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RESUMO

SANTOS, Natielli Conceigdo. Bioatividade de 6leos essenciais de Croton grewioides e seus
compostos majoritarios: toxicidade sobre Chrysodeixis includens e seletividade sobre o
predador Podisus nigrispinus. Sdo Cristovao: UFS, 2022. 36p. (Dissertacdo — Mestrado em
Agricultura e Biodiversidade).*

Os bioinseticidas obtidos a partir de Oleos essenciais de plantas tém se tornado uma
alternativa no controle de insetos-praga, uma vez que parecem Ser seguros a0 meio ambiente
qguando comparados a inseticidas organossintéticos convencionais. Porém, muitas abordagens
sobre esse assunto sdo realizadas sem levar em consideragdo os efeitos seletivos destes
compostos sobre organismos ndo-alvo. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos letais e subletais do dleo essencial de Croton grewioides (CGR126 e CGR112), e de
seus compostos majoritarios eugenol e metil eugenol sobre a lagarta falsa-medideira,
Chrysodeixis includens, e sobre o percevejo predador Podisus nigrispinus. Para isso, foram
conduzidos experimentos em laboratorio para avaliar a suscetibilidade dos organismos por
meio de curvas de dose-mortalidade, onde foram utilizados grupos de doze lagartas de
segundo instar de C. includens e grupos de dez ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus. As
avaliacOes foram realizadas ap6s 72h da montagem dos experimentos. Para avaliar as curvas
de sobrevivéncia e o tempo letal necessario para matar 50% da populacéo (TLsg), lagartas de
segundo instar foram submetidas as DLgy dos tratamentos obtidas nos bioensaios. Os dados de
mortalidade de C. includens e de P. nigrispinus foram submetidos a analise de Probit. As
analises de sobrevivéncia foram realizadas usando os estimadores de Kaplan-Meier utilizando
o0 teste de Log-Rank. Os 0leos essenciais de C. grewioides (CGR126 e CGR112), o metil
eugenol e o eugenol foram toxicos para lagartas de C. includens e ninfas de P. nigrispinus. As
doses necessarias para ocasionar 50% de mortalidade em cada espécie variaram de 4,65 a 8,82
mg/g e 1,22 a 4,45 mg/g, respectivamente. A sobrevivéncia das lagartas de C. includens
expostas as DLgy dos tratamentos foi significativamente reduzida ao longo do tempo. O
eugenol foi o composto mais tdxico para as lagartas de segundo instar, seguido do Gleo
essencial CGR126. Os tempos letais estimados para 0s Oleos essenciais ocasionarem
mortalidade em 50% da populacdo de C. includens foram inferiores a 15 horas. Houve
seletividade do o6leo essencial CGR126 nas doses letais acima de 90%. Embora os tratamentos
tenham mostrado pouco efeito sobre o desenvolvimento de P. nigrispinus, a massa corporal e
0s parametros reprodutivos foram negativamente afetados, com excecdo do 6leo essencial
CGR126. O dleo essencial de C. grewioides CGR126 pode representar uma fonte promissora
para ser utilizada na sintese de novos inseticidas, que apresentem eficiéncia contra C.
includens e a0 mesmo tempo sejam mais seguros para o inimigo natural P. nigrispinus.

Palavras-chave: 6leo essencial, eugenol, metil eugenol, inimigo natural, falsa-medideira.

* Comité Orientador: Leandro Bacci — UFS (Orientador).



ABSTRACT

SANTOS, Natielli Conceicdo. Bioactivity of essential oils from Croton grewioides and its
major compounds: toxicity to Chrysodeixis includens and selectivity to the predator
Podisus nigrispinus.Sado Cristovao: UFS, 2022. 36p. (Thesis — Maters of Science in
Agriculture and Biodiversity).*

Bioinsecticides obtained from essential oils of plants have become an alternative in the
control of insect pests, since they seem to be safe for the environment when compared to
conventional organosynthetic insecticides. However, many approaches on this subject are
carried out without taking into account the selective effects of these compounds on non-target
organisms. Thus, the present study aimed to evaluate the lethal and sublethal effects of the
essential oil of Croton grewioides (CGR126 and CGR112), and of its major compounds
eugenol and methyl eugenol on the false-medideira caterpillar, Chrysodeixis includens, and on
the predatory stink bug. Podisus nigrispinus. For this, laboratory experiments were conducted
to evaluate the susceptibility of organisms through dose-mortality curves, where groups of
twelve second-instar caterpillars of C. includens and groups of ten third-instar P. nigrispinus
nymphs were used. The evaluations were performed 72 hours after the experiments were set
up. To evaluate the survival curves and the lethal time required to kill 50% of the population
(TL50), second instar caterpillars were submitted to the LD90 of the treatments obtained in
the bioassays. Mortality data for C. includens and P. nigrispinus were subjected to Probit
analysis. Survival analyzes were performed using Kaplan-Meier estimators using the Log-
Rank test. The essential oils of C. grewioides (CGR126 and CGR112), methyl eugenol and
eugenol were toxic to caterpillars of C. includens and nymphs of P. nigrispinus. The doses
needed to cause 50% mortality in each species ranged from 4.65 to 8.82 mg/g and 1.22 to
4.45 mg/g, respectively. Survival of C. includens caterpillars exposed to LD90 of treatments
was significantly reduced over time. Eugenol was the most toxic compound for second instar
caterpillars, followed by essential oil CGR126. The estimated lethal times for essential oils to
cause mortality in 50% of the population of C. includens were less than 15 hours. There was
selectivity of CGR126 essential oil at lethal doses above 90%. Although treatments showed
little effect on P. nigrispinus development, body mass and reproductive parameters were
negatively affected, with the exception of CGR126 essential oil. The essential oil of C.
grewioides CGR126 may represent a promising source to be used in the synthesis of new
insecticides, which are efficient against C. includens and at the same time are safer for the
natural enemy P. nigrispinus.

Keywords: essential oil, eugenol, methyl eugenol, natural enemy, false-measurement.

* Supervising Committee: Leandro Bacci — UFS (Advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

O aumento da producdo de alimentos tem se intensificado nas Ultimas décadas para
atender as crescentes demandas do mercado. No entanto, tais atividades tém resultado em uma
série de problemas fitossanitarios para os agricultores, incluindo, principalmente, o ataque de
insetos-praga. O avan¢o dos monocultivos tem criado condigdes ideais que contribuem para o
crescimento das populagdes de insetos fitdfagos, com consequente aumento do uso de
inseticidas organossintéticos (LEMAIRE et al., 2014). De acordo com dados da FAO
(Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentagdo e Agricultura), em torno de 40% da
producdo agricola mundial é reduzida devido aos problemas fitossanitarios, custando aos
paises cerca de 70 bilhGes de ddlares anuais (FAO, 2021).

Em ambientes mantidos sob equilibrio, além das defesas das plantas hospedeiras, 0s
inimigos naturais (ex. predadores e parasitoides) mantém as populagdes de insetos fitéfagos
abaixo do nivel de dano econémico. A atividade dos inimigos naturais evita o reaparecimento
de pragas, além de reduzir a possibilidade de que pragas secundarias se tornem pragas chaves
(DEGRANDE et al., 2003). No entanto, as tentativas de controle de insetos-praga com
pesticidas organossintéticos muitas vezes tornam-se incompativeis com o controle bioldgico
natural, uma vez que podem provocar toxicidade aos organismos ndo-alvo ou benéficos (ex.
predadores, parasitoides, polinizadores). Tal auséncia de seletividade ocasiona ndo apenas
mortalidade, como também efeitos sub-letais em tais organismos, afetando seus aspectos
bioldgicos, demograficos e/ou comportamentais. Assim, o comprometimento do controle
bioldgico afeta diretamente a densidade populacional e a efetividade no controle de espécies
fitofagas (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007). Tal problema torna-se ciclico,
induzindo a utilizacdo de pesticidas de forma cada vez mais indiscriminada, tanto devido ao
aumento da frequéncia de aplicacdo como também ao uso de doses que excedem os limites
recomendados. 1sso, por sua vez, contribui para o surgimento de populacdes de insetos-praga
resistentes a diferentes classes de inseticidas, como ja observado para vérias espécies
(MURARO et al., 2021; HOROWITZ et al., 2020; WU et al., 2018). Além disso, a utilizacdo
inadequada de pesticidas pode causar acumulo de residuos tdxicos nos alimentos, promover a
contaminacdo do solo, da agua, e a intoxicacdo de produtores rurais (WYCKHUYS et al.,
2013; DASSANAYAKE et al., 2021).

Atualmente, o inseto fitéfago Chrysodeixis includens ou “falsa medideira” tem se
tornado uma importante praga devido aos surtos sucessivos e aos grandes danos econdémicos
que tem provocado nas lavouras (BOTELHO et al., 2019). Esse inseto tem habito polifago,
atacando diferentes plantas de importancia agricola, como: soja, algoddo, feijao, tomate,
tabaco e batata. Chrysodeixis includens foi classificada como uma das principais pragas da
soja a partir da safra 2002/2003. O histérico da importancia desse inseto fitéfago como praga
é um exemplo tipico que baseia-se justamente na inadvertida utilizacdo de pesticidas sem a
observancia de suas consequéncias para o controle biologico. O aumento populacional de C.
includens parece estar relacionado ao uso recorrente de fungicidas néo-seletivos, utilizados
para o controle da ferrugem-asiatica ocasionada por Phakopsora pachyrhizi. Acredita-se que
0 uso de fungicidas pode ter afetado negativamente a viabilidade do fungo entomopatogénico
Metarhizium rileyi (Farlow), o qual contribui para o controle biologico natural de lagartas em
campo (BOTELHO et al.,, 2019). Outro fator que tem contribuido para o aumento
populacional de C. includens consiste no surgimento de populacfes resistentes a algumas
classes de inseticidas organossintéticos utilizados para o seu controle (STACKE et al., 2019).

