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RESUMO

LIMA, Ana Paula Santana. Inseticidas botanicos: vantagens para o percevejo predador
Podisus nigrispinus e efeitos letais para Spodoptera frugiperda. Sdo Cristévao: UFS, 2020.
58p. (Dissertacdo — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

O percevejo predador Podisus nigrispinus € um importante agente de controle bioldgico que
atua principalmente no controle de lagartas desfolhadoras, como Spodoptera frugiperda. O
uso de inseticidas sintéticos para o controle de pragas pode causar impactos negativos em
populacdes de P. nigrispinus. Dessa forma, a tendéncia atual € a adogdo de programas de
manejo de pragas que visam a preservacdo de inimigos naturais. Nesse contexto, 0S
inseticidas boténicos podem ser uma alternativa aos inseticidas sintéticos. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos subletais do 6leo essencial de Lippia sidoides e de seu composto
majoritario timol sobre parametros biolégicos e comportamentais do percevejo predador P.
nigrispinus, bem como o potencial desses inseticidas em controlar S. frugiperda. No primeiro
capitulo, foi avaliado o efeito de doses subletais dos compostos boténicos e do inseticida
sintético deltametrina no desenvolvimento, na reproducdo e nos parametros demogréficos do
percevejo predador. Os inseticidas botanicos apresentam toxicidade menor a P. nigrispinus
que a deltametrina. De modo geral, os tratamentos prolongaram o desenvolvimento ninfal e
reduziram o peso dos insetos adultos. Porem, ndo foram observados efeitos negativos na
reproducdo. Além disso, os compostos botanicos aumentaram a longevidade dos machos e o
numero de ovos/ninfas por fémea, indicando possiveis efeitos de hormese. Ndo houve
diferenca entre os tratamentos para os parametros de tabela de vida, exceto para o RO, que foi
maior para o timol em comparacdo com a deltametrina. No segundo capitulo, avaliamos a
toxicidade dos compostos a S. frugiperda e P. nigrispinus, bem como seus efeitos no
comportamento do predador. O dleo essencial e o timol foram toxicos a S. frugiperda e
seletivos ao inimigo natural. No entanto, o inseticida deltametrina causou efeito contrério,
sendo mais toxico para o predador, além de reduzir sua sobrevivéncia de forma mais rapida. A
deltametrina e o timol alteraram o comportamento de caminhamento de P. nigrispinus. Além
disso, ninfas do percevejo predador passaram mais tempo do lado ndo tratado das arenas,
indicando repeléncia/deterréncia desse inseto a esses compostos. Os resultados obtidos
ressaltam a seletividade do 6leo essencial de L. sidoides e timol sobre o inimigo natural P.
nigrispinus e, a0 mesmo tempo, o potencial para controle da praga S. frugiperda.

Palavras-chave: Asopinae, Verbenaceae, compostos botanicos, seletividade, efeitos
subletais.

* Comité Orientador: Leandro Bacci — UFS (Orientador), Jefferson Elias da Silva (Coorientador) — UFS.



ABSTRACT

LIMA, Ana Paula Santana. Botanical insecticides: advantages for the predatory stink bug
Podisus nigrispinus and lethal effects for Spodoptera frugiperda. Sdo Cristovao: UFS,
2020. 58p. (Thesis - Master of Science in Agriculture and Biodiversity). *

The predatory insect Podisus nigrispinus is an important biological control agent which
mainly acts in the control of defoliating caterpillars such as Spodoptera frugiperda. The use
of synthetic insecticides for pest control can negatively impact populations of P. nigrispinus.
Therefore, current trends are the adoption of pest management programs which aim to
preserve natural enemies. Thus, botanical insecticides can be an alternative to synthetic
insecticides. The objective of this study was to evaluate the sublethal effects of the Lippia
sidoides essential oil and its major compound thymol on biological and behavioral parameters
of the predatory insect P. nigrispinus, as well as the potential of these insecticides to control
S. frugiperda. In the first chapter, the effect of sublethal doses of botanical compounds and
the synthetic insecticide deltamethrin were evaluated in terms of their development,
reproduction and demographic parameters of said predatory insect. Botanical insecticides
presented less toxicity to P. nigrispinus than deltamethrin. As a whole, the treatments
prolonged the nymph development and reduced the weight of the adult insects. However, no
negative effects on reproduction were observed. Besides, botanical compounds increased
male longevity and the number of eggs / nymphs per female, indicating possible hormesis
effects. There was no difference between treatments for life table parameters, except for RO,
which was higher for thymol compared to deltamethrin. In the second chapter we evaluated
the toxicity of the compounds S. frugiperda and P. nigrispinus as well as their effects on
predator behavior. The essential oil and thymol were toxic to S. frugiperda and selective to
the natural enemy. Nevertheless, deltamethrin insecticide caused the opposite effect, being
more toxic to the predator, by also reducing its survival more quickly. Deltamethrin and
thymol altered the walking behavior of P. nigrispinus. Moreover, predatory insect nymphs
spent more time on the untreated side of the arenas indicating repellency / deterrence of this
insect to these compounds. Our results highlight the selectivity of the L. sidoides essential oil
and thymol over the natural enemy P. nigrispinus, as well as the potential for S. frugiperda
pest control.

Key-words: Asopinae, Verbenaceae, botanical compounds, selectivity, sublethal effects.

* Supervising Committee: Leandro Bacci — UFS (Orientador), Jefferson Elias da Silva (Coorientador) — UFS.



1. INTRODUCAO GERAL

A producdo agricola sustentadvel depende de varios servigcos ecossistémicos, dentre
eles o controle biolégico de pragas pelos inimigos naturais (ex.: predadores e parasitoides)
(OERKE, 2006). Esses organismos benéficos contribuem com a reducdo de populacGes de
pragas em agroecossistemas (BUENO et al., 2017) e sdo responsaveis por cerca de 50-90% da
mortalidade natural de pragas que ocorre no campo (BACCI et al., 2019; PIMENTEL, 2005).
Nesse contexto, o controle biolégico consiste em uma importante ferramenta para programas
de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (CHIDAWANYIKA; MUDAVANHU;
NYAMUKONDIWA, 2012).

O percevejo predador Podisus nigrispinus atua no controle de lagartas desfolhadoras
de grande importancia econémica, entre elas a lagarta do cartucho do milho Spodoptera
frugiperda (TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006). No entanto, P. nigrispinus pode ser
exposto a inseticidas sintéticos utilizados para o controle de pragas, 0 que pode causar efeitos
letais e subletais a esse predador (MARTINEZ et al., 2018).

O controle bioldgico e 0 uso de inseticidas sao duas importantes estratégias de manejo
(LIU et al., 2016). O sucesso da integracdo dessas estratégias depende de uma avaliacdo
completa dos efeitos dos inseticidas sobre esses agentes de controle biolégico (WANUMEN
et al., 2016). Desse modo, além dos efeitos letais causados por inseticidas, os efeitos subletais
desses compostos devem também ser considerados (MAHDAVI et al., 2015). Assim, é crucial
a avaliacdo dos impactos dessas substancias na reproducgéo, na dinamica populacional e no
comportamento de individuos que sobrevivem a exposicdo a um agente tdxico na
dose/concentracgéo letal ou subletal (FRANCA et al., 2017). Esses estudos permitem analisar a
seletividade e a adequacdo de inseticidas sintéticos ou naturais ao MIP (DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007).

Compostos botanicos, como 0leos essenciais de plantas, podem ser uma alternativa
aos inseticidas sintéticos por serem considerados toxicos para insetos-praga (ISMAN, 2006),
pouco toxicos para mamiferos e geralmente compativeis com programas de controle bioldgico
(MOSSA, 2016). Estudos relatam que os Oleos essenciais sdo seletivos a artropodes
benéficos, no entanto pode haver exce¢des (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007),
0 que exige, portanto, uma avaliagdo especifica dos efeitos desses compostos em inimigos
naturais.

Lippia sidoides (Verbenaceae) é uma planta nativa do Nordeste brasileiro, conhecida
popularmente como alecrim-pimenta (CAVALCANTI et al., 2010). O 6leo essencial dessa
planta apresenta diversas propriedades bioldgicas e tem mostrado atividade no controle de
pragas (BACCI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2018; SANTOS et al., 2017). No entanto, ndo
héa relatos dos efeitos desse 6leo essecial e de seu composto majoritario sobre populacdes de
P. nigrispinus.

No primeiro capitulo desta dissertacdo, avaliamos a toxicidade e os efeitos de doses
subletais do 6leo essencial de L. sidoides e de seu composto timol no desenvolvimento, nos
parametros reprodutivos, nos parametros demograficos e na eficiéncia de predacdo do
percevejo predador P. nigrispinus. JA no segundo capitulo, por sua vez, foram avaliados a
toxicidade dos compostos boténicos citados anteriomente contra o herbivoro S. frugiperda e o
predador P. nigrispinus, bem como os efeitos comportamentais desses compostos sobre o
percevejo predador. Em ambos os capitulos, os efeitos letais e subletais foram comparados
com aqueles ocasionados pelo inseticida sintético deltametrina, comumente utilizado no
controle de S. frugiperda.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inimigos naturais

O controle bioldgico de pragas consiste na regulacdo das populacGes desses
organismos por meio de inimigos naturais, que reduzem a abundancia daquelas, tornando-as
menos prejudiciais (EILENBERG; HAJEK; LOMER, 2001). Inimigos naturais ou agentes de
controle bioldgico sdo um componente importante para a producdo agricola sustentavel
(THOMSON; HOFFMANN, 2010) e, por meio do controle de insetos-praga, fornecem um
dos principais servicos ecossistémicos para a agricultura (MARTIN et al., 2013).

Os inimigos naturais sdo responsaveis por cerca de 50-90% da mortalidade natural de
pragas que ocorre no campo (BACCI et al., 2019; PIMENTEL, 2005). Porém, é dificil
estimar a grandeza econémica da contribuigdo desses individuos em programas de manejo de
pragas. Nos Estados Unidos, por exemplo, estima-se que o valor desse servico essencial gira
em torno de $4,49 bilhdes anualmente (LOSEY; VAUGHN, 2006). Dessa forma, entender a
importancia desse servico ecossistémico ajuda a ampliar as taticas de conservacao e aumento
desses organismos (NARANJO; ELLSWORTH; FRISVOLD, 2015).

De acordo com Hajek (2004), o principal objetivo da relacdo entre inimigos naturais e
pragas é que a morte destas ocorra 0 mais rapido possivel, de modo a se evitar que maiores
danos sejam causados aos cultivos. De forma geral, para ser considerado eficaz, o inimigo
natural deve apresentar caracteristicas como adaptabilidade as mudancas nas condicdes
ambientais, alta capacidade de aumento populacional em relagdo ao hospedeiro/presa, alta
capacidade de busca; sincronizagdo sazonal com seu hospedeiro/presa e capacidade de
sobreviver na auséncia do hospedeiro/presa (SAMPAIO et al., 2009).

Os agentes usados no controle bioldgico estdo distribuidos em uma série de grupos
taxonémicos, sendo classificados como patdgenos, parasitoides e predadores (BELLOWS;
BELLOWS; DRIESCHE, 1996). Os entomopatogenos s80 microrganismos, como Virus,
bactérias, fungos, protozoarios e nematoides, que causam doencas em populacdes de insetos-
praga (KACHHAWA, 2017). Parasitoides s&o organismos que completam o seu ciclo em um
Unico hospedeiro que geralmente morre. Suas larvas exibem o habito parasitico, e os adultos
sdo de vida livre. A maioria dos parasitoides pertence a ordem Hymenoptera e Diptera
(PARRA et al., 2002), como exemplos podem ser mencionadas as espécies Cotesia flavipes,
Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi e Dexia rustica. Predadores s&o individuos de
vida livre que requerem um grande nimero de presas para completar o seu ciclo de vida e
podem apresentar 0 comportamento predatorio tanto na fase imatura quanto na fase adulta
(PARRA et al., 2002). Estdo presentes em varias ordens de insetos e, como exemplos de
predadores, podem ser citadas as espécies Orius insidiosus, Chrysoperla externa, Labidura
riparia, Cycloneda sanguinea e Podisus nigrispinus.

2.2 Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae)

O percevejo predador Podisus nigrispinus apresenta grande potencial para uso no
Manejo Integrado de Pragas (MIP) (DE CASTRO et al., 2015) como agente de controle
bioldgico em diferentes culturas (MEDEIRQOS et al., 2000). Podisus nigrispinus tem ampla
distribuicdo na regido Neotropical, apresenta habito de predacdo generalista e ataca
principalmente larvas de insetos das ordens Lepidoptera e Coleoptera (DE CLERCQ, 2000).
Na auséncia de presa, P. nigrispinus pode utilizar plantas como alimento (EVANGELISTA et
al., 2004), sendo classificado como inseto zoofitéfago devido ao seu habito alimentar (COLL;
GUERSHON, 2002).

Esse predador contribui para o controle de diversas pragas de importancia econémica
(TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006). Entre os exemplos de pragas atacadas por P.
nigrispinus em grandes culturas como soja, milho e algoddo podem ser citadas as lagartas
desfolhadoras Anticarsia gemmantalis, Spodoptera frugiperda e Alabama argilacea,
respectivamente (BORTOLI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2002). Esse predador pode reduzir
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populacdes de Plutella xylostella (VACARI et al., 2013) e Ascia monuste orseis em Brassicas
(PICANCO et al., 1997) e Tuta absoluta em plantios de tomate (VIVAN et al., 2002). Além
de culturas agricolas, P. nigrispinus pode ser usado para o controle de pragas em cultivos
florestais de eucalipto (TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006).

