos parasitados por fémea em cada tratamento, e a redugao
do parasitismo foi determinado através da comparacdo com a testemunha
negativa (agua destilada), e calculada pela equacédo E% = [(1 - Vt/Vc) * 100].
Onde E%’ é a porcentagem de redugéo do parasitismo, E%? é a porcentagem
de redugdo da emergéncia, Vt a média de parasitismo ou emergéncia para o
tratamento, e Vco parasitismo ou emergéncia média no tratamento
controle. Com isso foi classificado de acordo com as normas do IOBC, onde:
classe 1: inécuo (E < 30%); classe 2: pouco nocivo (30 % < E <79 %); classe 3:
moderadamente nocivo (80 % < E <99 %); classe 4: nocivo (E > 99%) (HASSAN
et al., 2000).

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ao nivel de
5% de probabilidade e submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
de Shapiro Wilk (p>0.05) e ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade no
programa Asistat 7.7 (Jelihovschi et al., 2014).

Resultados

Na anadlise de cromatografia gasosa por espectrometria de massa
(GC/MS) do OE de P. fuligineum, pode ser identificados 20 picos, onde cada um
corresponde a um composto quimico (Figura 1), onde os compostos que foram
identificados totalizaram 94,24% da composigao quimica da amostra. Teve como
compostos majoritarios o Cariofileno (10,60%), B-Eudesmeno (10,46%), 1-
Naftalenol (9,88%), Eremofileno (9,09%), Acido propanoico (8,97%), D-
Germacreno (7,40%), B-Ocimeno (5,48%) e B-Pineno (5,16%). Esses compostos
correspondem a 67,04% da concentracdo das moléculas encontradas no OE,
sendo estas com concentracdo maior que 5%. Os demais compostos presentes
no OE em menor quantidade, sendo 12 com concentracao que varia entre 1,29%

e 4,41%, correspondem a 27,20% da composicao total do OE (Tabela 1).



(x1 000.000)
TTC (1.00)

Figura 1. Ampliagdo do cromatograma obtido com a caracterizagdo do 6leo essencial de Piper fuligineum, de folhas in natura através
de cromatografia gasosa por espectrometria de massa (GC/MS).
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Tabela 1. Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Piper fuligineum com base na

biblioteca do equipamento.

T.ret. % Composto Estrutura molecular
F4 - - O
3,247 8,97 Acido propanoico \)J\o/\
. o]
3,280 4,41 Etanoato de propila )J\o/\/

14,339 1,87 a-Pineno

16,981 5,16 B-Pineno 7§5

=

21,378 1,92 Trans-B-ocimeno

;E

NG
22,004 5,48 B-Ocimeno

|

39,036 2,70 a-Copaeno
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P
40,776 10,60 Cariofileno g iy
43,207 2,62 a-Selineno

43,327 7,40 D-Germacreno @A\
43,526 9,09 Eremofileno /J\dé
43,975 10,46 B-Eudesmeno @T
44,649 1,93 a-Farneseno

45,112 1,29 Isoledeno

46,658 2,02 Trans-nerolidol
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0
47,062 205  Epoxido do B-Cariofileno ig‘/\ié

48,329 3,03 Globulol

55,782 1,39 2-Naftalenol
OH

De acordo com os dados obtidos nos bioensaios de aplicacdo no pré-

OH
46,868 2,07 (-)-Spathulenol
HO i
HO

=
49,764 9.88 1-Naftalenol éQ)\

OH

O\

parasitismo nota-se que houve diferenga significativa (p<.0001), onde os ovos
pulverizados com a maior concentragdo, com 4% de concentracdo do OE, tiveram
reducdo drastica no parasitismo, com 9% dos ovos parasitados, sendo
estatisticamente igual ao resultado obtido como o controle positivo (Engeo pleno S.).
Também foi observado que houve reducdo do parasitismo desde a menor
concentracao, sendo 0,25%, com 54% dos ovos parasitados. Ja para a emergéncia
de parasitoides do mesmo tratamento houve baixa taxa de emergéncia, sendo de 5%
para a menor concentracio, € nenhuma emergéncia para a maior concentracédo, nao
diferindo entre si todos os tratamentos do OE, sendo igual ao obtido com o controle