Assim, taticas de manejo mais eficientes precisam ser empregadas a fim de minimizar
tais efeitos negativos ao ambiente e a economia. O Manejo Integrado de Pragas (MIP)
consiste em um conjunto de taticas de controle que visam conservar 0S recursos
ecossistémicos, incluindo o controle biolégico (SHIELDS et al., 2019) e a utilizagdo de
inseticidas de baixa persisténcia, rapida degradacao e alta seletividade a organismos nao-alvo,
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por exemplo, os Gleos essenciais de plantas (ISMAN; GRIENESEN, 2014; ISMAN, 2016;
SANTOS et al., 2018).

Dentre 0s inimigos naturais, 0s percevejos pentatomideos tém se destacado como
importantes reguladores do crescimento de pragas agricolas. Dentre essas, a espécie Podisus
nigrispinus apresenta potencial para o controle de diversas espécies de pragas de importancia
econbmica, como a traca-do-tomateiro Tuta absoluta (Meyrick) (VIVAN et al., 2002),
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (VACARI; OTUKA; BERTOLI, 2007), Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (ZANUNCIO et al., 2008) e Chrysodeixis chalcites (DE CLERCQ et
al., 1998). Assim, diante da importancia dos inimigos naturais para 0s programas de manejo,
é importante analisar a seletividade de inseticidas a fim de minimizar os efeitos sobre esses
organismos (DA FONSECA et al., 2008). Nessa perspectiva, 0s 6leos essenciais de plantas
surgem como boas alternativas para um manejo mais sustentavel (ISMAN; GRIENESEN,
2014), uma vez que sua maior volatilidade pode facilitar sua seletividade aos organismos néo-
alvo quando comparados aos inseticidas sintéticos (ISMAN, 2016; SANTOS et al., 2018). O
Oleo essencial de Croton grewioides, por exemplo, tem mostrado resultados satisfatorios
contra Sitophilus zeamais (Motschulsky) e Tribolium castaneum (Herbst 1797) (HUANG et
al., 2002). Os compostos majoritarios - eugenol e metil eugenol - desse dleo essencial, além
de serem utilizados pela industria farmacoldgica e alimenticia, também apresentam grande
potencial inseticida (OLIVEIRA et al., 2020).

No presente estudo avaliamos: (i) o potencial inseticida dos 6éleos essenciais de dois
acessos de C. grewioides e seus compostos majoritarios eugenol e metil eugenol, sobre o
inseto-praga C. includens; assim como (ii) a seletividade e os efeitos desses compostos nos
pardmetros bioldgicos e demograficos do percevejo predador P. nigrispinus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos bioecoldgicos e comportamentais de Chrysodeixis includens

Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma espécie
popularmente conhecida como falsa-medideira, devido a sua forma de deslocamento
“medindo palmo”. Esse inseto pode se alimentar de aproximadamente 174 espécies de plantas
de 39 familias diferentes, incluindo espécies de importancia econémica como: soja (Glycine
max), algoddo (Gossypium hirsutum), feijao (Phaseolus spp.), tabaco (Nicotiana spp.),
girassol (Helianthus spp.), tomate (Solanum lycopersicum) e batata (Solanum spp.)
(PEREIRA et al., 2018; SOSA-GOMEZ et al., 2014; SPECHT et al., 2015). Esse inseto
fitofago possui ampla distribuicdo na América do Norte e do Sul, com maior ocorréncia no
sudeste dos EUA, principalmente em cultivos de soja onde ocasiona danos expressivos
(ALLEN et al., 2021; SHAW et al., 2021). No Brasil, essa praga era considerada secundaria
por ndo causar danos significativos, mas a partir da safra 2003/2004, se tornou praga-chave da
soja, exigindo metodos de controle em vérias épocas do ano, durante todo o ciclo da cultura
(BOTELHO et al., 2019).

A preferéncia alimentar das lagartas nos primeiros instares é por folhas mais novas,
gue possuem menor quantidade de fibras. O consumo dessas folhas causa uma injuria foliar
de aspecto rendilhado, ja que as lagartas ndo se alimentam de suas nervuras. A medida que
vao se desenvolvendo, as lagartas se alimentam de folhas mais velhas e fibrosas, além de
flores e vagens (BALDIN et al., 2014; BUENO et al., 2010). Durante o quarto, quinto e sexto
instar, fase em que o consumo foliar é maior, a area foliar consumida pode variar de 64 a 200
cm?, reduzindo assim a capacidade fotossintética das plantas (BOTELHO et al., 2019;
ANDRADE et al., 2016).

O ciclo de vida desse inseto holometabolo tem duragdo média de 26,6 dias, sendo que
a duracdo da fase larval, na qual ha consumo foliar, se estende entre 15 e 20 dias (em
condigdes de temperatura de 25 + 2°C; UR: 70 £ 10%; fotofase: 14h). J& a fase adulta,
periodo em que podem se reproduzir, varia entre 12 e 19 dias. As lagartas recém-eclodidas
sdo amareladas, mas a medida que se desenvolvem, tornam-se verde-claras com listras
brancas longitudinais e pontuacdes pretas. Na fase de pré-pupa ocorre uma mudanca no
comportamento e no sistema hormonal desses organismos, que passam por uma breve parada
na alimentacdo, onde passam a apresentar uma coloracdo verde-clara uniforme.
Posteriormente, ocorre a liberacdo do ultimo “pellet” fecal de cor amarelo brilhante e a
producdo de uma teia que envolvera a fase seguinte. Na fase de pupa, 0s insetos ficam
alojados na parte abaxial das folhas das plantas; essa fase dura cerca de 7 a 9 dias (SOSA-
GOMEZ et al., 2014; ANDRADE et al., 2016; BOTELHO et al., 2019). Os adultos
apresentam em média 35mm de envergadura, com asas de coloragdo marrom, com duas
manchas prateadas no centro, e pelos na capsula cefalica. As fémeas possuem preferéncia de
oviposicdo na parte inferior das folhas, que oferece protecdo contra condi¢fes climaticas
adversas e menor exposicao das larvas recém-emergidas aos inimigos naturais (GALLO et al.,
2002; JOST; PITRE, 2002; BOTELHO et al., 2019). O aumento populacional deste fitéfago
ocorre nos periodos mais quentes e umidos, aliado a maior disponibilidade de plantas.

O surgimento de populagbes de C. includens resistentes aos inseticidas esta
relacionado a utilizacdo de produtos acima das doses recomendadas, a alta capacidade
migratoria e ao cruzamento entre populacdes desse inseto (GONRING et al., 2003; STACKE
et al., 2020; PALMA et al., 2015). Inicialmente, essa resisténcia foi observada para os
piretroides e posteriormente outros inseticidas como acefato e BHC, sendo relatados no estado
da Luisiana, Estados Unidos (SOSA-GOMEZ et al., 2012). No Brasil, existem relatos de
falhas de controle da C. includens com as classes dos piretroides e baixa suscetibilidade aos
reguladores de crescimento como o teflubenzurom e novalurom (STACKE et al., 2019). J& na
Argentina, ha registro de reducdo da suscetibilidade dessa praga para cipemetrina e clorpirifés
(SOSA-GOMEZ et al., 2012).
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A resisténcia de insetos a pesticidas pode ocorrer por meio de diferentes mecanismos,
incluindo: (i) resisténcia metabdlica por meio de enzimas destoxificativas, (ii) reducdo da
penetracdo das moléculas no corpo do inseto devido a modificagBes cuticulares atribuidas a
superexpressdo de genes ou proteinas (BALABANIDOU et al., 2018) e (iii) insensibilidade
no sitio de acdo decorrente de mutacBes (FEYEREISEN et al., 2015). No caso de C.
includens, ja foi verificada resisténcia metabdlica, resultante do aumento na atividade de
glutationas-S-transferases, monoxigenases e hidrolases, que pode ter contribuido para a
suscetibilidade reduzida verificada em populagdes de campo (ROSE et al., 1990). Ainda, a
resisténcia ao principio ativo lambda-cialotrina foi relatada em popula¢Ges de campo de C.
includens, sendo verificada heranca genética, associada ao custo adaptativo (STACKE et al.,
2020).

2.2 Inimigos naturais - Podisus nigrispinus (Dallas 1851) (Hemiptera: Pentatomidae)

O controle biologico é um dos pilares do Manejo Integrado de Pragas (MIP) que,
aliado a outras medidas de controle, tem a finalidade de reduzir o ataque de insetos-praga,
mantendo suas populacGes em equilibrio (GALLO et al., 2002). No caso do controle
biol6gico natural, o intuito se restringe a conservacdo dos inimigos naturais ja existentes em
uma determinada area (PARRA et al., 2002). J4 no controle biologico aplicado, ocorre a
insercdo de agentes de controle, a partir de criacdo massal ou coleta em campo, com a
finalidade de aumentar o ndmero dos inimigos naturais que ja ocorrem naturalmente no
agroecossistema. Por sua vez, no controle biol6gico classico ocorre a insercdo de inimigos
naturais exoticos em areas nas quais nao ocorrem naturalmente (PARRA et al., 2002).