O ciclo de vida de P. nigrispinus compreende as fases de ovo, ninfa e adulto. O
periodo de incubacdo de ovos, o desenvolvimento ninfal e a longevidade de fémeas de P.
nigrispinus estdo entre 5 a 6, 17 a 20 e 30 a 85 dias, respectivamente, sob temperatura de 25—
27 °C, umidade relativa de 70-85% e fotoperiodo de 12 horas (TORRES; ZANUNCIO;
MOURA, 2006). No entanto, os parametros de historia de vida podem variar de acordo com o
tipo de recurso, a temperatura, a exposi¢ao a pesticidas, entre outros fatores (DENEZ et al.,
2014; GONTHNO et al., 2018; GRIGOLLI et al., 2017; PELUZIO et al., 2018; VACARI et al.,
2014).

Adultos de P. nigrispinus apresentam dimorfismo sexual, de modo que as fémeas sao
maiores e mais pesadas em compara¢do com 0s machos. As fémeas podem atingir entre 10 e
12 milimetros de comprimento e pesar entre 45 e 140 mg, ao passo que 0s machos estdo entre
8 a 10 milimetros e podem pesar de 35 a 100 mg (TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006).
Adicionalmente, a maturidade sexual ocorre por volta de 2 a 4 dias ap0s a emergéncia para
fémeas, ja 0s machos necessitam apenas de 1 a 2 dias (CARVALHO, et al., 1994).

A copula tem longa duracdo e varia de 3,2 a 13 horas. Fémeas de P. nigrispinus
acasalam multiplas vezes, garantindo o sucesso reprodutivo da espécie pela eficiéncia da
transferéncia de espermatozoides (RODRIGUES et al., 2008). De acordo com Zanuncio et al.
(2001), durante o periodo reprodutivo, a fémea pode produzir de 260 a 501 ovos, em um
periodo de oviposicao de 18 a 28 dias, dependendo do tipo de presa consumida.

Apos a eclosdo dos ovos, as ninfas passam por cinco estadios. Os trés primeiros
instares ninfais duram cerca de trés dias cada, e 0 quarto e 0 quinto instares duram em média
quatro dias (BUENO et al., 2012). No primeiro instar, as ninfas tém habito gregario,
permanecendo proximo ao local de eclosdo, a principio ndo se alimentam de presas. Nos
instares seguintes, comeca o forrageamento na area em busca de presas para sua alimentagdo
(BUENO et al., 2012).

2.2.1. Podisus nigrispinus: predador de Spodoptera frugiperda

A lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda, é uma praga de importancia
econdmica que tem sido relatada em diversas culturas, principalmente na cultura do milho
(GALLO et al., 2002). Os danos causados por essa praga em lavouras de milho variam de
20% a 100% no Brasil (CRUZ et al., 1999). Esses danos sdo atribuidos a caracteristicas
bioldgicas de S. frugiperda como polifagia, alta dispersdo na fase adulta, alta capacidade
reprodutiva e capacidade de produzir varias geracGes por ano (BARROS; TORRES; BUENO,
2010).

O controle de S. frugiperda geralmente é baseado na utilizacdo de inseticidas. No
entanto, essa praga tem desenvolvido resisténcia a diversas classes de inseticidas
(CARVALHO et al., 2013; YU; NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003), 0 que gera a necessidade
da integracdo de outras taticas de controle em seu manejo, como o controle bioldgico.

Vaérias espécies de inimigos naturais atuam no controle biolégico de S. frugiperda,
merecendo destaque o percevejo predador P. nigrispinus. 1sso porque as espécies do género
Podisus apresentam habito generalista e sdo encontradas em diferentes agroecossistemas
alimentando-se principalmente de lagartas desfolhadoras (BORTOLI et al., 2011; TORRES;
ZANUNCIO; MOURA, 2006), inclusive de lagartas da familia Noctuidae, como S.
frugiperda (DE OLIVEIRA et al., 2004).

2.3. Impacto do uso de inseticidas sintéticos sobre inimigos naturais
A utilizagdo de inseticidas sintéticos ¢ a forma mais comum de controle de pragas
(CHOWANSKI et al., 2014). Entre os beneficios relacionados ao uso dessas moléculas estdo
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0 aumento da producdo de alimentos, a reducdo de perdas na colheita e a prevencdo de
doencas humanas transmitidas por vetores (CARVALHO, 2017; SARWAR, 2015;
WOJCIECHOWSKA,; STEPNOWSKI; GO, 2016). Embora a utilizacdo de inseticidas traga
alguns beneficios relacionados ao controle de pragas, existem também muitos problemas
associados ao seu uso abusivo, como resisténcia e ressurgéncia de populagfes de pragas,
prejuizos a salde humana e animal, além de efeitos negativos ao meio ambiente e a
organismos benéficos, como insetos polinizadores e agentes de controle bioldgico
(SARWAR, 2015).

O valioso trabalho de regulacdo de pragas fornecido pelos inimigos naturais pode ser
comprometido em sistemas agricolas devido & exposicdo a pesticidas que afetam sua
sobrevivéncia (ROUBOS; RODRIGUEZ-SAONA; ISAACS, 2014). A utilizagdo de
inseticidas e o controle biolégico sdo duas importantes estratégias de manejo (LIU et al.,
2016), e a integracdo bem-sucedida dessas estratégias depende de uma avaliacdo completa dos
efeitos dos inseticidas sobre os inimigos naturais das pragas (WANUMEN et al., 2016).
Apesar de ser uma importante questdo para o0 MIP, a compatibilidade entre esses métodos de
controle nem sempre ocorre.

Inseticidas formulados para serem eficientes no controle de insetos-alvo podem afetar
adversamente parasitoides e predadores, por causarem efeitos letais e subletais a esses
organismos (GENTZ; MURDOCH; KING, 2010). Os inimigos naturais podem ser expostos a
essas substancias toxicas no momento da aplicacdo, ap6s o contato com a area pulverizada e
pelo consumo de presas contaminadas (NDAKIDEMI; MTEI; NDAKIDEMI, 2016).

Tradicionalmente, a avaliacdo da seguranca dos produtos quimicos aos artropodes
beneficos é realizada pela estimativa de efeitos letais (FRANCA et al., 2017). Por muito
tempo, essa avaliacdo era largamente estudada apenas pela determinagcdo de dose letal
mediana (DLso) ou concentracdo letal (CLso). Era ainda examinada por meio da execugéo de
testes de seletividade, baseada em valores de DLsg da praga e do inimigo natural (DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007). No entanto, além da mortalidade causada diretamente
por inseticidas, seus niveis subletais devem também ser considerados (MAHDAVI et al.,
2015).

Atualmente, tem se dado muita atengdo aos efeitos subletais dos inseticidas em
agentes de controle biologico (MARTINOU; STAVRINIDES, 2015). Efeitos subletais sdo
definidos como efeitos biologicos, fisioldgicos, demograficos ou comportamentais em
individuos ou populacbes que sobrevivem a exposicdo a um agente toxico na
dose/concentragdo letal ou subletal (FRANCA et al., 2017). A capacidade de inimigos
naturais sobreviverem a exposicdo de pesticidas pode afetar fortemente 0s servigos ao
ecossistema, como a predacédo e o parasitoidismo (BOSTANIAN; AKALACH, 2004). Dessa
forma, o estudo desses efeitos € essencial para se analisar a seletividade e a adequacdo dos
pesticidas ao MIP (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007).

2.3.1 Biologia

Os inseticidas podem afetar negativamente os pardmetros biol6gicos de inimigos
naturais, como desenvolvimento, longevidade e fecundidade (FERNANDES; BACCI,;
FERNANDES, 2010). De fato, o desenvolvimento de P. nigrispinus foi estendido em plantas
de algodao tratadas com 2,0 mg de tiametoxam, que retardou o periodo ninfal em 5,9 dias em
relacdo a plantas ndo tratadas (TORRES; SILVA-TORRES; BARROS, 2003). Para o
predador Harmonia axyridis (Coleoptera: Coccinellidae) a exposicdo a CL3o do inseticida
clorantraniliprole resulta em aumento da duracdo da fase de pupa, do segundo e quarto
instares (NAWAZ et al., 2017). Um dos motivos para o retardo do desenvolvimento dos
estadios imaturos, ocasionado por pesticidas, pode ser devido ao maior gasto de energia com
desintoxicacdo quimica (HANNIG; ZIEGLER; PAULA, 2009).

As altas fecundidade e longevidade de inimigos naturais contribuem para maximizar o
sucesso reprodutivo durante seu ciclo de vida (PLOUVIER; WAIJNBERG, 2018). No entanto,
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baixas concentracgoes letais de abamectina afetam severamente a fecundidade e a longevidade
de fémeas tratadas do tripes predador Scolothrips longicornis (Thysanoptera: Thripidae), com
aumento do periodo de pré-oviposicdo, reducdo do periodo de oviposicdo e do nimero de
ovos por fémea (PAKYARI; ENKEGAARD, 2015). Em outro estudo, imidacloprido e
carbofurano reduziram a longevidade de machos e fémeas de Hippodamia undecimnotata
(Coleoptera: Coccinellidae), além de levar a reducdo do numero de ovos produzidos
(PAPACHRISTOS; MILONAS, 2008).

2.3.2 Crescimento populacional

Os efeitos de inseticidas em inimigos naturais a nivel populacional tém sido
enfatizados em comparacdo com a avaliacdo a nivel individual (TALEBI; KAVOUSI;
SABAHI, 2008). Estudos de toxicologia demografica podem ser realizados por meio de
tabelas de vida de fertilidade, que fornecem uma medida do efeito dessas substancias sobre a
taxa de crescimento da populagdo (FRANCA et al., 2017). Tabelas de vida de fertilidade sdo
construidas com a finalidade de avaliar o desenvolvimento, a fecundidade e a sobrevivéncia,
sendo uma importante ferramenta para a compreensdo da dindmica populacional de uma
espécie (SOUTHWOOD; HENDERSON, 2000).

Nesses estudos, a mortalidade e a reproducdo sdo registradas diariamente, e esses
dados sdo usados para gerar parametros de tabela de vida (STARK; BANKS, 2003). Os
parametros de tabela de vida de fertilidade sdo: taxa reprodutiva liquida (Ro), que diz respeito
ao numero de fémeas adicionadas por fémea durante sua vida; duracdo de uma geracédo (T),
ou seja, 0 tempo entre o0 nascimento dos pais e dos filhos; taxa intrinseca de crescimento
populacional (rm), que é a taxa de aumento populacional por unidade de tempo; razdo finita
de crescimento (L), nimero de vezes em que a populagdo se multiplica em uma unidade de
tempo; e tempo para a populagdo dobrar em nimero (TD) (KREBS, 1994).

Tais parametros de populac@es de inimigos naturais podem ser afetados por inseticidas
(DE CASTRO et al., 2015; HE et al., 2018; RAHMANI; AZIMI; MOGHADASI, 2016). Isso
foi observado para o predador Ceraeochrysa cubana (Neuroptera: Chrysopidae), que,
apresentou redugdo na taxa reprodutiva liquida, razdo finita de crescimento e da taxa
intrinseca de aumento, além de um aumento no tempo para dobrar a populagdo quando larvas
de terceiro instar foram submetidas a pulverizacdo dos inseticidas fosmete, imidacloprido e
piriproxifeno (RUGNO et al., 2018). O inseticida regulador de crescimento diflubenzuron
afetou negativamente esses mesmos parametros do percevejo predador P. nigrispinus, além de
causar reducdo no periodo de incubacéo, viabilidade de ovos e nimero de ninfas por fémea
(DE CASTRO et al., 2012).

Para o parasitoide Eretmocerus mundus (Hymenoptera: Aphelinidae), foi observada
drastica reducdo dos parametros demograficos devido a exposicdo ao inseticida
espirotetramato, em especial para a taxa reprodutiva liquida (Ro), que apresentou uma reducéo
maior que 50% em relagdo ao controle, alterando, desse modo, a dindmica populacional dessa
espécie (FRANCESENA et al.,, 2017). Inseticidas como imidacloprido e abamectina
apresentam baixa compatibilidade com o predador Cryptolaemus montrouzieri (Coleoptera:
Coccinellidae), visto que afetam negativamente seus parametros de crescimento populacional
(KHANI; AHMADI; GHADAMYARI, 2012).

2.3.3 Comportamento

O comportamento abrange uma ampla gama de atividades que envolvem as relagdes
gue um inseto tem com individuos de sua prépria espécie, com individuos de outras espécies e
com o meio fisico. Alteragdes comportamentais influenciam a sobrevivéncia e 0 sucesso
reprodutivo dos insetos (MATTHEWS; MATTHEWS, 2010). Tais alteracdes podem ser
ocasionadas por niveis de inseticidas que ndo causam mortalidade.

Na literatura, 0 numero de estudos sobre efeitos comportamentais de pesticidas em
inimigos naturais tem crescido nos ultimos anos, porém ainda ha muito a ser estudado sobre
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esses efeitos (MARTINOU; SERAPHIDES; STAVRINIDES, 2014). Mudangas
comportamentais podem ser observadas em inimigos naturais expostos a doses subletais de
inseticidas, que provocam impactos negativos em sua mobilidade, orientacdo, alimentacéo,
oviposicdo e aprendizagem (FERNANDES; BACCI; FERNANDES, 2010).