positivo (Engeo pleno S.) (Tabela 2).
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Nos bioensaios de aplicacdo no pos-parasitismo, houve uma taxa de
parasitismo estatisticamente iguais ao controle negativo (agua destilada) para todos
os tratamentos com OE, diferindo apenas do controle com Engeo pleno S. Ja na
emergéncia deste o resultado foi semelhante ao resultado obtido no bioensaio de pré-
parasitismo, apresentando baixa taxa de emergéncia desde a menor concentragdo do
OE, sendo que as concentragdes de 0,25, 0,50 e 0,75% foram estatisticamente iguais
apresentando emergéncia de 12, 12 e 7%. Enquanto nas concentragcées de 1, 2 € 4%
foram estatisticamente iguais ao controle positivos com Engeo pleno S., com 5, 4 e
0,00% de emergéncia (Tabela 2).

Tabela 2. Parasitismo (Média+EP) e emergéncia (Média+EP), de Telenomus podisi
em teste sem chance de escolha, com ovos tratados em pré e pds-parasitismo.

Pré-parasitismo

Pés-parasitismo

Tratamentos Ovos Parasitoides Ovos Parasitoides
] parasitados emergidos parasitados emergidos
Agua 9,70+0,15 a' 9,5040,22 a 9,70+0,15 a 9,5040,22 a
Acetona 9,304+0,33 a 9,2040,36 a 9,30+0,34 a 9,2040,36 a
0,25% 5,40+0,50 b 0,50+0,22 b 9,504+0,31 a 1,20+0,39 b
0,50% 3,7040,67 c 0,304+0,15 b 9,30+0,34 a 1,20+0,33 b
0,75% 3,70+0,47 c 0,10+0,10 b 9,5040,27 a 0,70+0,26 b
1,0% 2,30+0,37 d 0,00+0,00 b 9,301+0,34 a 0,50+0,17 c
2,0% 1,80+0,29 d 0,00+0,00 b 9,104+0,48 a 0,40+0,16 c
4,0% 0,90+0,38 e 0,00+0,00 b 9,204+0,31 a 0,00+0,00 c
Engeo plenoS.  0,00+0,00 e 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b 0,00+0,00 c
Valor de F 76,2863** 568,6970** 101,6082** 2444001
Valor de p <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
G. L. 8 8 8 8

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

' Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem entre de acordo com o teste
Scott-Knott (5%).

Ao avaliar o efeito do OE em diferentes concentracdes sobre o parasitismo e
a emergéncia do parasitoides, e classifica-los de acordo com a IOBC, pode-se
observar que para bioensaios de pré-parasitismo o OE enquadra-se na classe 2 nas
concentracdes de 0,25% a 1% sendo pouco nocivo, e para as concentragdes de 2 e
4% sendo classe 3, moderadamente nocivo para o parasitismo. Ja para a emergéncia
de adultos do parasitoide, as concentrac¢des de 0,25, 0,50 e 0,75% enquadram-se na

classe 3, sendo moderadamente nocivo, enquanto nas concentragdes de 1, 2 e 4% do
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OE, foi classificado como classe 4, sendo nocivo, reduzindo a emergéncia em 100%
dos ovos (Tabela 3).

No pos-parasitismo a classificagao da IOBC para a reducao de parasitismo &
classe 1 para todas as concentragdes do OE, enquanto o Engeo pleno S. foi classe 4,
no entanto ndo deve ser levada como parametro, ja que o parasitismo ocorreu sem a
presenga do OE. No entanto a emergéncia dos parasitoides teve redugdo no
parasitismo em todas as concentra¢des do OE, sendo classe 3 para as concentragdes
de 0,25 a 2%, sendo moderadamente nocivo, enquanto na concentracdo de 4%, foi
classe 4, sendo igual ao Engeo pleno S. no padrao de toxidade sendo nocivo ao T.
podisi (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacao de toxidade da IOBC em testes com ovos parasitados por
Telenomus podisi, em teste sem chance de escolha.