Os inimigos naturais desempenham um papel fundamental no controle biolégico,
contribuindo para regular a dinamica populacional de artropodes-praga. Esses organismos
incluem entomopatdgenos (virus, fungos e bactérias), parasitoides e predadores (BUENO et
al., 2014). Dentre esses, os predadores sdo considerados a principal linha de defesa contra
insetos fitdfagos, podendo ter hdbito mastigador ou sugador (PARRA et al., 2002). Alguns
inimigos naturais sdo relatados para o controle da C. includens, como o baculovirus (FUHR et
al., 2021), Meteorus gyrator (Thunberg) (Hymenoptera: Braconidae) (BELL et al., 2000),
Cotesia marginiventris (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae) (MESSELINK, 2002), Podisus
maculiventris (Say) e P. nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae) (CLERCQ et al.,
1998).

Podisus nigrispinus ocorre na regido Neotropical, desde a Argentina até a Costa Rica.
No Brasil, esta presente em diversos cultivos agricolas e florestais, 0 que demonstra sua
amplitude e capacidade de adaptacdo (BUENO et al., 2014). Esse percevejo é um predador
generalista que demonstra eficiéncia no controle de diversos herbivoros, tais como: Diatraea
saccharalis (VACARI; OTUKA; DE BORTOLI, 2007), Tuta absoluta (VIVIAN et al.,
2002), Spodoptera exigua (CLERCQ, 2001), Chrysodeixis chalcites (CLERCQ et al., 1998) e
Tenebrio molitor (ZANUNCIO et al., 2001). Além do seu habito alimentar polifago, que
permite o controle de populacGes de diferentes insetos, P. nigrispinus também se alimenta de
substratos vegetais; estratégia de sobrevivéncia utilizada quando a populacdo de presas esta
escassa ou inadequada (EVANGELISTA et al., 2002).

O potencial reprodutivo, longevidade e velocidade de desenvolvimento de P.
nigrispinus estdo diretamente relacionados a qualidade das presas ingeridas. Embora possa
suplementar sua dieta com o material vegetal e sobreviver por longos periodos com presas de
baixa qualidade, para manutencdo de sua prole, P. nigrispinus necessita de uma dieta
composta por uma grande quantidade de larvas (LEMOS et al., 2001; VIVAN et al., 2002).

O ciclo de desenvolvimento desse predador inclui a fase de ovo, cinco estagios ninfais
e a fase adulta. As ninfas quando eclodem possuem uma coloragdo marrom-escura, medem
aproximadamente 1,4 mm de comprimento e 1 mm de largura, possuem corpo arredondado.
Cada estagio ninfal dura em média trés dias e o ciclo de desenvolvimento desde a eclosdo das
ninfas até a emergéncia dos adultos dura aproximadamente de 17 a 20 dias (TORRES;
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ZANUNCIO; MOURA, 2006). A oviposicdo é realizada com a deposi¢do de massa de ovos
com uma média de 25 a 40 ovos por postura; esses inicialmente apresentam coloracao
esbranquicada e em pouco tempo se tornam acinzentadas, proximo a eclosdo possuem
coloracédo avermelhada. Durante todo o ciclo de vida, cada fémea deposita em média, de 81 a
300 ovos (TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006). As ninfas ja saem para forragear apos a
primeira ecdise (BUENO et al., 2010), contribuindo assim para o controle das lagartas em
campo.

Assim, tendo em vista a importancia desse inimigo natural para o controle de diversas
pragas agricolas, taticas de manejo devem ser adotadas a fim de minimizar os efeitos letais e
subletais sob suas populacdes.

2.3 Seletividade de inseticidas aos inimigos naturais

A produgédo crescente de alimentos tem impactado drasticamente a dinamica dos
ecossistemas. Assim, métodos integrados com intuito de restaurar 0S servigos ecossistémicos
tém se tornado uma tendéncia para producdo agricola (SHIELDS et al., 2019). O sucesso nos
programas de Manejo Integrado de Pragas necessita da associacdo de diferentes métodos de
controle, incluindo a combinacéo entre inseticidas seletivos e agentes de controle bioldgico,
estudos toxicologicos, de forma geral, voltados para avaliacdo da sobrevivéncia e mortalidade
de insetos-praga. (BACCI et al., 2009).

A grande parte dos inseticidas comerciais utilizados, apesar de apresentarem eficiéncia
no controle de pragas agricolas, muitas vezes ndo sdo seletivos aos agentes de controle
bioldgico, causando efeitos adversos que alteram, por exemplo, suas taxas de fecundidade
(GENTZ; MURDOCH; KING, 2010). Assim, a compreensdo dos efeitos subletais em uma
populacdo de inimigos naturais implica em avaliar ndo s6 a escolha de um inseticida eficiente
para controlar o inseto-praga, como também o baixo impacto sob a populagédo do organismo
ndo-alvo (BIONDI et al., 2012; PANIZZI, 2013).

As tabelas de vida e de fertilidade sdo ferramentas Uteis que permitem verificar os
efeitos dos pesticidas, em diferentes concentrac@es, sob os parametros bioldgicos ao longo do
ciclo de vida dos individuos. Dessa forma, as tabelas de vida permitem analisar a
suscetibilidade de uma determinada populacdo (STARK; BANKS, 2003) de inseto-praga ou
de inimigo natural. Atraves desses parametros € possivel agrupar dados sobre reproducéo,
mortalidade, sobrevivéncia e longevidade (MAIA et al., 2000). Estudos de tabelas de vida tém
mostrado os efeitos nocivos dos pesticidas sobre o percevejo P. nigrispinus. Gontijo et al.
(2018) mostraram que a longevidade e o tempo médio de vida de fémeas de P. nigrispinus
foram reduzidos ao serem expostas ao inseticida tiametoxam, em contrapartida houve
aumento no periodo de pré-oviposicao. Os inseticidas diflubenzuron e lufenurom também
provocaram alteragbes na taxa de fecundidade, na viabilidade e no numero de ovos
depositados por P. nigrispinus, como verificado nos trabalhos de Castro et al. (2012) e
Evangelista et al. (2002). Em bioensaios realizados com P. nigrispinus tratados com o0s
reguladores de crescimento de insetos - lufenuron e teflubenzuron - houve efeitos nocivos
apenas em ninfas, mas ndo nos individuos adultos (STECCA et al., 2017).

Por outro lado, alguns 6leos essenciais de plantas ja mostraram seletividade para P.
nigrispinus. Lima et al. (2020) mostraram em seus estudos que o Oleo essencial de Lippia
sidoides foi seletivo e n&o interferiu no ciclo de vida de P. nigrispinus quando comparado
com o inseticida organossintético deltametrina. Braga et al. (2020) mostraram que a
alimentacdo de P. nigrispinus com presas tratadas com 6leo essencial de Mentha spicata L
ndo comprometaram as fungoes vitais do predador.

Deve-se, no entanto, considerar que a seletividade de um pesticida pode ser néo
somente fisioldgica, como também ecologica. Enquanto a seletividade fisioldgica refere-se a
baixa toxicidade dos pesticidas aos inimigos naturais, quando comparado as pragas-alvo; a
seletividade ecoldgica refere-se a utilizagdo de técnicas que reduzem a exposi¢do do inimigo
natural apos a aplicacdo dos pesticidas (RIPPER et al., 1951).



2.4 Oleos essenciais e 0 género Croton

O metabolismo secundario de plantas produz uma série de compostos que podem
apresentar bioatividade. As vias metabolicas desses compostos podem ser classificadas em
trés grupos: terpenos (monoterpenos e  sesquisterpenos), compostos  fendlicos
(fenilpropanoides e flavonoides) e compostos contendo nitrogénio (alcaloides, glicosinolatos,
glicosideos cianogénicos) (VERMA; SHUKLA, 2015). No caso dos terpenos, a classificacdo
ocorre de acordo com o tamanho da molécula; podendo ser formados por duas
(monoterpenos), trés (sesquiterpenos) ou mais unidades de isopreno. Tais compostos séo
responsaveis por grande parte das atividades bioldgicas dos 0leos essenciais (MORALIS,
2009).

Os oOleos essenciais de plantas consistem em misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e de baixo peso molecular, o que Ihes confere alta
volatilidade. A sintese e o acumulo dos 0Oleos essenciais estdo diretamente relacionados as
estruturas secretoras, como dutos de resina, tricomas glandulares. Tais 6leos sdo encontrados
em diferentes partes da planta, como caule, folhas, flores, frutos, dentre outras (PAVELA,
BENELLI, 2016)

A composicdo quimica dos Gleos essenciais pode ser alterada devido a mudancas nos
seus componentes ou em suas concentracdes, apresentando amplas variagfes dentro e entre as
espécies de plantas. Geralmente a composicdo dos 6leos essenciais é formada por um
composto majoritario e outros compostos em menores quantidades. Alguns compostos sdo
frequentes nos Oleos essenciais, tais como: metil eugenol, linalol, eugenol, canfora,
germacreno D, a-felandreno, a-pineno, mirceno, a-humuleno, anetol, espatulenol, 6xido de
cariofileno e metil farnesoato (BLANK et al., 2019). Os constituintes dos 6leos essenciais
atuam na defesa direta e indireta das plantas, contra herbivoros e patdgenos, podendo causar
toxicidade, efeito atraente ou repelente, restringir a alimentagcdo ou inibir o crescimento de
insetos (HUANG et al., 2002). Esses efeitos fisioldgicos nos insetos podem ser resultantes da
neurotoxicidade dos dleos essenciais que atuam nos receptores do GABA, que inibem a acéo
da enzima acetilcolinesterase e bloqueiam os pontos de ligacdo dos receptores de octopamina
(PAVELA; BENELLI, 2016).