Inseticidas causam varias alteragdes nos movimentos dos artropodes benéficos
(FERNANDES; BACCI; FERNANDES, 2010). Deltametrina, metamidofos, espinosade e
clorantraniliprole, por exemplo, reduzem a atividade locomotora de ninfas do percevejo
predador Supputius cincticeps (Hemiptera: Pentatomidae) (DE CASTRO et al., 2013), o que
pode ser uma estratégia adaptativa que permite menor exposi¢do desses insetos a residuos
toxicos (CAMPOS et al., 2011). Essas alteracbes comportamentais na locomogdo podem
resultar em reducéo significativa na eficiéncia de captura da praga e acasalamento de inimigos
naturais em areas pulverizadas com pesticida (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH,
2007; HE et al., 2012).

Inimigos naturais gastam uma significativa parte de sua vida procurando por
hospedeiros ou presas. Essa atividade € governada pelos sistemas sensorial e nervoso, 0s
quais podem ser afetados por inseticidas com acdo neurotdxica, prejudicando, assim, 0
comportamento de orientacdo desses insetos (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH,
2007). Pistas olfativas e visuais sdo necessarias para a busca de hospedeiro ou presa, no
entanto o inseticida imidacloprido reduz a habilidade do parasitoide Anagrus nilaparvatae
(Hymenoptera: Mymaridae) de perceber sinais de odor do hospedeiro e de plantas infestadas
e, consequentemente, afeta a capacidade de forrageamento desse parasitoide (LIU et al.,
2010). Doses subletais de pesticidas podem também afetar a escolha de presas por predadores
generalistas, e isso devido a prejuizos ao seu sistema sensorial (PETCHARAD; KOSULIC;
MICHALKO, 2018).

Os inseticidas podem ainda interferir no comportamento alimentar dos inimigos
naturais, levando a reducdo da alimentacdo que pode influenciar a taxa de
parasitismo/predacdo (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007). Abamectina e
diafentiurom reduzem a taxa de predacdo de P. nigrispinus (TORRES et al., 2002). J&
Andrallus spinidens (Hemiptera: Pentatomidae) apresenta comportamento alimentar alterado,
com aumento do tempo para consumir uma presa devido a reducdo da taxa de ataque e ao
aumento do tempo de manuseio da presa, ocasionado pela exposi¢do aos inseticidas diazinon,
fenitrotion e clorpirifés (GHOLAMZADEHCHITGAR et al., 2014).

2.4 Seletividade de inseticidas

Bartlett (1964) definiu seletividade como a capacidade de um pesticida de preservar
inimigos naturais enquanto controla a praga-alvo. A seletividade pode ser dividida em
seletividade ecoldgica e fisiologica. A seletividade ecoldgica baseia-se no emprego de
técnicas de utilizagdo dos inseticidas que visam a minimizar a exposi¢do de inimigos naturais
a esses produtos. J& a seletividade fisiologica consiste no uso de inseticidas com baixa
toxicidade para 0s inimigos naturais ou que sejam mais toxicos para pragas do que para
predadores e parasitoides (PEDIGO, 1999).

Para avaliar a seletividade dos inseticidas em inimigos naturais, pode-se utilizar as
concentracfes recomendadas para o controle de pragas, o que possibilita a avaliacdo dos
efeitos desses produtos no momento da aplicacdo. J& o uso de subconcentragdes possibilita a
analise do impacto dos inseticidas quando estes forem decompostos no campo (SUINAGA et
al., 1996). Essa informacao permite definir o tempo necessario apds a aplicacdo do inseticida
para liberacdo de inimigos naturais na area de plantio e possibilita conhecer o impacto de
residuos do inseticida sobre populacdes de inimigos naturais (GONRING et al., 2003).

Alguns mecanismos estdo envolvidos na seletividade de inseticidas a inimigos
naturais. Pode haver diferencas na taxa de penetracdo de pesticidas no inseto, 0 que pode estar
relacionado a composi¢do quimica e & espessura da cuticula dos agentes de controle biolégico
(YU, 1988). Outra justificativa, que ocorre em alguns casos, &€ 0 maior tamanho do inimigo
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natural em relacdo a praga, o que implica menor area especifica e, dessa forma, menor
exposicdo aos compostos. Além disso, a tolerancia de inimigos naturais também pode estar
associada a maiores taxas de metaboliza¢do do inseticida e/ou a altera¢Ges no local de acdo
dessas substancias (YU, 1988).

2.5 Oleos essenciais e inimigos naturais

Nos ultimos anos, tem crescido a busca por inseticidas eficientes para o controle de
pragas e que apresentem baixa toxicidade para organismos ndo alvo, como inimigos naturais e
polinizadores (SEIXAS et al., 2018). Inseticidas botanicos a base de 6leos essenciais de
plantas podem ser uma alternativa aos inseticidas sintéticos, por serem considerados toxicos
para insetos-praga (ISMAN, 2006), pouco toxicos para mamiferos e geralmente compativeis
com programas de controle bioldgico, pela seletividade aos inimigos naturais (MOSSA,
2016).

Os Gleos essenciais sao compostos provenientes do metabolismo secundario de plantas
e exercem um importante papel para o sistema de defesa contra fungos, bactérias, virus e
insetos herbivoros (BAKKALI et al., 2008). Sdo constituidos por complexas misturas de
substancias organicas, como terpenos e compostos fendlicos, e sua composicdo difere
amplamente entre diferentes espécies de plantas (PAVELA; BENELLI, 2016).

Compostos botanicos sdo seguros para inimigos naturais quando nao sdo toxicos para
predadores e parasitoides ou quando a dosagem requerida para mata-los € muito maior do que
a requerida para matar a praga-alvo (KOUL, 2016). Estudos sugerem gue 0s 6leos essenciais
sdo seletivos a artropodes ndo alvo. Os oOleos essenciais de Origanum vulgare e Thymus
vulgaris, que séo eficientes para o controle de Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae),
sdo altamente seletivos ao parasitoide Trissolcus basalis (Hymenoptera: Platygastridae) e ndo
afetam seu comportamento (WERDIN GONZALEZ et al., 2013). Ja o 6leo essencial de
Corymbia citriodora apresenta toxicidade para a lagarta Ascia monuste (Lepidoptera:
Pieridae) e é seletivo a formiga predadora Solenopsis saevissima (Hymenoptera: Formicidae)
(RIBEIRO et al., 2018).

Apesar de serem considerados seletivos aos inimigos naturais, os 6leos essenciais nem
sempre S0 seguros para esses organismos. Efeitos negativos de 0Oleos essenciais contra
inimigos naturais também tém sido reportados. O 6leo essencial de Zingiber officinale foi
prejudicial ao parasitoide Trichogramma galloi (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
reduzindo a longevidade das fémeas, a emergéncia e a taxa de parasitismo (PARREIRA et al.,
2018). Oleos essenciais de Mentha pulegium, Mentha piperita, Ocimum basilicum e Citrus
sinensis foram eficazes para o controle de afideos em casa de vegetacdo, no entanto foram
igualmente ou mais toxicos para seus predadores coccinelideos, Coccinella septempunctata
(Coleoptera: Coccinellidae) e Adalia bipunctata (Coleoptera: Coccinellidae), ndo sendo
compativeis com programas de MIP (KIMBARIS et al., 2010). Diante disso, a avaliacdo dos
riscos para organismos ndo alvo é necessaria, visto que Oleos essenciais com atividade
inseticida representam uma importante ferramenta para 0 manejo de pragas e podem servir
como precursores para sintese de novos ingredientes ativos (CASTILHOS;
GRUTZMACHER; COATS, 2018).

2.6 Lippia sidoides

A familia Verbenaceae é composta por cerca de 100 géneros e 3151 espécies,
distribuidas principalmente na regido tropical e subtropical (ROY; SULTANA; RAHMAN,
2016). O género Lippia é o segundo maior dessa familia e possui aproximadamente 200
espécies de ervas, arbustos e arvores de pequeno porte, distribuidas principalmente na
América Central, em regides tropicais da Africa, na América do Norte, na América do Sul e
na Australia (PASCUAL et al., 2001; TERBLANCHE; KORNELIUS, 1996).

A espécie Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), € uma planta aromatica encontrada
na regido da Caatinga do Nordeste brasileiro, conhecida popularmente como alecrim-pimenta
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(CAVALCANTI et al., 2010). As folhas de L. sidoides sdo usadas na medicina popular para o
tratamento contra acne, feridas, infeccbes de pele, e suas infusGes sdo utilizadas para
tratamento de rinite alérgica, infeccdes bucais e de garganta (MARTINS et al., 2003). O 6leo
essencial possui alto valor econdmico, pois é muito utilizado na inddstria cosmética para
producéo de cremes, perfumes, lo¢des e desodorantes (BOTELHO et al., 2007).

O oleo essencial de L. sidoides apresenta diversas propriedades bioldgicas, como
atividade anti-inflamatdria, bactericida, fungicida, acaricida e inseticida (BACCI et al., 2015;
BATISTA et al., 2013; CASTRO et al., 2011; SOARES et al., 2016; VERAS et al., 2012). As
atividades bioldgicas tém sido atribuidas ao composto majoritario timol, que, quando isolado,
exibe atividade semelhante a do 6leo essencial (VERAS et al., 2012). As folhas de alecrim-
pimenta podem conter até 4,5% de Gleo essencial rico em timol, que é responsavel pelo cheiro
caracteristico da espécie (MATQOS, 2002).
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4. ARTIGO 1
VANTAGENS PARA UM INIMIGO NATURAL SOBRE DOSES SUBLETAIS DE
INSETICIDAS BOTANICOS: VIDA LONGA E FERTIL

Periddico a ser submetido: Ecotoxicology and Environmental Safety
RESUMO

A avalicdo dos impactos de inseticidas (sintéticos ou naturais) é crucial para a manutencgéo de
populacGes de inimigos naturais, como Podisus nigrispinus, importante predador de lagartas
desfolhadoras em sistemas agricolas e florestais. Nesse contexto, o presente estudo avaliou 0s
efeitos de doses subletais do 6éleo essencial de Lippia sidoides, do seu composto majoritario
timol e do inseticida sintético deltametrina na sobrevivéncia, nos parametros biol6gicos e no
crescimento populacional de P. nigrispinus. Para isso, ninfas de terceiro instar foram expostas
a DLs 10 e 30 dos compostos. O inseticida deltametrina foi 24.721 e 8.930 vezes mais toxico
ao percevejo predador que o OE de L. sidoides e timol, respectivamente. Todos os tratamentos
prolongaram a duracéo do terceiro instar ninfal. Houve reducdo do peso de insetos, machos e
fémeas, expostos a DL3o do 6leo essencial e da deltametrina. Os compostos botanicos na DL 3o
promoveram aumento na longevidade dos machos. Além disso, foi observado um aumento
significativo do nimero de ovos e de ninfas/fémea nas coortes submetidas aos compostos
botanicos quando comparadas aos demais tratamentos. No entanto, ndo houve diferencas entre
as médias dos parametros de tabela de vida, exceto para a taxa reprodutiva liquida (RO), que
foi maior para timol em comparacdo com a deltametrina. Os resultados indicam que 0s
inseticidas botanicos de L. sidoides podem ser mais seguros para o predador P. nigrispinus do
que o inseticida deltametrina, além de promoverem possiveis efeitos de hormese.

Palavras-chave: Efeitos subletais, tabela de vida, Asopinae, Lippia sidoides, timol.
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ABSTRACT
Titulo: ADVANTAGES FOR A NATURAL ENEMY ON SUBLETHAL DOSES OF
BOTANIC INSECTICIDES: LONG AND FERTILE LIFE

Assessing the impacts of either synthetic or natural insecticides is crucial for maintaining
populations of natural enemies such as Podisus nigrispinus, an important predator of
defoliating caterpillars in agricultural and forestry systems. Therefore, the present study
evaluated the effects of sublethal doses of the Lippia sidoides essential oil, its major
compound thymol and the synthetic insecticide deltamethrin on survival, biological
parameters and population growth of P. nigrispinus. In order to do so, third instar nymphs
were exposed to DLs 10 and 30 of the compounds. The insecticide deltamethrin was 24,721
and 8,930 times more toxic to predatory insect than the OE of L. sidoides and thymol, in that
order. All treatments prolonged the duration of the third nymphal instar. There was reduction
in the weight of insects, both males and females, exposed to DL3o of essential oil and
deltamethrin. The botanical compounds in DLz promoted an increase in male longevity.
Besides, a significant increase in the number of eggs and nymphs / female was observed in the
cohorts submitted to botanical compounds when compared to the other treatments.
Nevertheless, there were no differences in the averages of the life table parameters, except for
the net reproductive rate (RO), which was higher for thymol compared to deltamethrin. Our
results indicate that the botanical insecticides of L. sidoides may be safer for the P.
nigrispinus predator than the insecticide deltamethrin, in addition to promoting possible
hormesis effects.

Keywords: Sublethal effects, life table, Asopinae, Lippia sidoides, thymol.
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4.1. Introducéo

O impacto da diversidade de espécies sobre a manutencdo dos servicos ecossistémicos
tem sido alvo de vérios estudos nas Ultimas décadas. Nos agroecossistemas, espécies de
inimigos naturais (ex. predadores e parasitoides) exercem importante controle bioldgico
natural (MARTIN et al., 2013) por regularem o tamanho das populacGes de herbivoros pragas
(BUENO et al., 2017). No entanto, a simplificacdo dos habitats para a implantacdo de
monoculturas de larga escala, assim como a utilizacdo de insumos como pesticidas, tem
causado um declinio na biodiversidade local, incluindo a redugdo de inimigos naturais
(MEEHAN et al., 2011; RUSCH et al., 2016). Tais mudancas levam a uma maior ineficacia
no controle de pragas agricolas, com maiores chances de ocorréncia de surtos populacionais
(MEEHAN et al., 2011).