Pré-parasitismo Pés-parasitismo

Tratamentos E%' Classe E%?2 Classe E%' Classe E%? Classe
Agua - - - - - - - -
Acetona 7,00 1 8,00 1 7,00 1 8,00 1
0,25% 44,33 2 94,73 3 2,06 1 87,37 3
0,50% 61,85 2 96,84 3 4,12 1 87,36 3
0,75% 61,85 2 98,94 3 2,06 1 92,63 3
1,0% 76,28 2 100 4 412 1 94,73 3
2,0% 81,44 3 100 4 6,19 1 95,70 3
4,0% 90,72 3 100 4 2,15 1 100 4
Engeo pleno S. 100 4 100 4 100 4 100 4

E%' é a porcentagem de redugdo do parasitismo; E%? porcentagem de redugdo de
emergéncia; Classe: 1 = indcuo (E<30%), 2 = pouco nocivo (E30 < e < 79%), 3 =
moderadamente nocivo (80 < E < 99%), 4 = nocivo (E> 99%).

Nos bioensaios com chance de escolha, houve redugao significativa na taxa
de parasitismo e emergéncia entre as concentragdes de OE (p<.0001) nos ovos que
foram pulverizados com o OE, sendo que reducédo o parasitismo foi de 87% na menor
concentracédo (0,25%), enquanto na maior concentracéo(4%), foi de 95%, sendo
estatisticamente iguais entre si e ao controle positivo (Engeo pleno S). Nos ovos
tratados com OE nao houve emergéncia de parasitoides em nenhuma das

concentragdes, sendo iguais ao controle com Engeo pleno S. (Tabela 4).

Para os ovos nao tratados do bioensaio com chance de escolha, pode ser

observado que as taxas de parasitismo foram superiores a dos ovos tratados com OE,
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no entanto ainda houve redugdo na taxa de parasitismo em relagdo ao controle
negativo, sendo que para as concentragbes de 0,50, 0,75, 1, 2 e 4% a média de

parasitismo foi de 83, 81, 80, 77 e 75% respectivamente (Tabela 4).

Ja a emergéncia de parasitoides de ovos nao tratados com o OE apresentou
uma taxa moderada de emergéncia na concentragéo de 0,25%, diferindo das demais
concentragcdes do OE, sendo de 71% a taxa de emergéncia de parasitoides adultos.
Para as concentragdes de 0,50, 0,75, 1, 2 e 4%, a reducdo de emergéncia foi maior,
apresentando medias de 83, 89, 93, 91 e 99% respectivamente, sendo que a
concentragéo de 4% foi estatisticamente igual ao controle padrdao Engeo pleno S.
(Tabela 4).

Tabela 4. Parasitismo (Média+EP) e emergéncia (Média+EP), de Telenomus podisi
em teste com chance de escolha, com ovos tratados e nao tratados com OE.

Tratados Néo tratados
Tratamentos Ovos Parasitoides Ovos Parasitoides
] parasitados emergidos parasitados emergidos
Agua 9,70+0,15 a' 9,50+0,22 a 9,70+0,15 a 9,5040,22 a
Acetona 9,30+0,33 a 9,2040,36 a 9,30+0,34 a 9,2040,36 a
0,25% 1,30+0,50 b 0,20+0,13 b 8,80+0,46 a 7,10+0,64 b
0,50% 1,00+0,33 b 0,00+0,00 b 8,30+0,52 b 1,70+0,45 c
0,75% 0,90+0,35 b 0,00+0,00 b 8,10+0,41 b 1,10+0,23 c
1,0% 0,60+0,22 b 0,00+0,00 b 8,00+0,47 b 0,70+0,26 c
2,0% 0,70+0,26 b 0,00+0,00 b 7,70+0,50 b 0,90+0,23 ¢
4,0% 0,50+0,16 b 0,00+0,00 b 7,50+0,56 b 0,10+0,10d
Engeo pleno S.  0,00+0,00 b 0,00+0,00 b 0,0040,00 c 0,0040,00d
Valor de F 179,9043** 773,6186** 51,4016** 148,2466**
Valor de p <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
G. L. 8 8 8 8