A familia Euphorbiaceae se destaca por sua importancia econdmica, principalmente no
setor industrial, madeireiro e farmacoldgico-medicinal. Espécies dessa familia sdo
encontradas nos continentes africano, asiatico e americano, em regides tropicais e subtropicais
(OLIVEIRA, 2013). Croton é o segundo maior género da familia Euphorbiaceae com
aproximadamente 1250 espécies. O Brasil apresenta a maior diversidade de espécies desse
género (350 spp.) (CARUZO et al., 2008), distribuidas em diferentes ambientes, destacando-
se 0 Cerrado, Caatinga e regides de campos rupestres (SILVA et al., 2010).

As espécies desse género apresentam tricomas estrelados, inflorescéncias estreitas ou
condensadas, flores unissexuais, folhas senescentes com coloracdo alaranjada e nectarios
extraflorais. Algumas espécies podem conter latex de coloracdo vermelha, indicando
propriedades medicinais (BERRY et al., 2005). Diferentes classes quimicas foram
identificadas em espécies de Croton, incluindo alcaloides, diterpenoides, substancias fenolicas
com predominancia de flavonoides, lignoides e proantocinidinas, além de mono e
sesquiterpenos presentes nos 6leos essenciais (SALATINO et al., 2007). As variacOes
quimicas encontradas em espécies do género Croton estdo relacionadas aos fatores
ontogenéticos, ambientais, bioticos (virus, fungos, insetos), abiodticos (luz, temperatura,
disponibilidade de agua, composicdo do solo) e a localizacdo ou regido de ocorréncia das
plantas (altitude e condicdes climéticas) (VERMA; SHUKLA, 2015).

A diversidade de compostos observada nessas plantas tem apresentado efeitos
citotoxicos, atividade inseticida, antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria (QUEIROZ
et al., 2014; RIBEIRO et al., 2020; SUN et al., 2015). De fato, vérias espécies de Croton sédo
utilizadas por seus efeitos medicinais analgésicos e como medicamentos para distlrbios
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nervosos e gastrointestinais (SALATINO et al., 2007). Na industria farmacéutica, o 6leo
essencial e os extratos vegetais sdo utilizados por sua atividade antimicrobiana e antioxidante;
ja na inddstria alimenticia, evitam a deterioracdo e complementam o valor nutricional dos
alimentos (SUN et al., 2015). Algumas espécies de Croton também tém demonstrado
propriedades inseticidas que podem causar mortalidade ou afetar o comportamento dos
insetos, causando toxicidade a pragas de grdos armazenados, moscas das frutas, formigas e
larvas de mosquitos (BRITO et al., 2020; FIGUEIREDO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2020;
SANTOS et al., 2014; SILVA et al., 2019).

Croton grewioides, conhecido popularmente como “canelinha-de-cheiro™ ou
“canelinha”, € uma planta arbustiva (0,7-2m), encontrada principalmente na regido semiarida,
nos estados da Bahia, Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte,
Ceara e Minas Gerais. Essa espécie ocorre frequentemente entre rochas e solos arenosos. O
periodo de floracdo ocorre entre fevereiro e marco e de frutificagdo em abril e maio
(CARNEIRO-TORRES et al., 2011; SILVA et al., 2010).

Os acessos dos 6leos essenciais de C. grewioides comumente apresentam, dentre os
seus constituintes, as substancias eugenol e metil eugenol. Em bioensaios realizados com
adultos de Sitophilus zeamais (Motschulsky), o eugenol apresentou toxicidade e reducdo no
consumo alimentar; ja em larvas e adultos de Tribolium castaneum (Herbst 1797) houve
apenas reducdo na taxa de crescimento e no consumo alimentar. O composto metil eugenol
apresentou toxidade por contato para ambas as espécies (HUANG et al., 2002). Em pragas do
arroz, os bioensaios realizados com metil eugenol mostraram efeitos inseticidas, sisttmicos e
repelentes para Nilaparvata lugens, e toxidade por contato para Cnaphalocrocis medinalis
(Guenée) (XU et al., 2015).

Assim, tendo em vista a bioatividade e seletividade dos dleos essenciais, nesse estudo
avaliamos o potencial do 6leo essencial de C. grewioides e seus compostos majoritarios
contra o inseto-praga C. includens e sua seletividade ao inimigo natural P. nigrispinus.
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4. ARTIGO 1

OLEOS ESSENCIAIS DE CROTON GREWIOIDES E SEUS COMPOSTOS
MAJORITARIOS: TOXICIDADE A CHRYSODEIXIS INCLUDENS E
SELETIVIDADE AO PREDADOR PODISUS NIGRISPINUS

Periodico a ser submetido: Crop Protection
RESUMO

O controle biologico natural € um fator primordial que garante a regulacdo de populacdes de
insetos-praga nos agroecossistemas. No entanto, o uso indiscriminado de pesticidas tem
comprometido esse servico ambiental. Assim, a busca por pesticidas ambientalmente seguros
é um requisito crescente para a producgdo sustentavel de alimentos. Nesse estudo, analisamos a
toxicidade dos 6leos essenciais de dois acessos (CGR112 e CGR126) de Croton grewioides e
seus compostos majoritarios metil eugenol e eugenol, sobre a praga da soja Chrysodeixis
includens. Além disso, investigamos os efeitos subletais desses compostos sobre o percevejo
predador Podisus nigrispinus, analisando seus parametros de desenvolvimento, reprodugao e
tabela de vida. Os dleos essenciais e seus compostos majoritarios foram toxicos para C.
includens e P. nigrispinus. De forma geral, a presenca do eugenol tornou o 6leo essencial
mais toxico para praga e seletivo ao inimigo natural. Os tempos letais estimados para 0s 6leos
essenciais ocasionarem mortalidade em 50% da populagéo de C. includens foram inferiores a
15 horas. Houve seletividade do 6leo essencial do acesso CGR126 de C. grewioides nas doses
letais acima de 90%. Embora os tratamentos tenham mostrado pouco efeito sobre o
desenvolvimento de P. nigrispinus, a massa corporal e os parametros reprodutivos foram
negativamente afetados, com excecdo do 6leo essencial do acesso CGR126 de C. grewioides.
O dleo essencial de C. grewioides pode representar uma fonte promissora para ser utilizada na
sintese de novos inseticidas que apresentem eficiéncia contra C. includens e ao mesmo tempo
sejam mais seguros para o inimigo natural P. nigrispinus.

Palavras-chave: Euphorbiaceae, lagarta-falsa-medideira, inseto-praga, percevejo predador,
toxicidade.
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ABSTRACT

ESSENTIAL OILS FROM CROTON GREWIOIDES AND ITS MAJOR
COMPOUNDS: TOXICITY TO CHRYSODEIXIS INCLUDENS AND SELECTIVITY
TO THE PREDATOR PODISUS NIGRISPINUS

Natural biological control is a key factor that ensures the regulation of insect pest populations
in agroecosystems. However, the indiscriminate use of pesticides has compromised this
environmental service. Thus, the search for environmentally safe pesticides is an increasing
requirement for sustainable food production. In this study, we analyzed the toxicity of
essential oils from two accessions (CGR112 and CGR126) of Croton grewioides and its
major compounds, methyl eugenol and eugenol, on the soybean pest Chrysodeixis includens.
In addition, we investigated the sublethal effects of these compounds on the predatory stink
bug Podisus nigrispinus, analyzing its developmental, reproductive, and life-table parameters.
Essential oils and their major compounds were toxic to C. includens and P. nigrispinus. In
general, the presence of eugenol made the essential oil more toxic to the pest and selective to
the natural enemy. The estimated lethal times for essential oils to cause mortality in 50% of
the population of C. includens were less than 15 hours. There was selectivity of the essential
oil of the CGR126 accession of C. grewioides at lethal doses above 90%. Although the
treatments showed little effect on the development of P. nigrispinus, body mass and
reproductive parameters were negatively affected, with the exception of the essential oil of the
CGR126 accession of C. grewioides. The essential oil of C. grewioides may represent a
promising source for use in the synthesis of new insecticides that may be effective against C.
includens and, at the same time, safer for the natural enemy P. nigrispinus.