Embora os inseticidas sintéticos possam ser eficazes no controle de insetos-praga, seu
uso inadequado pode resultar em problemas ecoldgicos por resultarem, entre outros aspectos,
em efeitos negativos nas populacBes de organismos ndo alvo de controle (PISA et al., 2014;
DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007). Vérios estudos tém apontado os inseticidas
botanicos a base de 6leos essenciais de plantas como possiveis alternativas aos inseticidas
sintéticos, uma vez que sdo eficientes para o controle de pragas (MELO et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2018; SANTOS et al., 2017), pouco toxicos para mamiferos e seletivos aos
inimigos naturais (RIBEIRO et al., 2018; WERDIN GONZALEZ et al., 2013). No entanto, a
utilizacdo de qualquer inseticida, seja sintético ou natural, deve considerar as consequéncias
das doses recebidas pelos insetos. Doses mais baixas, que ndo causam letalidade aos
individuos, podem ocasionar efeitos subletais desejaveis para os organismos alvo de controle,
por reduzirem aspectos como fecundidade, longevidade e comportamento (HE et al., 2013;
WEI et al., 2018). Por outro lado, doses mais baixas podem também resultar em efeitos
alternativos via mecanismos de hormese, alterando positivamente parametros de
sobrevivéncia e reproducdo (MARGUS et al., 2019; SIAL et al., 2018). Tal efeito de hormese
pode ser desejavel ou ndo, dependendo do organismo em questdo (ex. herbivoro x inimigos
naturais).

Programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) podem se basear conjuntamente no
uso do controle quimico (ex. inseticidas boténicos) e bioldgico (ex. predadores) como
medidas para promover um controle mais efetivo e sustentavel. No Brasil, o percevejo
predador Podisus nigrispinus (DALLAS, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae) é muito utilizado
em programas de MIP por realizar o controle bioldgico de lagartas desfolhadoras em diversos
cultivos agricolas (ex. algoddo, soja, milho) (TORRES et al., 2006) e florestais (ZANUNCIO
et al., 2016). Apesar da eficiéncia de P. nigrispinus, o uso de pesticidas muitas vezes é
necessario nas monoculturas, o que pode causar impactos negativos sobre esse predador
(MARTINEZ et al., 2018). Por sua vez, os 6leos essenciais de espécies do género Lippia tém
mostrado intensa atividade bioldgica contra pragas, incluindo lagartas desfolhadoras
(CHAUHAN; SRIVASTAVA, 2017; MELO et al., 2018; NEGRINI et al., 2019; NICULAU
et al., 2013). O oleo essencial de Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae), planta aromatica
encontrada na regido da Caatinga do Nordeste brasileiro (CAVALCANTI et al., 2010),
apresenta diversas propriedades bioldgicas, incluindo atividade inseticida para diversas pragas
(BACCI et al., 2015; BATISTA et al., 2013; CASTRO et al., 2011; SOARES et al., 2016;
VERAS et al., 2012). As atividades biologicas desse 6leo tém sido atribuidas ao composto
majoritario timol, que, quando isolado, exibe atividade semelhante ao 6leo essencial (VERAS
etal., 2012).

Neste estudo, avaliamos a toxicidade e os efeitos subletais (ex. desenvolvimento,
parametros reprodutivos, parametros demograficos e eficiéncia de predacdo) do 6leo essencial
de L. sidoides e do seu composto majoritario (timol) sobre o percevejo predador P.
nigrispinus.
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4.2. Materiais e métodos

4.2.1. Criacgéo dos insetos

Os insetos utilizados nos bioensaios foram provenientes de criacdo mantida no
laboratério de Entomologia Florestal da Universidade Federal de Sergipe, Séo Cristovao-SE,
Brasil. A criacdo foi mantida em sala climatizada (25 + 0,5 °C, UR 70+£10% e fotoperiodo de
12h).

Os adultos de P. nigrispinus foram criados em gaiolas teladas de 60 x 40 x 40 cm,
alimentados com pupas da presa alternativa Tenebrio molitor (L., 1758) (Coleoptera:
Tenebrionidae). As posturas depositadas pelas fémeas nas gaiolas foram coletadas com
algoddo no dia da oviposicédo e transferidas para placas de Petri (Global Trade Technology,
Monte Alto, SP, Brasil) (9 x 1,5 cm) contendo algoddo umedecido com agua destilada. Apds
a ecloséo, as ninfas permaneceram nessas placas e foram alimentadas com pupas de T. molitor
até a fase adulta, quando foram transferidas para as gaiolas.

Larvas e adultos do hospedeiro alternativo, T. molitor, foram mantidas em bandejas
plasticas (24 x 20 x 15 cm) revestidas ao fundo com papel sulfite branco para a realizagéo das
posturas. Como alimento foi utilizado farelo de trigo.

4.2.2. Obtencao dos compostos e analise quimica do 6leo essencial

O 6leo essencial foi obtido das folhas de Lippia sidoides (Verbenaceae) por arraste,
pela empresa PRONAT (Horizonte, Ceard, Brasil). Para identificacdo e quantificacdo dos
compostos, foi realizada analise quimica do 6leo essencial (para detalhes ver OLIVEIRA et
al., 2017; SANTOS et al., 2017). O timol, constituinte em maior proporc¢ao no oleo essencial,
foi adquirido da empresa SIGMA-ALDRICH. Um inseticida comercial a base de deltametrina
(Decis® 25 EC, 25 g i.a./L, concentrado emulsionavel, Bayer S.A.®, Gujarat, India) foi
utilizado como controle positivo.

4.2.3. Bioensaios

Foram realizados bioensaios de toxicidade com ninfas de terceiro instar de P.
nigrispinus a fim de determinar as doses letais (DLs) dos tratamentos: inseticida & base de
deltametrina (DLM), 6leo essencial de L. sidoides (OE) e composto majoritario timol. Para
avaliacdo dos efeitos dos tratamentos no desenvolvimento, na reproducdo e na tabela de vida,
foram utilizadas as DLs 10 e 30 de cada tratamento. Para cada tratamento, foram utilizadas
duas coortes distintas (para cada DL aplicada). O mesmo procedimento foi realizado para o
controle (n = 8). A eficiéncia de predacdo da prole dos individuos expostos também foi
avaliada.

4.2.3.1. Toxicidade

Os bioensaios para determinacdo das doses letais foram realizadas em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes por tratamento. Cada unidade
experimental foi composta por um grupo de 10 ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus. As
ninfas foram colocadas em placa de Petri (Global Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil)
(9 x 1,5 cm) contendo um algoddo Umido na tampa. Pupas de T. molitor foram fornecidas ad
libitum para alimentagdo dos individuos. Inicialmente, foi determinada a massa média dos
insetos pela pesagem de 30 ninfas, individualmente, em balanca analitica de precisdo com
0,01 mg de sensibilidade (Shimadzu, AUW220D).

Testes preliminares foram realizados com trés doses (1, 5 e 10 pg por mg de inseto) de
cada um dos tratamentos. Posteriormente, doses intermediarias foram utilizadas para tracar as
curvas de dose-mortalidade. Para diluicdo da deltametrina, 6leo essencial de L. sidoides e
timol, foi utilizado acetona como solvente (Panreac, UV-IR-HPLC-GPC PAIACS, 99,9%).
Os tratamentos foram aplicados topicamente (0,5 pl) na regido protoracica de cada inseto com
0 auxilio de uma microseringa (Hamilton®, Reno, NV, USA). Para facilitar a aplicacéo, as
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ninfas foram mantidas em freezer (Electrolux®, Curitiba, PR, Brasil) por 90 s a fim de reduzir
sua atividade. O solvente acetona foi utilizado como controle. Testes preliminares indicaram
que o solvente e o procedimento para reducdo da atividade ndo afetaram a sobrevivéncia e a
atividade das ninfas.

As placas contendo as ninfas tratadas foram acondicionadas em estufa incubadora tipo
B.O.D. (Biotech®, Piracicaba, SP, Brasil) sob temperatura de 25 = 0,5 °C, umidade relativa
70 £ 10% e fotoperiodo de 12 h. As avaliagBes da mortalidade dos insetos foram realizadas 48
h ap6és a montagem dos bioensaios. Foram considerados mortos os individuos que se
mantiveram imaoveis e ndo responderam aos estimulos feitos com pincel.

4.2.3.2. Parametros biolégicos

Para avaliar os efeitos subletais dos tratamentos nos parametros biologicos
(desenvolvimento, massa e reproducdo) de P. nigrispinus, ninfas de terceiro instar foram
tratadas topicamente com 0,5 pl das doses necessarias para causar 10 e 30% de mortalidade
(DL1o e DLaz) de cada tratamento. O controle consistiu em ninfas tratadas apenas com o
solvente acetona. A partir da criacdo, foram estabelecidas oito coortes, com dez repeticOes
cada, sendo cada repeticdo composta por 18 individuos, totalizando 180 individuos por coorte
(tratamento). Cada ninfa foi acondicionada individualmente em placa de Petri (9 x 1,5 cm)
contendo algoddo umido na tampa. As placas foram mantidas em sala climatizada (25+ 0,5
°C, UR 70+10 % e fotoperiodo de 12 h). Pupas de T. molitor foram fornecidas ad libitum para
alimentacdo dos individuos. Diariamente foram avaliadas a mortalidade e a duracéo de cada
instar.

Ao atingirem a fase adulta, individuos de P. nigrispinus foram sexados e pesados. Os
machos e as fémeas foram mantidos isolados por trés dias até a maturidade sexual.
Posteriormente, dez casais provenientes de cada um dos tratamentos foram separados em
potes de 500 mL e alimentados ad libitum com pupas de T. molitor. Os percevejos foram
monitorados diariamente até a morte de todos os individuos. Foram registrados: i) os periodos
de pré-oviposicao, oviposicdo e pos-oviposicdo, ii) a longevidade de machos e fémeas, iii) 0s
numeros de ovos e ninfas por fémea, de massa de ovos por fémea e de ovos e ninfas por
massa de ovos, iv) o periodo de incubagdo dos ovos e a V) a viabilidade dos ovos.

4.2.3.3. Tabelas de vida

A partir dos dados de sobrevivéncia e reproducdo de P. nigrispinus expostos as DLs
dos tratamentos, foram calculados os pardmetros de tabelas de vida de fertilidade: x = idade
média dos insetos, considerada desde a fase de ovo, Ix = taxa de sobrevivéncia (taxa de
sobrevivéncia a partir da idade zero ao inicio da idade x), mx = fertilidade especifica (nimero
de fémeas produzidas por fémea sobrevivente no intervalo da idade x); Ix.mx = ndmero total
de fémeas nascidas na idade x.

Para construcdo das tabelas de vida de fertilidade, foram calculados: a taxa reprodutiva
liquida (Ro) (numero de fémeas adicionadas por fémea durante sua vida), o tempo médio de
geracdo (T) (tempo entre o0 nascimento dos pais e dos filhos), a taxa intrinseca de crescimento
(rm) (taxa de aumento populacional por unidade de tempo), a razéo finita de crescimento (1) e
0 tempo necessario para a populacdo duplicar em numero (TD) (KREBS, 1994). Os
parametros foram calculados pelas seguintes equacoes:

RO =Y (lx. mx)

T =Cx. Ix. mx)/(3Ix. mx)
rm = In(RO)/T

}\' — erm

TD =1In(2) /rm

4.2.3.4. Eficiéncia de predacgéo da prole
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Neste bioensaio, foi avaliado o consumo diério de presas por ninfas de terceiro instar
de P. nigrispinus provenientes dos casais utilizados nos bioensaios de tabela de vida. Os
insetos foram transferidos individualmente para potes plasticos de 500 mL, contendo cinco
larvas de terceiro instar de S. frugiperda e folha de milho (= 15cm?) como alimento para as
ninfas. As folhas de milho foram coladas no fundo dos potes com fita dupla-face para evitar o
enrolamento. Larvas e folhas foram trocadas a cada 24 h. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 10 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por cinco
individuos, totalizando 50 individuos por tratamento. Os recipientes foram mantidos em sala
climatizada (25 £ 0,5 °C, UR 70 = 10 % e fotoperiodo de 12 h). As avalia¢Bes das larvas
predadas foram realizadas diariamente por trés dias. As larvas foram consideradas predadas
qguando apresentavam lesGes no tegumento, falta de mobilidade e contetdo corporal total ou
parcialmente sugado pelo predador. Foi realizado um controle adicional na auséncia do
predador, utilizando a mesma metodologia, para corrigir a mortalidade causada por
canibalismo.

4.2.4. Analises estatisticas

Os dados de mortalidade, obtidos nos bioensaios de toxicidade, foram submetidos a
analise de Probit para determinacdo das curvas de dose-mortalidade de cada tratamento,
utilizando o procedimento PROC PROBIT (SAS Institute, 2008). Foram obtidas curvas com
probabilidade de aceitacdo da hipdtese de nulidade (de que os dados possuem distribuicdo de
Probit) maior que 0,05 pelo teste ¥2. A partir das curvas, foram obtidas as doses letais (DL 1o,
DL3o, DLso € DLgo) € seus respectivos intervalos de confianca a 95% de probabilidade (I1Cgs).

Os parametros bioldgicos de desenvolvimento e massa foram submetidos a analise de
variancia seguida pelo teste de Dunnett (P < 0,05) para verificar diferencas entre o0s
tratamentos com o controle, utilizando-se o procedimento PROC GLM, com Dunnett (SAS
Institute Inc, 2008). Para verificar diferencas entre as doses (DLio e DLazo), dentro dos
tratamentos, os dados foram submetidos a anlise de variancia seguida pelo teste de t pareado
(P < 0,05), utilizando-se o procedimento PROC GLM, com Ttest (SAS Institute Inc, 2008).
Os parametros reprodutivos foram submetidos a analise de variancia seguida pelo teste de
Tukey (P < 0,05), utilizando-se o procedimento PROC GLM, com Tukey (SAS Institute Inc,
2008).