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

1 Médias seguidas de letras iguais na coluna nao diferem entre de acordo com o teste Scott-
Knott (5%).

Ao classificar o efeito do OE em suas diferentes concentra¢des de acordo com
as classes da IOBC, pode-se notar que nos bioensaios com chance de escolha, os

ovos tratados com todas as concentragdes de OE foram classificados como
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moderadamente nocivo, classe 3 para o parasitismo de T. podisi. Ja para a
emergéncia de adultos, os ovos tratados com a concentragéo de 0,25% enquadraram-
se na classe 3, com 97,89% na reducdo do parasitismo, enquanto as demais
concentragdes foram classificados como classe 4, sendo nocivo, com redugédo na

emergéncia acima de 99% (Tabela 5).

Nos ovos n&o tratados no bioensaio com chance de escolha, os ovos de todos
os tratamentos foram classificados como inocuo, classe 1, para o efeito no
parasitismo, diferindo apenas do Engeo pleno S, classificado como nocivo. Para a
emergéncia de adultos o tratamento de 0,25% foi in6cuo, sendo classe 1, enquanto
os demais tratamentos foi classificado como moderadamente nocivo, sendo classe 3

e o controle com Engeo pleno S. nocivo, sendo classe 4 (Tabela 5).

Tabela 5. Classificagcdo de toxidade da IOBC em testes com ovos parasitados por
Telenomus podisi, em teste com chance de escolha.

Tratados Nao tratados

Tratamentos E%! Classe E%? Classe E%’ Classe E%?2?> Classe
Agua - - - - - - - -
Acetona 7,00 1 8,00 1 7,00 1 8,00 1
0,25% 86,59 3 97,89 3 9,27 1 25,26 1
0,50% 89,70 3 100 4 16,49 1 82,10 3
0,75% 90,72 3 100 4 11,34 1 88,42 3
1,0% 93,81 3 100 4 17,52 1 92,63 3
2,0% 92,78 3 100 4 20,61 1 90,53 3
4,0% 94,89 3 100 4 22,68 1 98,94 3
Engeo pleno S. 100 4 100 4 100 4 100 4

E%' é a porcentagem de redugdo do parasitismo; E%? porcentagem de redugdo de
emergéncia; Classe: 1 = indcuo (E<30%), 2 = pouco nocivo (E30 < e < 79%), 3 =
moderadamente nocivo (80 < E < 99%), 4 = nocivo (E> 99%).

Discussao

A analise de composi¢cdo quimica, onde as principais moléculas foram
identificadas e quantificadas apresenta oito compostos majoritarios sendo Cariofileno,
B-Eudesmeno, 1-naftalenol, Eremofileno, Acido propanoico, D-germacreno, B-
Ocimeno e B-Pineno. Tanto nesta como em outras espécies do género Piper, ha
descricdao na literatura de ocorréncia de terpenos (Cariofileno, Eremofileno, B-

Eudesmeno, D-germacreno, p-Ocimeno e B-Pineno), fenol (1-naftalenol) e acidos
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carboxilicos (Acido propanoico). Esses compostos sdo descritos na literatura como
substancias com potencial inseticida, apresentando toxidade para insetos de
diferentes espécies, podendo apresentar letalidade parecida com o observado em
inseticidas formulados, e por apresentar certos niveis de seletividade, em algumas
espécies do género Piper estudadas, como observado por Turchen et al., (2013) onde
avaliaram a seletividade do OE de Piper aduncum (Piperaceae), que se mostrou
seletivo aos parasitoides de ovos T. podisi e Telenomus urichi Crawford (Hymenoptera:
Scelionidae) (Dhifi et al., 2016; Krinski; Foerster, 2016 ; Krinski et al. 2018; Mazzeu et
al., 2018; Nozella, 2022).