Keywords: Euphorbiaceae, soybean looper, insect pest, predatory stink bug, toxicity.
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4.1. Introducao

O controle bioldgico afeta diretamente a densidade populacional e a efetividade no
controle de espécies fitofagas (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007). No entanto,
a utilizacdo de pesticidas ndo seletivos tem reduzido as chances do controle natural, exigindo
aumento de doses e da frequéncia de aplicacdo desses defensivos em campo. Tal uso
indiscriminado, por sua vez, contribui para o surgimento de populacbes de insetos-praga
resistentes a diferentes classes de inseticidas (SUJII et al., 2022; THOMAS et al., 1996;
STACKE et al., 2019). Além disso, a utilizacdo inadequada de pesticidas pode causar
acumulo de residuos téxicos nos alimentos, promover a contaminagdo do solo, da &gua e a
intoxicacdo de produtores rurais (WYCKHUYS et al., 2013; DASSANAYAKE et al., 2021).
Tais problemas sdo agravados principalmente na agricultura de larga escala, como é o caso da
producdo de soja no Brasil, que representa uma grande parcela do suprimento global de
proteinas e 6leos vegetais. O pais destaca-se como o maior produtor, com uma produtividade
de cerca de 136 milhGes de toneladas de soja em 2020 (CONAB, 2021). No entanto, o cultivo
intensivo da soja tem ocasionado surtos de pragas que afetam consideravelmente a
produtividade e 0s custos com insumos defensivos.

Dentre os insetospraga da soja, destaca-se a Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae), popularmente conhecida como falsa medideira, esse inseto generalista pode
ocasionar danos em mais de 174 espécies de plantas de 39 diferentes familias boténicas,
incluindo feijao (Phaseolus spp.), algoddo (Gossypium hirsutum), tabaco (Nicotiana spp.),
girassol (Helianthus spp.), tomate (Solanum lycopersicum) e batata (Solanum spp.) (SPECHT
et al., 2015). As lagartas da C. includens tém o habito de se alimentar das folhas medianas e
basais das plantas, o que dificulta a eficiéncia de aplicagdo de inseticidas (SPECHT et al.,
2015). Dentre os possiveis inimigos naturais dessa praga, destaca-se o percevejo predador
Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae). Esse inseto apresenta
potencial para o controle de diversas espécies de pragas de importancia econémica (VIVAN
et al., 2002; VACARI; OTUKA; BERTOLI, 2007; ZANUNCIO et al., 2008). No entanto,
como forma de mitigar a desfolha e os danos causados por C. includens, os agricultores tém
optado pelo método de controle quimico, o que resulta muitas vezes no desenvolvimento de
populacdes de insetos resistentes (STACKE et al., 2020). Pragas resistentes demandam doses
maiores de inseticidas para o seu controle, culminando em impactos negativos sobre
organismos ndo-alvo, comprometendo assim 0s servicos ecossistémicos e a saude humana
(AKTAR et al., 2009).

A adocao do manejo integrado de pragas (MIP) pode contribuir para mitigar os efeitos
negativos advindos do uso desordenado de pesticidas. Dentre as taticas recomendadas, esta a
manutencdo de populacbes de inimigos naturais, assim como o uso de pesticidas seletivos a
esses organismos. Nesse sentido, 6leos essenciais (OES) de plantas podem ser uma alternativa
potencial ao uso de inseticidas organossintéticos (MELO et al., 2018), sendo em muitos
casos, considerados promissores para a sintese de novas moléculas inseticidas (BAKKALI et
al., 2008; ISMAN et al., 2010). Os OEs consistem em produtos do metabolismo secundario
de plantas, que evoluiram e se diversificaram quimicamente em resposta as pressdes de
herbivoria ou ambientais. Tais pressdes diferenciais, no tempo e no espago, tem resultado em
uma grande diversidade de compostos, incluindo variagdes quimicas entre individuos de uma
mesma espécie (MELO et al., 2018). Esta variedade esta relacionada a diferentes fatores que
podem influenciar a biossintese dos OEs, por exemplo, variaces genéticas, idade, época de
colheita e efeitos abidticos (SOUZA et al., 2017). Dentre as vantagens da utilizacdo de OEs
de plantas como bioinseticidas, esta a sua alta volatilidade (baixa persisténcia no ambiente) e
a presenca de uma grande variedade de compostos em sua constituicdo quimica. Tais
componentes quimicos apresentam-se em diferentes proporc¢des (ex. compostos majoritarios
ou minoritarios) (BLANK et al., 2019) e interagem de diferentes formas (ex. sinérgica, aditiva
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ou antagbnica) influenciando na bioatividade dos OEs (CAVAR ZELJKOVIC;
MAKSIMVIC, 2015).

Croton grewioides, conhecida popularmente como “canelinha-de-cheiro” ou
“canelinha”, é uma planta endémica do bioma Caatinga, encontrada em regides rochosas e
solos arenosos nos estados da regido Nordeste (SILVA et al., 2010). Estudos mostram que 0s
OEs obtidos a partir de C. grewioides podem apresentar uma grande diversificacdo de
compostos, representando assim importantes fontes de substancias bioativas para o controle
de insetos (FARMER; RYAN, 1990). Dentre tais compostos, tem-se destaque para: (E)-
anetol, (E)- metil isoeugenol, eugenol, metil eugenol e metil chavicol (SILVA et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2020).

Nesse estudo, avaliamos a atividade de dois acessos do OE de C. grewioides e seus
compostos majoritarios considerando a suscetibilidade do herbivoro Chrysodeixis includens,
assim como a seletividade e os efeitos desses compostos sobre os pardmetros bioldgicos e
reprodutivos do inimigo natural, o percevejo predador P. nigrispinus.

4.2. Material e Métodos

Criacdo de insetos

A populagéo de C. includens utilizada nos experimentos foi adquirida da empresa CL
Empreendimentos Biologicos LTDA. A populacdo foi mantida na Clinica Fitossanitaria da
Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sdo Cristovao-SE (10°54 S, 37°04° W, 7m de
altitude), Brasil. As lagartas foram individualizadas em potes de polipropileno de 500 mi,
alimentadas com dieta artificial (GREENE et al., 1976) e acondicionadas em camara de
crescimento BOD sob condi¢des controladas de temperatura e umidade (27 + 0,5°C, UR de
70 + 10% e fotoperiodo de 12 horas). Ao chegarem a fase de pupa, essas foram sexadas e
mantidas em gaiolas cilindricas de plastico (30 cm x 30 cm x 30 cm) forradas com papel
sulfite, utilizado como substrato para oviposicdo. As gaiolas foram vedadas com tecido
organza. Em cada gaiola foram adicionados oito casais, alimentados diariamente com solucéo
acucarada a 20%.

A populacdo de P. nigrispinus utilizada foi obtida de criacdo mantida no Laboratério
de Entomologia Florestal (LEFLO) da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Os insetos
foram mantidos em potes de polipropileno de 500 mL, alimentados ad libitum com larvas de
7° instar de Tenebrio molitor. Os ovos depositados nas gaiolas foram diariamente coletados
com o auxilio de algoddo hidrofilico e transferidos para placas de Petri (9 x 1,5 cm) contendo
algoddao umedecido com agua. As larvas de T. molitor utilizadas para alimentar o P.
nigrispinus foram alimentadas com farelo de soja e mantidas em bandejas plasticas de 24 x 20
x 15 cm.

Obtenc¢do dos compostos e analise quimica dos OEs

Os OEs de C. grewioides foram obtidos dos acessos CGR112 e CGR126 que sdo
mantidos no Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal de Sergipe (UFS) —
localizado na fazenda experimental — Campus Rural da UFS, Sdo Cristovdo, SE, Brasil
(10°55 S, 37°11' W, 18 m de altitude).

Inicialmente as folhas retiradas das plantas foram secas em estufas a 40°C durante 5
dias. Os OEs foram extraidos por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado,
utilizando-se 70 g de amostras de folhas secas por 120 min a partir da ebuli¢do a 100°C. O
OE obtido de cada amostra foi armazenado a temperatura de -20°C até a analise da
composi¢do quimica. Para identificar e quantificar os compostos, foram realizadas as analises
dos OEs (para maiores detalhes, veja Oliveira et al., 2020). Os compostos metil eugenol e
eugenol, encontrados majoritariamente nos OEs dos acessos estudados, foram adquiridos da
empresa SIGMA-ALDRICH.
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Bioensaios

Os bhioensaios foram realizados na Clinica Fitossanitéria, da Universidade Federal de
Sergipe (UFS), S&o Cristovao — SE.

Os tratamentos utilizados foram os OEs dos acessos CGR112 e CGR126 de C.
grewioides e 0s compostos majoritarios metil eugenol e eugenol. O solvente utilizado para
diluir os compostos foi a acetona (Panreac, UV-IR-HPLC-GPC PAIACS, 99,9%). Os
tratamentos foram aplicados topicamente na regido protoracica de cada inseto com o auxilio
de uma microseringa (Hamilton®, Reno, NV, USA), sendo 0,5 pL para C. includens e 1 pL
para P. nigrispinus. No controle foi aplicado somente acetona. Testes preliminares indicaram
que a acetona ndo afeta a sobrevivéncia, o desenvolvimento e a reproducédo dos insetos.

Para a determinacdo da massa dos insetos, 50 lagartas de segundo instar de C.
includens e 50 ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus foram pesadas, individualmente, em
balanga de precisdo (Shimadzu, AUW220D).

Toxicidade e seletividade

Testes preliminares foram realizados com trés doses (1, 5 e 10 ug das substancias/mg
de inseto) de cada tratamento. A partir destes testes foram determinadas, no minimo, seis
doses para tracar as curvas de dose-mortalidade. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢Ges por tratamento.

As lagartas de C. includens tratadas foram acondicionadas em placas de cultura celular
(Global Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (24 orificios) forradas com papel filtro
umedecido, contendo folha de feijdo (= 6 cm?) para alimentacdo. Cada unidade experimental
foi composta por 12 insetos.