Os parametros da tabela de vida foram estimados utilizando a técnica de Jackknife no
programa estatistico SAS (Maia et al., 2000). Esses dados foram submetidos a anéalise de
variancia seguida pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando-se o procedimento PROC GLM,
com Tukey (SAS Institute Inc 2008).

Os dados de mortalidade dos tratamentos e do controle do teste de eficiéncia de
predacdo foram corrigidos em relacdo a mortalidade no controle sem predador usando a
férmula de Abbott (1925). Esses dados foram submetidos a anélise de variancia, utilizando-se
0 procedimento PROC GLM (SAS Institute Inc, 2008).

4.3. Resultados

4.3.1. Toxicidade

O inseticida comercial organossintético deltametrina (DLM) e os inseticidas botanicos
— 0 Oleo essencial de L. sidoides (OE) e seu composto majoritario timol — foram toxicos ao
percevejo predador P. nigrispinus. As doses necessarias desses compostos para causar 50% de
mortalidade da populagio variou de 1,15x107° a 28,43 mg g (Tabela 1).

O OE de L. sidoides foi 0 menos toxico a P. nigrispinus, seguido pelo seu majoritario
timol (DLso = 10,27 mg g ). O organossintético deltametrina foi 24.721 e 8.930 vezes mais
toxico ao percevejo predador que o OE de L. sidoides e timol, respectivamente (Tabela 1).
Esse padrdo se manteve para as doses subletais (DL1o DL3o) € para a dose considerada padréo
de controle (DLgo) (Tabela 1).
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4.3.2. Desenvolvimento e longevidade

N&o foram verificadas diferencas no tempo de desenvolvimento de cada fase das
coortes de P. nigrispinus que foram preparadas para receber as duas doses dos tratamentos,
considerando-se as fases de ovo (Fz72 = 0,19; P = 0,900), 1° (Fz72 = 1,13; P = 0,344) e 2°
(Fs:72 = 1,58; P = 0,202) instares, antes da aplicacdo dos tratamentos. Esses estadios tiveram
uma duragdo média de 5,03+0,06; 3,05+0,010 e 3,15+0,015 dias, respectivamente (Fig. 1A).

A duragdo do 3° e 4° instares de P. nigrispinus variou entre os tratamentos (3° instar:
Fs72 = 93,21; P < 0,001 e 4° instar: F3;72 = 40,09; P < 0,001), com as doses (3° instar: Fi;72 =
14,29; P < 0,001 e 4° instar: F1.72 = 13,28; P < 0,001) e com a interacdo entre tratamentos x
doses (3° instar: Fz72 = 3,35; P = 0,024 e 4° instar: Fs.72 = 4,01; P = 0,011). Todos os
compostos aumentaram a duracao do 3° instar, independentemente da dose aplicada (Fig. 1B).
Na média, os tratamentos aumentaram 1,14 dias a duracdo do 3° instar em relacdo ao controle.
A duracdo do 4° instar de ninfas sobre exposi¢do do inseticida deltametrina ndo diferiu do
controle, e somente 0s inseticidas botanicos aumentaram a duracgdo do instar (Fig. 1C). A dose
letal de deltametrina e do timol necessaria para matar 30% da populacdo de P. nigrispinus
proporcionou um maior aumento na duragdo dos 3° e 4° instares, respectivamente, em relacao
a menor dose aplicada (DL1o) (Fig. 1B-C).

A duragdo do 5° e o total da fase imatura (de ovo ao 5° instar) de P. nigrispinus
variaram entre os tratamentos (5° instar: Fz72 = 15,82; P < 0,001 e total: F372 = 52,15; P <
0,001). Néao foram verificadas diferencas entre as doses (5° instar: Fs.72 = 1,16; P = 0,286 e
total: Fz72 = 2,2; P = 0,143) e com a interacdo entre tratamentos x doses (5° instar: Fs.72 =
1,89; P = 0,138 e total: F3.72 = 2,95; P = 0,061). Somente os inseticidas botanicos aumentaram
a duracdo do 5° instar (Fig. 1D). No geral, o OE de L. sidoides aumentou 2 dias e a
deltametrina e o timol aumentaram 1,5 dias a duracao total da fase imatura (Fig. 1E).

N&o houve efeito dos tratamentos (Fs;72 = 1,72; P = 0,170), das doses (F1.72 = 0,01; P =
0,937) e da interacéo entre tratamentos x doses (Fz;72 = 0,001; P = 0,999) na longevidade de
fémeas de P. nigrispinus (Fig. 1F). Na média, as fémeas viveram 36,2 + 1,5 dias (Fig. 1F). A
longevidade de machos do percevejo predador variou entre os tratamentos (Fs.72 = 9,78; P <
0,001). Né&o foram verificadas diferencas entre as doses (F1.72 = 3,01; P = 0,087) e interagéo
entre tratamentos x doses (Fz:72 = 0,59; P = 0,625). Houve aumento de 22,7 e 21 dias na
longevidade dos machos de P. nigrispinus nos tratamentos com o OE de L. sidoides e o timol,
respectivamente (Fig.1F).

4.3.3. Massa

A massa de fémeas e machos de P. nigrispinus variou entre os tratamentos (fémea:
Fs.72 = 12,93; P < 0,001 e macho: Fs.72 = 27,67; P < 0,001) e as doses (fémea: Fs:72 = 8,93; P
= 0,004 e macho: Fs;72 = 9,14; P= 0,004). A massa de fémeas variou com a interagéo entre
tratamentos x doses (Fs;72 = 3,95; P = 0,012). N&o houve interacdo entre tratamentos x doses
na massa de machos (Fs.72 = 1,55; P = 0,208). Todos os compostos diminuiram a massa de
fémeas (Fig. 2A) e machos (Fig. 2B) na maior dose aplicada (DL3o). Em média, nesta dose, 0s
tratamentos reduziram 12% e 11% a massa de fémeas e machos, respectivamente (Fig. 2A-B).
As DLz de deltametrina e do OE de L. sidoides necesséarias causaram maior reducdo na massa
de fémeas e machos em relagcdo a menor dose aplicada (DL1o) (Fig. 2A-B).

4.3.4. Parametros reprodutivos

Ndo foram verificadas diferencas (P<0,05) entre as doses e a interacdo entre
tratamentos x doses para todos os parametros reprodutivos de P. nigrispinus avaliados. Dessa
forma, os efeitos dos tratamentos foram avaliados com a média das duas doses (DL 1o e DL3o)
(n = 20) (Tabela 2). A duracao do periodo de oviposic¢ao (Fz.72 = 4,18; P = 0,009), o numero
de ovos por fémea (Fs:72 = 8,04; P < 0,001), a massa de ovos (Fz.72 = 7,82; P < 0,001) e de
ninfas por fémea (Fz.72 = 6,55; P < 0,001) de P. nigrispinus variaram entre o0s tratamentos. Os
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demais parametros reprodutivos ndo modificaram com a aplicagcdo dos compostos (P > 0,05)
(Tabela 2). As fémeas permaneceram mais tempo ovipositando quando tratadas com 0s
inseticidas botanicos (OE de L. sidoides e timol) (33,7£2,4 dias) se comparado com aquelas
que foram expostas ao composto deltametrina (22,4+2,0) (Tabela 2).

Os inseticidas botanicos aumentaram o nimero de ovos por fémea. Fémeas expostas
ao OE de L. sidoides e ao timol ovopositaram 36% e 29% mais quando comparadas ao
controle, respectivamente. O mesmo padrédo foi observado com o nimero de massa de ovos
por fémea, com aumento de 6,3 e 6,8 massas nos tratamentos com OE de L. sidoides e o
timol, respectivamente (Tabela 2). O OE de L. sidoides propiciou ainda maior nimero de
ninfas por fémea (aumento de 39%). Ja o inseticida organossintético deltametrina nao alterou
0s parametros reprodutivos de P. nigrispinus (Tabela 2).

4.3.5. Parametros demograficos

N&o foram verificadas diferencas (P < 0,05) entre as doses e a interacdo entre
tratamentos x doses para todos os parametros da tabela de vida de P. nigrispinus. Dessa
forma, os efeitos dos tratamentos foram avaliados com a média das duas doses (DL 1o e DL3o)
(n =20) (Tabela 3 e Fig. 3).

A taxa reprodutiva liquida (Ro) de P. nigrispinus variou entre os tratamentos (Fs.72 =
5,93; P = 0,001). O inseticida botanico timol aumentou a taxa reprodutiva liquida de P.
nigrispinus, se comparado a coorte que foi exposta ao inseticida deltametrina (Tabela 3). Os
demais parametros demogréaficos ndo modificaram com a aplicacdo dos compostos (Tabela 3).
A taxa de sobrevivéncia (Ix) de P. nigrispinus e a fertilidade especifica (mx) foram superiores
nos insetos expostos aos bioinseticidas - OE de L. sidoides (Fig. 3C) e timol (Fig. 3D). Esses
compostos causaram picos no nimero de fémeas produzidas por fémea por dia ao longo de
toda a sua longevidade, mesmo com a taxa de sobrevivéncia baixa, entre 0 55° ao 75° dia (Fig.
3C-D). O inseticida deltametrina ndo afetou significativamente esses parametros, sendo
semelhante ao controle até o 40° dia de longevidade (Fig. 3A-B), causando reducdo na
fertilidade especifica apds esse periodo (Fig. 3B).

4.3.6. Capacidade de predacgéo

N&o houve efeito dos tratamentos (Fs;72 = 0,20; P = 0,893), das doses (F1;72 = 0,10; P =
0,758) e da interagcdo entre tratamentos x doses (Fz72 = 0,51; P = 0,676) na capacidade de
predacdo de ninfas de 3° instar de P. nigrispinus. O nimero médio de larvas de 3° instar de S.
frugiperda predadas, no periodo de trés dias, por ninfas P. nigrispinus (prole dos casais
utilizados no bioensaio de tabela de vida), foi de 6,4+0,06.

4.4. Discussao

O uso de inseticidas ndo seletivos aos inimigos naturais pode comprometer 0 sucesso
dos programas de manejo de pragas. Aqui demonstramos que 0s compostos botanicos de L.
sidoides apresentam toxicidade sobre P. nisgrispinus muito mais reduzida do que o inseticida
organossintético deltametrina. As doses subletais de ambos os tipos de inseticidas
aumentaram a duracdo dos estadgios imaturos desse percevejo predador. No entanto, 0s
compostos de L. sidoides promoveram hormese sobre P. nigrispinus, ou seja, um efeito
positivo sobre seus parametros reprodutivos e demogréaficos.

Diversas classes de pesticidas sintéticos tém apresentado alta toxicidade ao percevejo
predador P. nigrispinus (DE CASTRO et al., 2012, 2013, 2015; GONTIO et al., 2018;
MARTINEZ et al., 2019; ZANUNCIO et al., 2018). O inseticida deltametrina, que pertence a
classe dos piretroides, é amplamente utilizado para o controle de pragas em diversas culturas,
mesmo se considerando sua elevada toxicidade a organismos ndo alvo, provavelmente
resultante do amplo espectro de acdo dele (DE CASTRO et al., 2013; GARZON et al., 2015;
MEILIN et al., 2012). Neste estudo, o 0leo essencial de L. sidoides e o timol foram 24.721 e
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8.930 vezes, respectivamente, menos toxicos a P. nigrispinus do que o inseticida
deltametrina. Outros estudos também tém demonstrado menor toxicidade dos 6leos essenciais
de plantas e seus compostos a artropodes benéficos, quando comparado aos inseticidas
convencionais (RIBEIRO et al., 2018; SANTOS et al., 2018; TURCHEN et al., 2016;
WERDIN GONZALEZ et al., 2013). A baixa toxicidade de compostos botanicos pode estar
relacionada a reducdo de sua penetracdo atraveés da cuticula e a rapida desintoxicacdo
enzimatica pelo inseto, como ja reportado para P. nigrispinus quando exposto aos
constituintes do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (BRUGGER et al., 2019).

Insetos-praga e inimigos naturais podem ser expostos a doses subletais de inseticidas
em campo. Isso ocorre devido a agdo de fatores biodticos (ex. degradacdo microbiana e
vegetal) e abidticos (ex. luz solar, chuva ou temperatura) que podem alterar a dose do
pesticida ao qual o inseto é exposto (LALOUETTE et al., 2016). Doses subletais podem
ocasionar diferentes efeitos na fisiologia e no comportamento dos insetos (DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007). Aqui verificamos que, apds a exposicdo as doses
subletais de todos os tratamentos, houve um prolongamento da duracdo do 3° instar de P.
nigrispinus em relacdo ao controle. Ninfas tratadas possivelmente alteram seu balango
energético, destinando mais energia para desintoxicacdo do que para desenvolvimento (XU et
al., 2016). Isso poderia explicar o fato de o desenvolvimento ninfal das coortes tratadas
apresentarem maior duragdo do que o observado para as do grupo controle.