O parasitismo de ovos de percevejos por parasitoide esta atrelado a diversos
fatores. Para que o ovo seja localizado e parasitado € necessario estimulos visuais,
sendo a cor dos ovos fator importante para esse processo, assim como os olfativos,
através de ferombnios e outros odores emitidos pelo ovo que indica ao parasitoide
que esta com condi¢des para o desenvolvimento da prole. Com isso a aplicacédo de
compostos que podem modificar algum desses fatores, principalmente o olfativo, ja
que o reconhecimento do ovo por parte do parasitoide dependa disso. Esses
compostos aplicados podem fazer com que haja a repeléncia do parasitoides assim
como O insucesso na busca, com isso reduzindo o parasitismo de ovos com essas

substancias (Smaniotto et al., 2013; Turchen et al., 2015).

A toxidade de compostos como terpenos, fendis e acidos carboxilicos
presentes no OE também é um fator que pode causar a redug¢ao do parasitismo, pois
a exposicao da fémea durante o processo de oviposicao pode causar intoxicagao, o
que pode reduzir a capacidade reprodutiva € o tempo de vida, assim como a
viabilidade dos ovos depositados sobre o hospedeiro contaminado. No OE da P.
fuligineum ha dois compostos fendis que ja é conhecido pela toxidade a insetos,
sendo o 1-Naftalenol e o 2-Naftalenol, sendo o primeiro o ingrediente ativo do
Carbaryl, um inseticida com agao neurotdxica para insetos (Booth, 2000; Kalavagunta
et al., 2014, Pereira et al., 2019).

A reducado na emergéncia de parasitoides nos ovos onde o OE foi aplicado
indica que ocorre um processo de intoxicagcdo do parasitoide na fase de
desenvolvimento dentro do ovo (Werdin-Gonzalez et al., 2013, Silva et al., 2020).
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Isso pode ocorrer devido a entrada das substancias presentes no OE no
corion através de aeropilas, hidropilas e micropilas, que no ovo hospedeiro tem como
funcao as trocas gasosas, hidricas entre outras no ovo, assim como pela abertura feita

pela fémea para a deposicéo do ovo (Pereira et al., 2018, Stenger et al., 2021).

Assim ha a contaminagao dos tecidos internos do ovo hospedeiro, levando a
contaminagao do parasitoide em desenvolvimento. Essa contaminagao pode ocorrer
pela ingestdo do tecido do cérion contaminado, ou pelo processo de respiragcado da
larva de parasitoides em desenvolvimento (Pak & Ostman, 1982; Gallo et al., 2002;
Beserra & Parra, 2005).

O resultado observado na emergéncia de parasitoides em ovos tratados em
pré e pos-parasitismo indica que ha um processo de intoxicacdo que ocorreu durante
o desenvolvimento dentro do ovo, e com isso ocasionou a morte do parasitoide. Esse
resultado pode ser explicado por fatores mencionados anteriormente, sendo
necessario estudos histolégicos e fisiolégicos mais detalhados para determinar quais
fatores foram provocados pelo OE no parasitoide (Bacci et al., 2018; Stenger et al.,
2021).