Antes das aplica¢fes dos tratamentos, as ninfas de P. nigrispinus foram deixadas em
freezer por 90 s para reducdo da atividade. Testes preliminares indicaram gue este tempo de
permanéncia no freezer ndo afeta a sobrevivéncia dos insetos. As ninfas de P. nigrispinus
tratadas foram transferidas para placas de Petri (Global Trade Technology, Monte Alto, SP,
Brasil) (9 x 1,5 cm) contendo algoddo hidrofilico umedecido e larvas de 7° instar de T.
molitor foram fornecidas ad libitum como fonte de alimento. Cada unidade experimental foi
composta por 10 insetos.

As placas de cultura celular contendo as lagartas e as placas de Petri contendo ninfas
foram mantidas em camara de crescimento BOD sob condi¢bes controladas (Biotech®,
Piracicaba, SP, Brasil) (27 + 0,5°, UR 70 + 10% e fotoperiodo de 12 horas). A mortalidade
dos insetos foi verificada 72 h apds a montagem dos bioensaios. Insetos que ndo apresentaram
movimentos apos serem estimulados com pincel de cerdas macias foram considerados mortos.

As curvas de dose-resposta foram utilizadas para determinar a toxicidade e a
seletividade dos compostos em favor do percevejo predador.

Tempo letal

Nos bioensaios com C. includens e P. nigrispinus, as lagartas e as ninfas foram
submetidas a aplicacdo das DLsgy dos tratamentos, sendo posteriormente acondicionadas da
mesma forma que nos bioensaios de toxicidade e seletividade. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, com sete e dez repeticdes por tratamento para C.
includens e P. nigrispinus, respectivamente. A DLgy foi utilizada para a determinacdo das
curvas de sobrevivéncia e tempo letal para matar 50% da populagédo (TLsp) por ser um padrédo
de eficiéncia de controle no Brasil (SILVA et al., 2011).

As primeiras avaliagdes foram realizadas ap6s 10 e 30 min da montagem dos
bioensaios, posteriormente foram realizadas avaliacOes a cada 2h durante 24h, seguida por
intervalos de 4h nas 24h seguintes, e por fim avaliagdes a cada 12h até 120h.
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Parametros bioldgicos

Para avaliar os efeitos subletais sobre os parametros biologicos (desenvolvimento,
longevidade e massa) de P. nigrispinus, ninfas de 3° instar foram tratadas topicamente com 1
puL da DLj3 de cada tratamento. Foram utilizadas sete coortes com 10 repeticGes cada. As
ninfas foram mantidas individualmente em placa de Petri (Global Trade Technology, Monte
Alto, SP, Brasil) (9 x 1,5 cm) contendo algoddo umedecido. As placas foram mantidas em
ambiente climatizado (27 + 0,5°C, UR 70% e fotoperiodo de 12 horas). As ninfas foram
alimentadas ad libitum com larvas de T. molitor. As mortalidades e as duracdes em cada instar
foram avaliadas diariamente.

Os insetos que atingiram a fase adulta tiveram sua massa determinada, foram sexados
e isolados durante um periodo de 3 dias para adquirirem a maturidade sexual. Foram
formados dez casais/tratamento, os quais foram mantidos em potes plasticos (500 mL) e
alimentados ad libitum com larvas de T. molitor. Apds a formacao dos casais foram avaliados
0s periodos de pré-oviposicdo, oviposi¢ao, numero de ovos por fémea, nimero de massas de
ovos por fémea, nimero de ovos por massa de ovos, numero de ninfas por fémea, nimero de
ninfas por massa de ovos, periodo de incubacédo dos ovos, viabilidade de ovos e longevidade
de fémeas e machos.

Tabela de vida

Os parametros de tabela de vida foram calculados levando em consideracdo a
sobrevivéncia e a reproducdo de P. nigrispinus expostos aos tratamentos. Para isso foram
calculadas a idade média dos insetos (x), a taxa de sobrevivéncia especifica (Ix) e a fertilidade
especifica (mx).

A tabela de vida foi constituida pela taxa liquida reprodutiva [Ro = Y (Ix.mx)], a taxa
intrinseca de aumento [rn = In(Rg)/T], tempo médio de geracdo [T = (O x.Ix.mx)/(YIx.mx)],
tempo de duplicacdo da populacdo [TD = In(2)/ry,) e taxa finita de aumento [A = e™] (Krebs,
1994).

Andlise estatistica

Os dados de toxicidade obtidos para C. includens e P. nigrispinus foram submetidos a
analise de Probit para determinagdo das curvas de dose-mortalidade utilizando o
procedimento PROC PROBIT (SAS Institute, 2008). As curvas foram obtidas com
probabilidade de aceitacdo da hipdtese nula (de que os dados possuem distribuicdo Probit)
maior que 0,05 pelo teste de y2 A partir das curvas foram obtidas as DLs (01 a 99) com seus
respectivos intervalos de confianca a 95% (ICgs). As curvas e as DLs foram comparadas pelo
critério da nao-sobreposicdo dos intervalos de confianca (ICg5) com a origem do intervalo.

As analises de sobrevivéncia foram realizadas utilizando-se os estimadores de Kaplan-
Meier usando o teste Log-Rank (SigmaPlot, versdo 12.5). Por meio desta analise, foram
obtidas curvas de sobrevivéncia e tempos letais capazes de ocasionar mortalidade em 50% dos
individuos (TLsg) (C. includens ou P. nigrispinus), com seus respectivos intervalos de
confianca a 95% (ICgs0,). As curvas foram comparadas pelo método de comparacdo multipla
Holm-Sidak a 5% de probabilidade (SigmaPlot, verséo 12.5). As TLsso foram comparadas
pelo critério da nao-sobreposicdo dos intervalos de confianga (ICgse) COm a origem do
intervalo.

Os parametros de tabela de vida foram estimados utilizando-se a técnica Jacknife com
0 programa estatistico SAS (MAIA et al., 2000). Os dados de duragdo dos estadios,
longevidade dos adultos, massa de fémeas e machos, parametros reprodutivos e parametros da
tabela de vida foram inicialmente submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar
a normalidade dos dados (SigmaPlot, versdo 12.5). As variaveis que apresentaram
normalidade foram submetidas a analise de variancia seguida pelo teste de Dunnett (P < 0,05)
para verificar diferencas entre os tratamentos com o controle, utilizando-se o procedimento
PROC GLM, com Dunnett (SAS Institute Inc, 2008). Ja as variaveis que ndo apresentaram
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normalidade foram submetidas a analise de varidncia ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis,
seguida pelo método de comparacdo multipla de Dunn’s para comparar o efeito dos
tratamentos com o controle, utilizando-se o procedimento PROC NPARIWAY, com Dunn’s
(SAS Institute Inc, 2008) (SigmaPlot, versao 12.5).

4.3. Resultados

Caracterizacao dos OEs

Foram identificados onze compostos nos OEs de ambos 0s acessos de C. grewioides.
Os compostos majoritarios encontrados nos OEs dos acessos foram metil eugenol (85,6%)
para CGR112, e metil eugenol (46%) e eugenol (42,7%) para CGR126. Os teores dos OEs
foram 4,1 e 2% para os acessos CGR112 e CGR126, respectivamente (Fig. 1).

Toxicidade e seletividade

Os OEs obtidos dos acessos CGR112 e CGR126 de C. grewioides e seus compostos
majoritarios metil eugenol e eugenol foram téxicos para lagartas de C. includens e ninfas de
P. nigrispinus. As DLss obtidas para os tratamentos variaram de 4,65 a 8,82 pug/mg para C.
includens e de 1,22 a 4,45 pg/mg para P. nigrispinus. Em doses mais altas, 0 OE do acesso
CGR126 e o composto eugenol foram mais toxicos para C. includens do que o OE do acesso
CGR112 e seu composto majoritario metil eugenol (Fig. 2).

O OE do acesso CGR126 de C. grewioides foi seletivo ao percevejo predador P.
nigrispinus em doses superiores a DLgo. Doses necessarias para matar entre 65 e 90% das
populagbes causaram efeitos similares entre C. includens e P. nigrispinus (Fig. 2b). Da
mesma forma, o composto eugenol causou mortalidade semelhante entre estas espécies em
doses letais superiores as necessarias para causar mortalidades de 65% das populagdes (DLgs)
(Fig. 2d). Na dose considerada padrdo de controle (DLgo), 0 OE do acesso CGR126 de C.
grewioides (C. includens = 11,17 pg/mg; P. nigrispinus = 17,06 pg/mg) e o composto
eugenol (C. includens = 9,73 pg/mg; P. nigrispinus = 10,90 pug/mg) foram 1,5 e 1,1 vezes
mais toxicos para a praga do que para o percevejo predador (Fig. 2b, d).

O OE do acesso CGR112 de C. grewioides (DLso: C. includens = 8,14 ug/mg; P.
nigrispinus = 1,44 ug/mg) e seu composto majoritario metil eugenol (DLsp: C. includens =
8,82 pg/mg; P. nigrispinus = 1,22jug/mg) ndo foram seletivos ao predador P. nigrispinus. As
doses necessarias para matar 50% das populagdes de C. includens foram 5, 6 e 7,2 vezes
maiores que as doses utilizadas para P. nigrispinus, respectivamente (Fig. 2a, c).