Embora a deltametrina ndo tenha alterado a duracdo dos 4° e 5° instares, estes foram
prolongados nas coortes tratadas com os compostos botanicos. A duracéo total da fase imatura
foi aumentada com a exposicao a todos os tratamentos. De forma geral, 0 aumento do tempo
de desenvolvimento de estagios imaturos pode aumentar a exposicao de insetos aos fatores de
mortalidade natural, como o clima e outros agentes de controle biolégico (BESERRA et al.,
2009). No entanto, tal efeito negativo poderia ser mais prejudicial aos herbivoros do que aos
inimigos naturais, devido ao fato de estes ultimos apresentarem, em geral, maior atividade,
capacidade de fuga e luta (REYNOLDS et al., 2009). Adicionalmente, eles poderiam exercer
por mais tempo a atividade de predacdo sobre as pragas. Essa suposi¢do poderia ser aceita
considerando-se o fato de que ndo houve reducédo na capacidade de predacdo de P. nigrispinus
sobre o efeito de todos os tratamentos aplicados. Adicionalmente, os inseticidas botanicos
também aumentaram a longevidade média dos machos e de alguns individuos fémeas. A
medida que a populagdo reduziu ao longo do tempo, algumas fémeas, de idade j& avancada,
continuaram apresentando alta fecundidade especifica. Esse aumento na longevidade e na
capacidade reprodutiva poderia promover em campo maiores taxas de acasalamento. Assim,
os inseticidas botanicos em baixas doses poderiam influenciar positivamente o controle
bioldgico exercido pelo predador P. nigrispinus.

Por outro lado, de forma geral, houve reducdo da massa corporal de adultos machos e
fémeas de P. nigrispinus sob efeito dos tratamentos. Uma maior massa corporal estd
relacionada a um aumento no fitness dos insetos (LYYTINEN; LINDSTROM; MAPPES,
2008), uma vez que consiste em uma importante caracteristica na avaliacdo da qualidade dos
parceiros durante o acasalamento, devido a relacdo entre tamanho corporal da fémea e sua
fecundidade. Machos de P. nigrispinus mal nutridos, por exemplo, preferem fémeas maiores,
ja que fémeas bem nutridas e de maior massa corporal geralmente produzem maior nimero de
ovos e ninfas (PEREIRA et al., 2016). No entanto, apesar da redugdo da massa dos adultos,
neste estudo nao foram observados efeitos negativos na reproducéo de P. nigrispinus.

Estudos de tabela de vida sdo considerados muito efetivos na avaliacdo dos efeitos de
inseticidas na dinamica populacional de insetos (STARK; BANKS, 2003; XU et al., 2016).
Aqui verificamos que, mesmo apds o estresse da exposicdo a deltametrina, as coortes de P.
nigrispinus mantiveram os parametros reprodutivos semelhantes aos do controle. Os valores
positivos de rm e Ro (<1,0) observados nas doses subletais dos tratamentos indicam um
potencial de crescimento populacional (DE CASTRO et al., 2012, 2015) de P. nigrispinus sob
efeito de todos os compostos analisados. Embora ndo difiram do controle, as coortes de P.
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nigrispinus sob efeito do timol mostraram maior taxa reprodutiva liquida do que aquelas sob
efeito da deltametrina. Por outro lado, houve um aumento significativo do nimero de ovos e
de ninfas/fémea nas coortes submetidas aos compostos botanicos quando comparado aos
demais tratamentos. Esses resultados sugerem um possivel mecanismo de hormese resultante
do efeito dos inseticidas botanicos.

Este estudo demonstra que os inseticidas botanicos de L. sidoides apresentam
toxicidade baixa a P. nigripinus, quando comparado ao inseticida deltametrina. Apesar de a
exposicao de P. nigrispinus as doses subletais de inseticidas bot&nicos e sintético prolongar o
desenvolvimento das ninfas e reduzir o peso dos adultos, ndo houve efeito negativo na
reproducao desse predador. Adicionalmente, os inseticidas botanicos podem tanto aumentar a
longevidade como também a capacidade reprodutiva de P. nigrispinus. Concluindo, 0s
inseticidas botanicos de L. sidoides podem ser mais seguros para o predador P. nigrispinus do
que o inseticida deltametrina, além de promoverem possiveis efeitos de hormese.
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Tabela 1. Toxicidade por aplicacdo topica do inseticida deltametrina (DLM), do 6leo essencial de Lippia sidoides (OE) e timol sobre ninfas de
terceiro instar de Podisus nigrispinus, apos 48 h de exposicéo.

Tratamento N @ DL1o (IC 95%) DLs (IC 95%) DLso (IC 95%) DLeo (IC 95%) L . P
(mg g™ (mg g™ (mg g™ (mg g™

Deltametrina (DLM) 442 2,30x10" 5,97x10" 1,15x10° 5,80x10° 1,82+0,19 2,22 0,72

(1,28x10%-3,47x10%)  (4,04x104-8,11x10%)  (8,53x104-1,53x103)  (4,07x103-9,42x1073)

: - 14,45 21,55 28,43 55,93

gé%ﬁdeesssﬁggl Tk o (11,07-17,17) (18,39-24,17) (25,51-31,38) (48,28-69,81) 436053 091 0,69

Timol 481 2:00 805 1027 18,65 4944097 1,31 062
(3,26-7,28) (5,74-9,49) (8,37-11,54) (16,33-24,05)

4 = nimero de insetos. ® = inclinagdo da curva. + erro padréo.
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Figura 1. Duracdo das fases de ovo, 1° 2° 3° 4° e 5° instares ninfais e longevidades de
adultos de Podisus nigrispinus (A-F), ap6s exposi¢do do 3° instar a doses subletais (DL1o €
DL3o) de deltametrina (DLM), do 6leo essencial de Lippia sidoides (OE) e timol. As linhas do
erro representam os percentis 10 e 90 e as extremidades da caixa os percentis 25 e 75. A linha
solida dentro da caixa representa a mediana e o circulo preto a média. Médias seguidas por
asterisco diferem do controle pelo teste de Dunnett a P<0,05 e médias seguidas por letras
diferentes indicam diferencas entre as doses pelo teste de t pareado a P<0,05.
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Figura 2. Massa de fémeas (A) e machos (B) de Podisus nigrispinus, apds exposicao do 3°
instar a doses subletais (DL1o e DL3) de deltametrina (DLM), do oOleo essencial de Lippia
sidoides (OE) e timol. As linhas do erro representam os percentis 10 e 90 e as extremidades
da caixa os percentis 25 e 75. A linha sélida dentro da caixa representa a mediana e o circulo
preto a média. Médias seguidas por asterisco diferem do controle pelo teste de Dunnett a
P<0,05 e médias seguidas por letras diferentes indicam diferencas entre as doses pelo teste de
t pareado a P<0,05.
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Tabela 2. Pardmetros reprodutivos de Podisus nigrispinus apos exposicdo do 3° instar a doses
subletais (DL1o e DL3o) de deltametrina (DLM), do dleo essencial de Lippia sidoides (OE) e

do timol.

Pardmetro reprodutivo

Tratamento 2

Controle DLM OE Timol
Periodo pré-oviposicao (dias) " 5,50+0,28 5,50+0,18 5,15+0,15 4,90+0,07
Periodo de oviposicéo (dias) 26,80+0,89ab  22,35+1,95Db 34,60+3,29 a 32,85+3,65 a
Periodo po6s-oviposicgdo (dias) " 1,70+0,29 2,2510,33 1,55+0,41 1,70+0,30
N° de ovos/fémea 457,3+37,3b 418,9+30,7 b 622,8+30,8 a 590,0+37,2 a
N° de massa de ovos/fémea 17,50+1,23 b 15,85+1,19 b 23,80+1,63 a 24,30+1,87 a
N° de ovos/massa de ovos " 25,98+0,97 26,76+0,80 26,91+0,83 25,19+1,11
N° de ninfas/fémea 381,2+41,8bc  339,5+27,8¢ 528,0+26,5a  483,8+36,0 ab
N° de ninfas/massa de ovos " 20,45+1,71 21,78+1,03 22,91+0,90 21,12+1,43
Incubacédo dos ovos (dias) " 4,99+0,01 5,00£0,001 5,01+0,01 4,99+0,01
Viabilidade de ovos (%) ™ 78,12+5,55 81,01+2,28 84,98+1,78 83,23+3,75

& Médias seguidas por mesma letra, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a P<0,05.
n.s. ndo significativo a 5% de probabilidade. + erro padrdo da média (n = 20, DL1o = DLa3o).
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Tabela 3. Parametros da tabela de vida de Podisus nigrispinus expostos as doses subletais
(DL1o e DL3o) de deltametrina (DLM), do 0leo essencial de Lippia sidoides (OE) e do timol.

Parametro da tabela de vida Tratamento @

Controle DLM OE Timol
Taxa reprodutiva liquida (Ro)
(prole/individuo) 209,1+17,1ab  168,5%£12,2b  216,3+10,9ab  255,8+16,3a
Taxa intrinseca de crescimento
(rm) (diat) " 0,1431+0,0024 0,1372+0,0020 0,1393+0,0017 0,1444+0,0017
Razdo finita e crescimento (A)
(diat) s 1,1539+0,0028 1,1471+0,0023 1,1494+0,0019 1,1553+0,0020
Tempo médio de geracdo (T)
(dia) "= 37,37£0,32 37,4040,44 38,60£0,56 38,42+0,46
Tempo para a populacdo dobrar
de tamanho (TD) (dia) "* 4,84+0,08 5,05+0,07 4,98+0,06 4,80+0,06

& Médias seguidas por mesma letra, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a P<0,05.
+ erro padrdo da média (n = 20, DL1o = DLa3o).
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Figura 3. Taxa de sobrevivéncia (Ix) e fertilidade especifica (mx) de Podisus nigrispinus no
controle (A) e expostos as doses subletais (DL1o e DL3o) de deltametrina (DLM) (B), do dleo
essencial de Lippia sidoides (OE) (C) e do timol (D).
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5. ARTIGO 2 A
ATIVIDADE INSETICIDA DE COMPOSTOS BOTANICOS CONTRA Spodoptera
frugiperda E SELETIVIDADE AO PERCEVEJO AO PREDADOR Podisus nigrispinus

Periddico a ser submetido: Crop Protection
RESUMO

O controle de pragas baseado exclusivamente na utilizacdo de inseticidas organossintéticos
pode ocasionar diversos problemas, incluindo a reducéo de populagGes de inimigos naturais.
Desse modo, a utilizagdo de inseticidas seletivos € fundamental para o controle eficiente de
pragas. Neste estudo, avaliamos os efeitos letais do 6leo essencial de Lippia sidoides e de seu
composto majoritario timol sobre a lagarta do cartucho do milho Spodoptera frugiperda, bem
como a seletividade e os efeitos comportamentais desses compostos a Podisus nigrispinus,
importante predador de lagartas desfolhadoras. Os compostos botanicos foram mais seletivos
ao predador que o inseticida deltametrina, que foi cerca de 2,7 vezes mais tdxico para P.
nigrispinus do que para S. frugiperda. O inseticida deltametrina causou rapida mortalidade as
ninfas de P. nigrispinus com TLso= 0,36 h. Adicionalmente, a mortalidade dos individuos
expostos a esse tratamento atingiu 100% em menos de trés horas. Ja o 6leo essencial
(TLso=119 h) e o timol (TLs=93 h) agiram de forma mais lenta sobre o predador. Ao
contrario, para a praga, 0s compostos botanicos tiveram acdo mais rapida do que o inseticida
sintético. Ninfas expostas a deltametrina e timol apresentaram alteragfes comportamentais, ja
gue houve aumento e reducdo na velocidade e na distancia percorrida, respectivamente. Todos
0s insetos permaneceram mais tempo do lado n&o tratado das arenas. O presente estudo revela
0 potencial do dleo essencial de L. sidoides e timol para o controle da praga S. frugiperda e,
ao mesmo tempo, a seletividade desses compostos sobre P. nigrispinus.

Palavras-chave: Asopinae, comportamento, controle alternativo, Verbenaceae.
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ABSTRACT

Titulo: INSECTICIDE ACTIVITY OF BOTANIC COMPOUNDS AGAINST
Spodoptera frugiperda AND SELECTIVITY TO THE PREDATORY STINK BUG
Podisus nigrispinus

Pest control based exclusively on the use of organosynthetic insecticides might cause several
problems, including the reduction of populations of natural enemies. Therefore, the use of
selective insecticides is essential for efficient pest control. In this study, we evaluated the
lethal effects of the Lippia sidoides essential oil and its major compound thymol on the corn
cartridge caterpillar Spodoptera frugiperda, as well as the selectivity and behavioral effects of
these compounds on Podisus nigrispinus, an important predator of defoliating caterpillars.
The botanical compounds were more selective to the predator than the insecticide
deltamethrin, which was about 2.7 times more toxic to P. nigrispinus than to S. frugiperda.
The insecticide deltamethrin caused rapid mortality to the nymphs of P. nigrispinus with
TLso= 0.36 h. In addition, the mortality of individuals exposed to this treatment reached 100%
in less than three hours. On the one hand, essential oil (TLso= 119 h) and thymol (TLso= 93 h)
acted more slowly on the predator. On the other hand, for the pest, the botanical compounds
had a faster action than the synthetic insecticide. Nymphs exposed to deltamethrin and thymol
showed behavioral changes because there was an increase and reduction in speed and distance
covered, respectively. All insects stayed longer on the untreated side of the arenas. The
present study reveals the potential of L. sidoides essential oil and thymol for the control of the
pest S. frugiperda as well as the selectivity of these compounds over P. nigrispinus.