Ao avaliar os resultados obtidos no bioensaio com chance de escolha, pode-
se notar que ha repeléncia do parasitoide a ovos contaminados, fazendo com que os
ovos sem a presenca do OE apresentem maiores taxas de parasitismo. Em aplicagdes
de campo esse comportamento pode ser positivo, ja que os ovos que nao foram
atingidos pelo produto possam ser parasitados, aumentando a taxa de controle da
praga evitando a emergéncia de ninfas desses ovos que o produto nao inviabilizar, ja
que durante os bioensaios foi observado que o OE ndo matou os parasitoides adultos,
que permaneceram Vvivos mesmo com a exposi¢cao durante 24 horas. Ja no que diz
respeito a emergéncia, os resultados indicam que ha a presenga de substancias
toxicas volateis no OE, pois os ovos que foram parasitados houve baixa taxa de
emergéncia, indicando que esses compostos volateis presentes no ar dentro do tubo
onde estavam armazenados pode ter penetrado no ovo, afetando o desenvolvimento
do parasitoide (Werdin-Gonzalez, 2013; Rampelotti-Ferreira et al., 2016; Pereira et al.,
2018; Pereira et al., 2019).
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Outro fator que pode ter ocorrido é a contaminagao do cérion pela fémea, que
ao caminhar sobre os ovos contaminados durante a oviposigao acabou por levar para
os demais ovos até entdo livres do OE, sendo que por ser um Oleo facilitaria a
contaminagao ao impregnar as pernas do parasitoide, e tendo disperso sobre os ovos
que nao foram pulverizados. Para determinar como ocorre a inibi¢do do parasitismo e
da emergéncia é necessario estudos onde avalia o efeito residual e de persisténcia do
OE em laboratério, casa de vegetagcdo e em campo com as concentragdes mais

toxicas do OE.

Para compreender melhor o efeito do OE de P. fuligineum sobre o parasitoide
na sua fase de desenvolvimento sdo necessarios estudos onde avalia o efeito sobre
ovos com diferentes dias de parasitismo, para analisar o efeito sobre os diferentes
estagios de desenvolvimento do parasitoide, ja que em campo as aplicagbes de
produtos ocorrem sobre ovos com diferentes tempos de parasitismo. Outro fator a ser
analisado e o parasitismo apds aplicacdo, analisando os diferentes periodos, para
avaliar como o efeito residual do OE pode interferir no processo de parasitismo em
diferentes condigbes, ja que foi observado durante esse estudo que ha efeito dos

compostos volateis sobre a emergéncia do parasitoide.

Consideragoes finais

Com os resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que o dleo essencial
de P. fuligineum possui baixa seletividade ao parasitoide T. podisi desde as menores
concentracbes em que foi aplicado, quando se diz respeito ao parasitismo e
emergéncia, sendo necessario mais estudos para avaliar o efeito do OE em diferentes
estagios de vida e no desenvolvimento embrionario do parasitoide em laboratério,
assim como estudos onde avalia o efeito do OE em adultos e como pode afetar a

longevidade e potencial reprodutivo ao longo de geracgdes.
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Conclusoes

Durante os estudos onde avalia a toxidade do OE, pode-se observar que ha
atividade ovicida e inseticida em ninfas e adultos, onde a espécie P. fuligineum
apresenta toxicidade dos seus principais componentes quimicos e possivel agao
sinérgica entre estes compostos. Com base no efeito ovicida e nas concentragdes
letais observadas, os resultados foram bastante promissores para o manejo de E.
heros na fase de ovo, inibindo a eclosdo dos ovos e apresentando efeito subletal sobre

as ninfas.

O efeito inseticida sobre ninfas e adultos teve taxas de mortalidade menores,
em ralacéo ao efeito ovicida e subletal, no entanto necessita mais estudos para avaliar
os efeitos causados nos insetos, assim como estabelecer o composto quimico com

acao toxica.

Com isso, ha uma clara necessidade de explorar o potencial de estudos de
bioprospecgdo, como o isolamento dos principais compostos fitoinseticidas de
especies de Piperaceae, e a posterior sintese desses compostos que poderao,

inclusive, agregar valor as espécies vegetais nativas.

Com os resultados obtidos com o estudo de seletividade, pode-se concluir que
o 6leo essencial de P. fuligineum possui baixa seletividade ao parasitoide T. podisi
desde as menores concentragdes em que foi aplicado, sendo necessario mais estudos
para avaliar o efeito do OE em diferentes estagios de vida e no desenvolvimento

embrionario do parasitoide em laboratério.

Para isso, mais estudos com proposito de determinar como ocorre a inibigao do
parasitismo e da emergéncia sao necessarios, a fim de avaliar o efeito residual e de
persisténcia do OE em laboratério, casa de vegetacdo e em campo com as
concentragbes mais toxicas do OE, assim como o efeito nesses insetos benéficos por

maiores prazos de exposicao.
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