Sobrevivéncia

A sobrevivéncia de lagartas de C. includens e de ninfas de P. nigrispinus expostas as
DLsgy dos tratamentos foi significativamente reduzida ao longo tempo (C. includens: teste
Log-Rank: X* = 288,42; P < 0,001 e P. nigrispinus: teste Log-Rank: X? = 230,96; P < 0,001)
(Fig. 3a, c).

N&o houve diferenga entre as curvas de sobrevivéncia de lagartas de C. includens
expostas aos compostos majoritarios metil eugenol e eugenol (P = 0,26) (Fig. 3a). Da mesma
forma, as curvas de sobrevivéncia de ninfas de P. nigrispinus expostas ao OE do acesso
CGR112 de C. grewioides e seu composto majoritario metil eugenol néo diferiram (P = 0,14),
bem como as curvas do OE do acesso CGR126 de C. grewioides e 0 composto eugenol (P =
0,73) (Fig. 3c).

As lagartas de C. includens mostraram rapida reducdo da sobrevivéncia quando
expostas ao OE do acesso CGR126 de C. grewioides (TLsp = 1,9 h; 1Cgs0 = 1,2-2,6). Em
menos de 11 h, todos os individuos morreram (Fig. 3a, b). O OE do acesso CGR112 de C.
grewioides também causou réapida redugdo no inicio, no entanto algumas lagartas se
mantiveram vivas até 104 h (TLso= 14,6 h; ICgsy = 8-21,3) (Fig. 3a, b). Os compostos
majoritarios metil eugenol e eugenol foram mais lentos para causar mortalidade das lagartas
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de C. includens, com tempos letais médios de 62,9 h (ICgse, = 50,3-75,4) e 71,4 h (ICgs0, =
58,8-84,1), respectivamente (Fig. 3 a, b).

Para P. nigrispinus, o OE do acesso CGR112 de C. grewioides causou mortalidade
mais rapida (TLso = 31,5 h; 1Cgs, = 27,5-35,6), seguido pelo seu composto majoritario metil
eugenol (TLso= 37,3 h; ICgsy = 33,6-41) (Fig. 3c, d). J& o OE do acesso CGR126 de C.
grewioides (TLso= 48,2 h; 1Cgsy = 42,5-60) e eugenol (TLso= 51,1 h; 1Cgs0, = 44,7-57,5)
causaram mortalidade mais lenta (Fig. 3 c, d).

Desenvolvimento e longevidade de P. nigrispinus

Antes das ninfas de P. nigrispinus serem expostas aos compostos (DL3), 0S tempos de
desenvolvimento das coortes ndo diferiram entre as fases de ovo (H = 0,0; P = 1,00); ninfa de
1° instar (H = 0,382; P = 0,984) e ninfa de 2° instar (H = 3,692; P = 0,449). Esses estadios
tiveram uma duracdo média de 4+0; 2,3+0,0495 e 3,68+0,0435 dias, respectivamente (Fig. 4).

As duracdes do 4° e 5° instar e do total da fase ninfal de P. nigrispinus diferiram
significativamente entre os tratamentos (4° instar: H = 17,94; P = 0,001; 5° instar: H = 12,54;
P = 0,014, total da fase ninfal: H = 9,722; P = 0,045). Os compostos metil eugenol e eugenol
aumentaram em 0,59 e 0,53 dias a duragéo do 4° instar se comparado ao controle. Da mesma
forma, a duracdo do 5° instar aumentou 0,62 dias para individuos que foram expostos ao OE
do acesso CGR126 de C. grewioides. Essas variagfes resultaram em um aumento, na média
da duracéo da fase ninfal de 1 dia, quando as ninfas de P. nigrispinus foram expostas somente
ao composto metil eugenol (Fig. 4).

N&o houve efeito dos compostos na duracdo de ninfas de 3° instar (H = 5,627; P=
0,229) e na longevidade de fémeas (H = 2,962; P= 0,564) e machos (H = 4,611; P=0,330) de
P. nigrispinus. Na média, o 3° instar durou 3,18+0,0434 dias e a longevidade de fémeas e
machos foi de 25,26+1,68 dias e 26,62+1,67 dias, respectivamente (Fig. 4).

Massa de P. nigrispinus

A massa de fémeas e machos de P. nigrispinus submetidos as DLszy reduziram
significativamente quando comparados com o controle (P < 0,001). Na média, 0s compostos
reduziram 30 e 44% a massa de fémeas e machos, respectivamente (Fig. 5).

Parametros reprodutivos

O periodo de pré-oviposicdo (H = 19,95; P < 0,001), o nimero de ovos por fémeas (F
= 2,82; P = 0,036), 0 nimero de ninfas por fémeas (F = 2,72; P = 0,041) e a incubacdo dos
ovos (H = 68,39; P < 0,001) de P. nigrispinus diferiram do controle. Os demais parametros
reprodutivos ndo modificaram com a aplicacdo dos compostos (P > 0,05) (Tabela 1). O
periodo de pré-oviposicao e a incubacgdo dos ovos aumentaram quando o percevejo predador
foi exposto aos compostos eugenol e OE do acesso CGR126 de C. grewioides,
respectivamente. Ja os nimeros de ovos e ninfas por fémea reduziram quando os insetos
foram tratados com metil eugenol (Tabela 1).

Parametros demograficos

Todos os parametros demogréaficos de P. nigrispinus foram afetados pela aplicacao
dos compostos (Tabela 2). A taxa reprodutiva liquida (Ro) (F4.49 = 2,80; P = 0,037) foi
reduzida com a exposic¢do das ninfas ao composto metil eugenol. Da mesma forma, a taxa
intrinseca de aumento (ry) (Fa49 = 9,39; P < 0,001) e a razdo finita de aumento (A) (Fs.49 =
9,46; P < 0,011) também diminuiram com a exposi¢cdo das ninfas aos compostos metil
eugenol e eugenol. Por outro lado, o tempo médio de geracdo (T) (H = 38,16; P = 0,008) para
ninfas expostas ao eugenol e o tempo de duplicacdo (TD) (H = 6,33; 6,78; P < 0,011) de
ninfas expostas ao metil eugenol e eugenol aumentaram respectivamente (Tabela 2).
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4.4 Discussao

De forma geral, os OEs podem ser constituidos por inUmeros compostos. Em muitos
casos suas atividades bioldgicas sdo atribuidas apenas aos compostos majoritarios presentes
em sua constituicdo (ATANASOVA; LEATHER, 2018; ISMAN, 2016; REGNAULT-
ROGER et al., 2012). No entanto, a toxicidade de um composto depende do tempo de
exposicdo; da dose utilizada; de suas propriedades fisico-quimicas; além de fatores como
mecanismos de acdo; metabolismo e excrecdo; e taxa de penetracdo (GEROLT, 1983;
RESENDE et al., 2016). Aqui verificamos que, embora os OEs dos acessos CGR112 e
CGR126 de C. grewioides apresentem metil eugenol como composto majoritario, apenas o
OE do acesso CGR126 possui eugenol (42,7%) em sua constituicdo. Tais diferencas parecem
ser responsaveis pela bioatividade distinta apresentada pelos OEs. De forma geral, a presenca
do eugenol tornou o OE mais toxico para praga e seletivo ao inimigo natural.

O metil eugenol e OE do acesso CGR112 de C. grewioides, que possui esse composto
isolado como majoritario, foram menos toxicos para as lagartas de segundo instar de C.
includens. Como essa € uma praga generalista, possivelmente j& tenha tido contato com o
metil eugenol ao longo da sua historia de vida. O metil eugenol € um composto que esta
presente em mais de 60 familias de plantas, sendo possivelmente relacionado com a atracdo
de insetos para polinizacdo, visto que pode ser liberado como um componente da fragrancia
floral (TAN et al., 2012).

Por outro lado, o eugenol foi o composto que apresentou maior toxicidade para C.
includens na DLsg, seguido pelo OE do acesso CGR126 de C. grewioides que foi igualmente
toxico a este composto em doses mais altas (>DLgs). O eugenol tem acdo inseticida de contato
promovendo acdo de mortalidade rapida sobre inimeras espécies de insetos-praga (BAKER;
GRANT, 2018; DAYAN et al., 2009; ENAN, 2005; GONZALEZ ARMIJOS et al., 2019).

A acdo do eugenol por contato tem sido atribuida a sua penetracdo na cuticula dos
insetos, possuindo como principais alvos os receptores de octopamina e 0s canais potenciais
de receptores transitorios (PRT), o que pode alterar o funcionamento do sistema nervoso dos
insetos (BAKER; GRANT, 2018; ENAN, 2005; PRICE; BERRY, 2006).

Os valores de DLsg obtidos para C. includens, de forma geral, foram superiores quando
comparados aos valores de DLsy obtidos para o P. nigrispinus, possivelmente devido ao fato
de a praga estar naturalmente mais exposta aos compostos do que o0 seu inimigo natural, o que
pode desencadear mecanismos de resisténcia por parte do herbivoro.