Keywords: Asopinae, behavior, alternative control, Verbenaceae.
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5.1. Introducéo

A manutencao dos servigos ecossistémicos € um aspecto fundamental para as decisGes
de manejo de pragas que visem a uma agricultura sustentdvel (BOMMARCO; KLEIJN;
POTTS, 2013). Decisdes de manejo que focam exclusivamente na reducdo das populacdes de
pragas-alvo podem resultar na perda de espécies de inimigos naturais (ex. predadores e
parasitoides), levando ao insucesso no controle de pragas (GUEDES et al., 2016). Diversos
produtos eficazes no controle de pragas-alvo podem também agir reduzindo as populacGes de
inimigos naturais, as quais ainda sofrem concomitantemente aos efeitos negativos da perda e
simplificacdo da paisagem nos agroecossistemas (BARBOSA et al., 2018; RUSCH et al.,
2016). No contexto de comunidades, espécies predadoras podem apresentar diferentes
estratégias de ataque, levando a uma complementaridade de seus nichos (SNYDER, 2019;
STRAUB; FINKE; SNYDER, 2008). Dessa forma, a perda ou reducdo das populagdes de
uma ou mais espécies de inimigos naturais pode comprometer a eficiéncia do controle
bioldgico de forma geral.

Programas de controle de pragas baseados no uso de inseticidas organossintéticos
podem ocasionar diversos problemas [ex. resisténcia dos insetos-praga, contaminacdo
ambiental] (SHAKEEL et al., 2017; ZHANG; ZEISS; GENG, 2015), incluindo a reducéo ou
perda de populac6es de agentes de controle bioldgico, resultando na ressurgéncia de pragas ou
no aumento de populacdes de pragas secundarias (RAHAMAN; ISLAM, 2018).
Adicionalmente, doses subletais sobre as populagbes de inimigos naturais, além da
mortalidade per si, podem ter efeitos similares na ineficacia do controle biologico. Diversos
estudos tém demonstrado alteracdes de caminhamento, orientacdo e capacidade de tomada de
decisdo de organismos benéficos sob efeito de pesticidas (DE CASTRO et al., 2013, 2018;
RAMOS et al., 2018; SANTOS et al., 2018; WANG et al., 2016). Em varios paises das
Américas, por exemplo, a cultura de milho é frequentemente atacada pela lagarta
desfolhadora Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), considerada praga-chave
nesses locais. O controle dessa praga € realizado tanto com o uso de inseticidas sintéticos
(incluindo piretroides, como a deltametrina, AGROFIT, 2019) como também através do
controle bioldgico realizado por predadores (ex. Podisus nigrispinus, Hemiptera:
Pentatomidae) (TORRES et al., 2006). No entanto, estudos tém demonstrado que a classe de
inseticidas sintéticos recomendada para o controle de S. frugiperda pode causar efeitos
adversos a esse inimigo natural, como alteracbes no comportamento, na biologia e na
reproducdo do crescimento populacional (DE CASTRO et al., 2013, 2015). Sendo assim, a
adocdo de programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) que visem a utilizacdo de
inseticidas seletivos é fundamental (GUEDES et al., 2016) para o desenvolvimento de uma
agricultura mais sustentavel.

Produtos naturais com baixa persisténcia e rapida degradacdo, como o0s 06leos
essenciais de plantas, sdo apontados como boas alternativas (ISMAN; GRIENEISEN, 2014),
uma vez que podem ser mais seletivos aos organismos ndo alvo quando comparados aos
inseticidas sintéticos (ISMAN, 2006; SANTOS et al., 2018; TOLEDO et al., 2019). Os 6leos
essenciais provenientes do metabolismo secundéario de plantas mostram toxicidade a diversas
pragas (MELO et al., 2018; RODRIGUEZ-GONZALEZ; et al., 2019; SILVA et al., 2018)
além de acdo repelente/deterrente, reduzindo assim a oviposic¢do ou a alimentagdo dos insetos
herbivoros (MITHOFER; BOLAND, 2012). Alguns estudos tém demonstrado seletividade
dos Oleos essenciais de plantas em relacdo aos inimigos naturais, no entanto essa ndo € uma
regra geral (PARREIRA et al., 2018), o que exige estudos especificos para cada sistema
herbivoro-inimigo natural.

Lippia sidoides (Verbenaceae) é uma planta nativa do Nordeste brasileiro conhecida
como alecrim-pimenta (CAVALCANTI et al., 2010). Seu 0leo essencial apresenta uma ampla
gama de propriedades bioldgicas e tem mostrado bioatividade no controle de pragas (BACCI
et al., 2015; OLIVEIRA etal., 2018; SANTOS et al., 2017).
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Assim, nosso objetivo neste estudo foi avaliar a toxicidade do 6leo essencial de L
sidoides e do seu composto majoritario timol contra o herbivoro S. frugiperda e o predador P.
nigrispinus, bem como os efeitos comportamentais desses compostos sobre o percevejo
predador. Em todos os casos, os efeitos letais e subletais foram comparados com aqueles
ocasionados pelo inseticida sintético deltametrina, comumente utilizado no controle de S.
frugiperda.

5.2. Material e métodos

5.2.1. Insetos

Os insetos utilizados nos bioensaios foram obtidos de criacbes (> 10 geracdes)
mantidas em salas climatizadas (25 + 0,5°C, UR 70 * 10%, fotoperiodo de 12h) de
laboratérios da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sdo Cristdvao-SE (10°54° S, 37°04°
W, 7 m de altitude), Brasil.

Adultos de P. nigrispinus foram mantidos em gaiolas teladas de 60 x 40 x 40 cm e
alimentados com pupas da presa alternativa Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae).
As posturas depositadas pelas fémeas foram coletadas diariamente e transferidas para placas
de Petri (9 x 1,5 cm) contendo algoddo umedecido com agua destilada. Apds a eclosao, as
ninfas foram alimentadas com pupas de T. molitor até a fase adulta, quando foram transferidas
para as gaiolas.

Adultos de S. frugiperda foram mantidos em potes plasticos de 1L totalmente
revestidos com papel sulfite (substrato de oviposicdo). O pote teve o fundo constituido por
uma placa de Petri (14 x 1,5 cm) e a parte superior foi vedada com tecido tipo organza.
Solucdo de mel a 10% foi fornecida para alimentagdo dos adultos. As posturas foram retiradas
a cada dois dias e acondicionadas em recipientes plasticos de 120 mL até a eclosdo das larvas.
As larvas foram individualizadas em potes plasticos de 120 mL e alimentadas com dieta
artificial (GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976). As pupas obtidas foram acondicionadas
em potes plésticos de 1L para a eclosdo dos adultos.

5.2.2. Obtenc¢do dos compostos e analise quimica do 6leo essencial

O oleo essencial de folhas de L. sidoides (OE) foi obtido por arraste a vapor
(PRONAT, Horizonte, Ceara, Brasil). Para identificacdo e quantificacdo dos compostos, foi
realizada analise quimica do 6leo essencial, conforme descrito em Oliveira et al. (2017) e
Santos et al. (2017). O timol, constituinte em maior propor¢do no éleo essencial, foi adquirido
da empresa SIGMA-ALDRICH. Inseticida comercial a base de deltametrina (DLM) (Decis®
25 EC, 25 g i.a./L, concentrado emulsionavel, Bayer S.A.®, Guijarat, India) foi utilizado como
controle positivo.

5.2.3. Bioensaios

5.2.3.1. Toxicidade e seletividade

Os bioensaios para determinagéo das doses letais foram conduzidos com grupos de dez
ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus ou dez larvas de terceiro instar de S. frugiperda.

Inicialmente, foi determinada a massa média dos insetos pela pesagem individual dos
insetos (N = 30) em balanca analitica de precisdo (Shimadzu, AUW220D). Testes
preliminares foram realizados com trés doses (1, 5 e 10 pg das substancias/ mg de inseto).
Posteriormente, doses intermediarias foram utilizadas para tracar as curvas de dose-
mortalidade.

Para diluicdo do 6leo essencial de L. sidoides, timol e deltametrina, foi utilizado
acetona (Panreac, UV-IR-HPLC-GPC PAIACS, 99,9%). Os tratamentos foram aplicados
topicamente (0,5 pl) na regido protoracica de cada inseto com o auxilio de uma microseringa
(Hamilton®, Reno, NV, USA). O solvente acetona foi utilizado como controle. Para facilitar
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a aplicacdo dos tratamentos, as ninfas de P. nigrispinus foram mantidas em freezer
(Electrolux®, Curitiba, PR, Brasil) por 90 s. Testes preliminares mostraram que tal
procedimento ndo interfere na sobrevivéncia e no comportamento das ninfas.

Apbs a aplicacdo dos tratamentos, as ninfas de P. nigrispinus foram colocadas em
placa de Petri (Global Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (9 x 1,5 cm) contendo
algoddo umido na tampa, e pupas de T. molitor foram fornecidas ad libitum para alimentacéo.
Ja as larvas de S. frugiperda tratadas foram acondicionadas em placas de cultura celular
(Global Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (24 orificios) contendo folha de milho (=
6 cm?) para alimentacdo, que foram forradas com papel filtro umedecido. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes por inseto e por tratamento.

As placas contendo ninfas ou larvas tratadas foram acondicionadas em estufa
incubadora tipo B.O.D. (Biotech®, Piracicaba, SP, Brasil) (25+ 0,5 °C, UR 70£10% e
fotoperiodo de 12h). As avalia¢Ges da mortalidade dos insetos foram realizadas 48 h apds a
montagem dos bioensaios. Foram considerados mortos os individuos que se mantiveram
imdveis e ndo responderam aos estimulos feitos com pincel.

A seletividade foi avaliada comparando-se as doses letais necessarias para matar 50%
das populacGes de P. nigrispinus e S. frugiperda através do calculo do indice de seletividade
diferencial (ISD).

5.2.3.2. Tempo letal

Para determinar as curvas de sobrevivéncia e o tempo letal para matar 50% da
populacdo (TLsg) de ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus e larvas de terceiro instar de S.
frugiperda, foram utilizadas as DLgo determinadas nos bioensaios de toxicidade para S.
frugiperda. Os procedimentos foram semelhantes aos dos bioensaios de toxicidade (item
2.3.1), porem as larvas de S. frugiperda foram individualizadas em placa de Petri (6 x 1,5 cm)
forradas com papel filtro umedecido, contendo folha de milho (= 15 cm2). Foram realizadas
dez repeticGes por tratamento.

A mortalidade foi avaliada apds 10 min., e posteriormente foram feitas avaliagdes com
intervalos de 30 min. até 2 h. As avalia¢es subsequentes foram realizadas a cada 1 h, 2 he 4
h até completar 6, 24 e 48 h, respectivamente, desde o inicio da aplicacdo dos tratamentos.
Posteriormente, foram realizadas avaliaces a cada 24 h até completar onze dias (264 h).

5.2.3.3. Comportamento de P. nisgrispinus

Foram realizados bioensaios independentes para avaliar os comportamentos de
caminhamento (distancia percorrida e velocidade) e repeléncia/deterréncia de ninfas de P.
nigrispinus expostas aos compostos. No bioensaio de caminhamento, foram utilizadas as DLos
obtidas de cada tratamento para S. frugiperda. Em todos os casos, foram utilizadas dez
repeticbes, sendo cada repeticao constituida de trés ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus,
totalizando 30 individuos por tratamento.

Em ambos os casos, 0 movimento dos individuos foi gravado por 10 min. utilizando
uma camera de video (Panasonic SD5 Superdynamic - modelo WV-CP504), equipada com
lente Spacecom (1/3” 3-8 mm) acoplada a um computador. Para avaliacdo do movimento, foi
utilizado o software Ethovision XT (versdo 8.5; Noldus Integration System, Sterling, VA). Os
dados captados foram analisados utilizando o programa Studio 9 (Pinnacle Systems, moutain
View, CA).

5.2.3.3.1. Caminhamento

O bioensaio foi realizado em placas de Petri (Global Trade Technology) (9 x 1,5 cm)
(120 arenas) forradas com papel filtro (Unifil). Foi realizada aplicacdo tépica de 0,5 puL dos
tratamentos na DLos na regido protoracica de ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus, com
auxilio de microseringa (Hamilton®, Reno, NV, USA). O controle consistiu na aplicacdo do
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solvente acetona. Foram avaliadas a distancia percorrida (mm) e a velocidade de
caminhamento (mm s) dos individuos tratados.

5.2.3.3.2. Repeléncia/deterréncia

A repeléncia/deterréncia dos tratamentos a ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus
foi avaliada em placas de Petri (Global Trade Technology) (9 x 1,5 cm) (90 arenas) com
chance de escolha (metade tratada e metade ndo-tratada). O papel filtro (Unifil) utilizado para
forrar as placas foi dividido simetricamente em duas areas, sendo metade tratada com 0,2 mL
das solucbes dos compostos a 0,1% e a outra metade com 0,2 mL de acetona. Cada metade do
papel filtro foi tratada individualmente e, apds evaporacao do solvente, foram fixadas com fita
dupla-face no fundo das placas. Foi avaliado o tempo de permanéncia dos individuos nas
areas tratada e nao-tratada das placas.

5.2.4. Analises estatisticas

Os dados de mortalidade de S. frugiperda e P. nigrispinus foram submetidos a analise
de Probit para determinagéo das curvas de dose-mortalidade de cada tratamento, utilizando o
procedimento PROC PROBIT (SAS Institute, 2008). Foram obtidas curvas com probabilidade
de aceitagdo da hipdtese de nulidade (de que os dados possuem distribui¢do de Probit) maior
que 0,05 pelo teste y2. A partir das curvas, foram obtidas as doses letais (DLso € DLgo) € seus
respectivos intervalos de confianca a 95% de probabilidade (ICgs). O indice de seletividade
diferencial (ISD) para cada tratamento foi calculado usando a seguinte formula: 1SD = DLsg
de P. nigrispinus/ DLsg de S. frugiperda.