O OE do acesso CGR112 de C. grewioides e o metil eugenol ndo apresentaram
seletividade, sendo mais toxicos para o inimigo natural do que para a praga (Fig. 2 a, c).
Porém, 0 acesso CGR126 foi seletivo e o eugenol igualmente toxico para a praga e o inimigo
natural, quando em altas doses (Fig. 2). Nesses casos, a mortalidade de C. includens
aumentou rapidamente com pequenas variagdes nas doses, 0 que indica uma resposta mais
homogénea da populacédo a estes compostos. Acima da DLgg, 0 OE do acesso CGR126 de C.
grewioides foi mais toxico a praga do que ao inimigo natural (Fig. 2). O padrdo de eficiéncia
recomendado no Brasil coincide justamente com tais doses mais elevadas (> DLgy), 0 que
garantiria maior seguridade ao predador. Ainda, nessa dosagem, o OE do acesso CGR126
causou rapida mortalidade das pragas e lenta mortalidade ao percevejo predador, mostrando
alta eficiéncia (Fig. 3). Deve-se ressaltar que, além da seletividade fisiologica observada aqui,
medidas ecoldgicas podem ser adotadas visando aumentar a seletividade, incluindo forma e
horéario de aplicacao.

Os compostos testados mostraram pouco efeito no ciclo de desenvolvimento, porém
afetaram os parametros de tabela de vida de P. nigrispinus, com exce¢do do OE do acesso
CGR126 de C. grewioides. Ninfas de 3° instar submetidas as subdosagens (DL3zo) do metil
eugenol tiveram maior duracgéo total do periodo ninfal, porém esse resultado foi de apenas um
dia, o que ndo interfere no ciclo de vida do predador. Por outro lado, nossos resultados
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mostram uma reducdo significativa na massa corpérea de fémeas e machos do percevejo
predador submetido aos tratamentos quando comparados ao controle. Possivelmente, 0s
insetos submetidos aos tratamentos gastaram energia para se livrar dos compostos, reduzindo
assim a alimentacdo, com consequente perda de massa corporea. Uma vez que machos de
tamanho reduzido podem preferir fémeas maiores (ex. proporcionam, um maior nimero de
descendentes) (PEREIRA et al., 2017), isso poderia interferir no potencial reprodutivo dos
mesmos. De fato, o metil eugenol causou redu¢do no nidmero de ovos e ninfas por fémea,
além de diminuicdo da taxa liquida reprodutiva, taxa intrinseca de aumento e razao finita de
aumento, aumentando ainda o tempo para duplicacédo da populacéo.

Apesar do eugenol afetar pouco os parametros reprodutivos, aumentando apenas o
periodo de pré-oviposicdo, esse composto afetou os pardmetros de tabela de vida de P.
nigrispinus, reduzindo a taxa intrinseca de aumento e a razdo finita de aumento, aumentando
o0 tempo de geracdo e duplicacgéo.

Concluindo, nossos resultados demonstram que apesar de todos os tratamentos terem
efeito na toxicidade contra C. includens, apenas o OE do acesso CGR126 de C. grewioides
mostra-se promissor para futuro uso no manejo sustentavel por ser mais eficiente e mais
seguro ao percevejo predador P. nigrispinus. Compostos isolados desse OE (ex. eugenol)
também podem ser promissores, desde que se observe a seletividade ecologica.
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Fig. 1. Cromatogramas dos 0leos essenciais dos acessos CGR112 (a) e CGR126 (b) de Croton
grewioides.
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Fig. 2. Toxicidade e seletividade por aplicacdo topica dos Oleos essenciais dos acessos
CGR112 (a) e CGR126 (b) de Croton grewioides e seus compostos majoritarios metil eugenol
(c) e eugenol (d) sobre lagartas de 2° instar de Chrysodeixis includens (vermelho) e ninfas de
3° instar de Podisus nigrispinus (azul). As doses letais (escala logaritmica) foram estimadas
com base em bioensaios dose-resposta usando andlise de probit. As areas sombreadas
representam intervalos de confianca de 95%. Circulos e triangulos indicam as médias das
mortalidades observadas nos bioensaios para C. includens e P. nigrispinus, respectivamente.
N=240 para cada tratamento e espécie.
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Fig. 3. Curvas de sobrevivéncia e tempo letal (TLsp) de lagartas de 2° instar de Chrysodeixis
includens (a, b) e ninfas de 3° instar de Podisus nigrispinus (c, d) expostas as DLsg (ver Fig.
1) dos Oleos essenciais dos acessos CGR112 e CGR126 de Croton grewioides e seus
compostos majoritarios metil eugenol e eugenol. TLsy = tempo letal necessario para matar
50% da populacdo. Curvas de sobrevivéncia seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo método de Holm-Sidak. As extremidades das caixas representam 0s
percentis 25 e 75% e a linha dentro da caixa a mediana. Os triangulos brancos representam a
média e as linhas do erro o intervalo de confianca a 95%.
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Fig. 4. Duragdo da fase de ovo; ninfas de 1°, 2°, 3° 4° e 5° instares; total da fase ninfal e
longevidade de fémeas e machos de Podisus nigrispinus ap6s a exposicdo das ninfas de 3°
instar as DLs3 dos 6leos essenciais dos acessos CGR112 e CGR126 de Croton grewioides e
seus compostos majoritarios metil eugenol e eugenol. As linhas do erro representam 0s
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 com asterisco diferem do
controle pelo método de comparagdo multipla ndo-paramétrico de Dunn’s a P < 0,05.
Ct=controle, 112=acesso CGR112, 126=acesso CGR126, MEg=metil eugenol e Eg=eugenol.
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Fig. 5. Massa de fémeas (a) e machos (b) de Podisus nigrispinus apos exposicdo do 3° instar
as DLsgp dos 6leos essenciais dos acessos CGR112 e CGR126 de Croton grewioides e seus
compostos majoritarios metil eugenol e eugenol. As linhas do erro representam os percentis
10 e 90 e as extremidades da caixa os percentis 25 e 75. A linha s6lida dentro da caixa
representa a mediana e o circulo preto a média. Médias seguidas por asterisco diferem do
controle pelo método de comparagdo multipla ndo-paramétrico de Dunn’s P < 0,05.
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Tabela 1. Parametros reprodutivos de Podisus nigrispinus apos exposi¢do de ninfas de 3°
instar as DLs3p dos 6leos essenciais dos acessos CGR112 e CGR126 de Croton grewioides e

seus compostos majoritarios metil eugenol e eugenol.

R ) Tratamento

Parametro reprodutivo

Controle CGR112 CGR126 Metil eugenol Eugenol
Periodo de pré- 2,8 2,7 2,6 53%*
oviposic¢do (dias) ¢ (x0,20) (+0,26) (+0,27) (+1,25)
Periodo de oviposicao 17,3 20,9 16,3 21,9
(dias) *"™* (+2,48) (3,16) (+3,51) (+4,03)
Numero de ovos/ 189,9 183,8 151,8 135,3
fémea® (#5,71) (+16,13) (+22,29) (+19,52)
NUmero de massas/ 12,0 12,4 10,5 9,3
fémea *"* (+1,07) (+1,46) (+1,62) (+1,16)
Nimero de ovos/ massa 16,76 15,27 14,76 14,66
de ovos °"* (£1,21) (+0,76) (+0,79) (+0,81)
Numero de ninfas 163,5 160,4 132,5 116,6
/ fémea ® (5,71) (+14,33) (+19,38) (+17,15)
Numero de ninfas/ massa 14,42 13,30 12,91 12,61
de ovos °"* (+1,05) (+0,66) (+0,71) (+0,68)
Incubacgdo dos ovos 4,06 4,04 4,40 * 4,04
(dias) @ (+0,03) (+0,02) (+0,06) (+0,03)
Viabilidade dos ovos 86,01 87,12 87,39 86,12
(%) P (£0,81) (+1,01) (+0,52) (+0,64)

? Médias (terro padrdo) com asterisco diferem do controle pelo método de comparagdo multipla
ndo-paramétrico de Dunn’s a P < 0,05. ° Médias (+erro padrdo) com asterisco diferem do controle
pelo teste de Dunnett’s a P < 0,05.

™ ndo significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Pardmetros de tabela de vida de Podisus nigrispinus apds exposicao de ninfas de 3°
instar as DLs3p dos 6leos essenciais dos acessos CGR112 e CGR126 de Croton grewioides e
seus compostos majoritarios metil eugenol e eugenol.

Parametros de tabela de Tratamento

vida Controle CGR112 CGR126 Metil eugenol Eugenol
Taxa liquida reprodutiva 80,03 69,58 60,72 51,67* 56,05
(Ro) © (x2,41) (x6,11) (+8,92) (+6,45) (+8,08)
Taxa intrinseca de 0,143 0,132 0,131 0,112* 0,106*
aumento (r,,) (dia)® (+0,002) (+0,004) (+0,005) (+0,005) (+0,007)
Tempo médio de geracao 30,67 32,06 30,88 35,06 38,16*
(T) (dia)® (+0,65) (+1,34) (+1,57) (+1,62) (+2,57)
Tempo de duplicagao (TD) 4,85 5,28 5,33 6,33%* 6,78%*
(dia)® (x0,09) (x0,17) (+0,20) (+0,36) (+0,49)
Razao finita de aumento 1,15 1,14 1,14 1,12%* 1,11%*
(A)(dia)® (+0,003) (x0,005 (+0,006) (+0,006) (+0,008)

% Médias (*erro padrdo) com asterisco diferem do controle pelo método de compara¢do multipla
ndo-paramétrico de Dunn’s a P < 0,05. b Médias (terro padrdo) com asterisco diferem do controle
pelo teste de Dunnett’s a P < 0,05.
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6. Considerac0es finais
Este estudo revela a compatibilidade do 6leo essencial de C. grewioides (CGR126)

com o percevejo predador P. nigrispinus. Além disso, 0 composto botanico eugenol se
mostrou eficiente para o controle de C. includens.