As andlises de sobrevivéncia foram realizadas atraves de estimadores Kaplan-Meier
pelo teste de Log-Rank (Sigmaplot, versdo 12.5). A partir dessa analise, foram obtidas as
curvas de sobrevivéncia e os tempos letais para causar a mortalidade em 50% dos individuos
(TLso) para cada tratamento, em ambas as espécies. As curvas foram comparadas pelo método
de comparacdo multipla de Holm-Sidak ao nivel de significancia de 0,05 (Sigmaplot, versao
12.5).

Os dados de comportamento, distancia percorrida (mm), velocidade de caminhamento
(mm s?) e repeléncia/deterréncia de P. nigrispinus entre os diferentes tratamentos foram
analisados através de analise de variancia seguida pelo teste de Tukey a P<0,05 (PROC GLM
com Tukey; SAS). O tempo de permanéncia dos individuos (%) nas &reas tratada e ndo-
tratada entre os diferentes tratamentos foi analisado através do teste de t-pareado a P<0,05
(PROC TTEST; SAS).

5.3. Resultados

5.3.1. Toxicidade e seletividade

O oleo essencial de L. sidoides, seu composto majoritario timol e o inseticida
organossintético deltametrina foram toxicos a ninfas do percevejo predador P. nigrispinus e a
larvas de S. frugiperda. As doses desses tratamentos necessarias para causar 50% de
mortalidade das populagGes variaram de 1,15x107° a 28,43 mg g e 3,07x103a 4,91 mg g,
respectivamente (Tabela 1).

O inseticida deltametrina foi cerca de 2,7 vezes mais toxico para P. nigrispinus do que
para S. frugiperda. J& o Oleo essencial de L. sidoides (ISD=8,85) e o timol (1SD=2,09)
apresentaram padrdo contrario, sendo seletivos a P. nigrispinus em relacdo a S. frugiperda
(Tabela 1).

5.3.2. Analise de sobrevivéncia

A DLy dos tratamentos reduziu significativamente a sobrevivéncia de ninfas de P.
nigrispinus e larvas de S. frugiperda ao longo do tempo (P. nigrispinus: Teste de Log-rank: y?2
= 498,02; P < 0,001 e S. frugiperda: Teste de Log-rank: y2 = 323,14; P < 0,001). Ndo houve
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diferenca entre as curvas de sobrevivéncia de P. nigrispinus e S. frugiperda expostos ao 6leo
essencial de L. sidoides e ao timol (Fig. 1A-B).

As ninfas de P. nigrispinus mostraram rapida reducdo da sobrevivéncia quando
expostas ao composto deltametrina (TLso = 0,36 h; 1Ces% = 0,25-0,48). Em menos de 3 h,
todos os individuos morreram (Fig. 1A). Por outro lado, 25% e 18% das ninfas expostas ao
6leo essencial de L. sidoides (TLso = 119 h; 1Cgs% = 99-139) e ao timol (TLso = 93 h; 1Ces0 =
74-112) sobreviveram até o final do experimento (Fig. 1A). Esse padrdo se inverteu para
larvas de S. frugiperda. Os inseticidas botanicos causaram rapida mortalidade (OE de L.
sidoides: TLso = 7,7 h; 1Cgse% = 1,5-13,8; timol: TLsg = 5,7 h; 1Cgse% = 0-11,6), e a deltametrina
demorou mais para matar metade da populacéo (TLso = 68 h; 1Ces0 = 46-90) (Fig. 1B).

5.3.3. Comportamento

5.3.3.1. Caminhamento

Foram observadas diferencas significativas na distancia percorrida (Fa;36 = 26,25; P <
0,001) e na velocidade de caminhamento (Fz:3s = 26,67; P < 0,001) de ninfas de P. nigrispinus
expostas a DLos (estimada para S. frugiperda) dos tratamentos. Ninfas expostas a deltametrina
aumentaram a distancia percorrida e a velocidade de caminhamento (Fig 2 A-B). Por outro
lado, ninfas expostas ao timol reduziram esses parametros se comparadas ao controle (Fig. A-
B).

5.3.3.2. Repeléncia/deterréncia

O tempo de permanéncia dos individuos em cada lado da arena foi significativamente
afetado pelos compostos (Fig. 3). N&do houve diferenga entre os tratamentos em relagdo ao
tempo de permanéncia das ninfas de P. nigrispinus no lado tratado (F2;27=2,79; P=0,079). Em
todos os tratamentos, os individuos permaneceram mais tempo do lado ndo-tratado, indicando
repeléncia/deterréncia das ninfas de P. nigrispinus a esses compostos (OE: t=7,62; timol:
t=5,77 e DLM: t=7,66; P<0,001 e g.1.=19) (Fig. 3).

5.4. Discussao

A busca por inseticidas eficientes e seletivos € fundamental para o desenvolvimento de
uma agricultura mais sustentavel que permita a manutencdo dos servicos ecossistémicos (ex.
controle bioldgico natural). No presente estudo, mostramos que o 6leo essencial de L. sidoides
e o timol apresentaram seletividade ao percevejo predador P. nigrispinus, sendo mais toxicos
para a praga-alvo S. frugiperda. Por outro lado, o inseticida organossintético deltametrina
mostrou efeitos contrarios, apresentando maior toxicidade ao inimigo natural, além de causar
rapida mortalidade e alterar o padrdo de caminhamento desse organismo benéfico.

A seletividade fisiolégica de um inseticida pode ser reconhecida quando ele causa
maior mortalidade & praga-alvo do que ao seu inimigo natural (SILVA et al., 2016). Uma
possivel explicacdo para a seletividade dos compostos botanicos de L. sidoides ao percevejo
predador pode estar relacionada a sua taxa de penetracdo no integumento (YU, 1988;
SUINAGA et al., 1996). Insetos pentatomideos apresentam maior espessura do exoesqueleto
do que aqueles pertencentes a ordem Lepidoptera, em sua fase larval (YU, 1988). Como o0 OE
e o timol podem apresentar rapida degradacdo ou evaporacdo no ambiente (PAVELA;
SEDLAK, 2018), teriam menos chances de agir sobre o percervejo P. nigrispinus do que
sobre S. frugiperda. Por outro lado, o inseticida sintético deltametrina mostrou maior
toxicidade ao percevejo predador do que ao herbivoro S. frugiperda, o que pode estar
relacionado a diferencas na capacidade de metabolizagdo e no sitio de acdo desses compostos
em relacdo as pragas (YU, 1988; SUINAGA et al., 1996).

Embora os inseticidas botanicos tenham apresentado menor toxicidade a S. frugiperda
do que o inseticida deltametrina, a eficiéncia desses compostos naturais pode ser
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potencializada por meio de nanoformulagdes. Em estudo realizado por Oliveira et al. (2017),
as nanoformulagGes que continham 18% do ingrediente ativo ja foram capazes de
potencializar a acdo desses compostos no controle do gorgulho-do-milho Sitophilus zeamais.
Essa potencializacdo deve-se as propriedades das nanoformulagbes, como menor tamanho de
particula, liberacdo controlada e maior solubilidade (KAH; HOFMANN, 2014; OLIVEIRA et
al., 2014).

Por outro lado, os inseticidas botanicos apresentaram menor tempo letal para causar
50% de mortalidade de S. frugiperda do que o inseticida deltametrina, mostrando elevado
potencial para o controle dessa praga. O inimigo natural P. nigrispinus, por sua vez, ndo so se
mostrou altamente sensivel a deltametrina como também morreu muito mais rapido quando
em contato com esse inseticida sintético. Em torno de 3 h, todos os insetos j& estavam mortos.
Por outro lado, o OE de L. sidoides e o timol apresentaram TLsg de 119 e 93 h,
respectivamente. De Castro et al. (2013) encontraram uma TLso igual a 24,6 h para ninfas de
terceiro instar de P. nigrispinus, sob efeito do inseticida deltametrina em dose de campo. Esse
tempo de mortalidade muito maior do que o observado no presente estudo deve-se
provavelmente ao fato de a aplicagdo ter sido realizada, nesse caso, sob o substrato, ou seja,
de forma indireta sobre P. nigrispinus.

A deltametrina também alterou o padrdo de caminhamento de P. nigrispinus,
aumentando a distancia percorrida e a velocidade. A acdo neurotdxica desse inseticida,
aumentando o tempo de abertura dos canais de sédio, leva a despolarizacdo da membrana dos
neurdnios e, consequentemente, a sintomas hiperexcitatorios, o que pode explicar essa
mudanca comportamental (CHRUSTEK et al., 2018). Diversos outros estudos também
relatam alteracGes comportamentais de insetos sob efeito de inseticidas com ac¢éo neurotdxica
(CAMPOS et al., 2011; DE CASTRO et al., 2013, 2018; FREITAS et al., 2017; XIAO et al.,
2017). Por sua vez, tanto a deltametrina quanto os inseticidas botanicos causaram efeito de
repeléncia sobre P. nigrispinus. O comportamento de evitacdo dos tratamentos reduz a
exposicdo dos insetos aos inseticidas, minimizando assim os efeitos negativos sobre eles
(CAMPOS et al., 2011). Tal modificagdo comportamental pode ser positiva para o inimigo
natural, pois, além de contribuir para a sobrevivéncia, permite também a busca por areas ndo
contaminadas (CAMPOS et al., 2011; DE CASTRO et al., 2013; DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007).

Concluindo, este estudo ressalta as vantagens dos inseticidas boténicos de L. sidoides
sobre o0 inimigo natural P. nigrispinus e, a0 mesmo tempo, o potencial para controle da praga
S. frugiperda. A seletividade observada desses compostos em relagdo ao inseticida
deltametrina destaca o potencial dos inseticidas botanicos na conservacao de populagdes de P.
nigrispinus, contribuindo com isso para programas de manejo que visem a acdes mais
sustentaveis.
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Tabela 1. Toxicidade por aplicacdo topica do 6leo essencial de Lippia sidoides (OE), timol e inseticida deltametrina (DLM) sobre ninfas de
terceiro instar de Podisus nigrispinus e lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda, apos 48 h de exposicao.

DLos (IC 95% DLso (IC 95% DLy (IC 95%
Tratamento N2 o { 4 2 0 ( ) 2  ( ) ) ISD*® ik x2 P
(mg g™) (mg g™) (mg g™)
Podisus nigrispinus
Oleo essencial de L. - 28,43 55,93
. 440 8,85 4,36+£0,53 0,91 0,69
sidoides (OE) (25,51-31,38) (48,28-69,81)
Timol 481 ) 10,27 18,65 2,09 4,94+0,97 1,31 0,62
(8,37-11,54) (16,33-24,05) ! Y ’ !
- 1,15x10°3 5,80x103
Deltametrina (DLM 442 ' ’ 0,37 1,82+0,19 2,22 0,72
eltametrina (DLM) (8,53x104-1,53x10?) (4,07x10°-9,42x10%) ! oD : ’
Spodoptera frugiperda
Oleo essencial de L. 1,55 3,21 5,66
. 353 - 5,22+0,65 2,67 0,64
sidoides (OE) (1,20-1,83) (2,95-3,49) (4,95-6,95)
Timol 451 1,56 4.91 12,01 3,30+0,40 2,27 0,80
(1,07-1,98) (4,35-5,56) (9,73-16,61) U ’ !
8,65x10* 3,07x103 8,26x10
Deltametrina (DLM 513 - 2,98+0,39 3,15 0,50
eltametrina (DLM) (5,06x10-1,2010%) (2,58x10-3,35x10°) (6,70x10-1,13x10°)

& Numero de insetos. ° indice de seletividade diferencial para o predador P. nigrispinus (DLso P. nigrispinus/ DLso S. frugiperda). ¢ Inclinagio da
curva * erro padrao.
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Log-rank: x2=498,02; P<0,001
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia e tempo letal (TLso) (média = ICes%) de Podisus
nigrispinus (A) e Spodoptera frugiperda (B) expostos por contato a DLgo (determinada para S.
frugiperda) do 6leo essencial de Lippia sidoides (OE), timol e deltametrina (DLM). Curvas de
sobrevivéncia seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo método de
Holm-Sidak (teste de Log-rank, o = 0,05).
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Figura 2. Distancia percorrida (mm) (A) e velocidade de caminhamento (mm s?) (B) de
ninfas de terceiro instar de Podisus nigrispinus expostas por contato a DLos do 6leo essencial
de Lippia sidoides (OE), timol e deltametrina (DLM) (determinada para S. frugiperda) por 10
min. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P <0,05). Os
circulos pretos representam os percentis 5 e 95, as linhas do erro os percentis 10 e 90 e as
extremidades da caixa os percentis 25 e 75. A linha sélida e tracejada dentro da caixa
representam a mediana e a média, respectivamente.
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Figura 3. Repeléncia (%) (tempo em cada lado da arena) de Podisus nigrispinus exposto por
contato a concentracdo de 0,1% do Oleo essencial de Lippia sidoides (OE), timol e
deltametrina (DLM). Barras seguidas por asterisco indicam diferencga entre o tempo médio de
permanéncia dos individuos nas areas tratada e ndo-tratada das placas pelo teste de t pareado
(P<0,05). Os circulos divididos ao meio sdo as trilhas representativas do caminhamento de P.
nigrispinus em cada lado da arena. NT = lado n&o tratado e T= lado tratado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo revela a compatibilidade do 6leo essencial de L. sidoides e do timol com o
percevejo predador P. nigrispinus. Além disso, 0s compostos botanicos sdo eficientes para o
controle de S. frugiperda.

Diante disso, o 6leo essencial de L. sidoides e o timol sdo promissores para sintese de
novas moléculas inseticidas, podendo ser utilizados em programas de manejo de S. frugiperda
que visem a conservagao de P. nigrispinus.



