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RESUMO

TAVARES, Swamy Rocha Siqueira Abreu. Lippia gracilis e seus compostos majoritarios:
efeitos na sobrevivéncia, biologia e comportamento de Euschistus heros. Sdo Cristovao:
UFS, 2023. 86p. (Tese —Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).

Euschitus heros (Hemiptera:Pentatomidade) é um dos fit6fagos mais expressivos encontrados
em areas de soja. Sua importancia remete aos danos diretos ocasionados nas vagens das plantas,
reduzindo a viabilidade das sementes, viabilidade dos gréos e o rendimento de 6leo. O percevejo
também ocasiona um desequilibrio fisiolégico conhecido como ‘soja louca’, que dificulta a
colheita dos gréos. Atualmente, a principal medida empregada para seu controle € o uso de
inseticidas sintéticos, incluindo os neonicotinoides como o imidacloprido; essa molécula é
amplamente difundia para o seu manejo, embora falhas de controle em &reas de cultivo sejam
relatadas. 1sso se deve, provavelmente, a problemas relacionados a resisténcia. Como forma de
encontrar novas moléculas inseticidas, o presente estudo avaliou os efeitos de doses subletais
de 6leos essenciais de acessos de Lippia gracilis, dos seus compostos majoritarios timol e
carvacrol, e do inseticida comercial imidacloprido na sobrevivéncia, nos parametros biologicos,
demogréaficos e comportamentais do percevejo-marrom-da-soja. No primeiro capitulo, foi
avaliado o efeito de uma concentracdo subletal dos 6leos de L. gracillis quimiotipo timol e
carvacrol, seus respectivos majoritarios e imidacloprido no desenvolvimento, reproducéo e nos
parametros demogréaficos do percevejo. Entre os tratamentos avaliados, 0 composto majoritario
timol e o inseticida comercial foram mais toxicos para as ninfas de terceiro instar. Além disso,
o timol reduziu significativamente o estagio ninfal, a quantidade de ninfas e a viabilidade dos
0Vv0s, enquanto o inseticida sintético manteve a mesma viabilidade do grupo controle. O timol
também afetou os pardmetros da tabela de vida, reduzindo a taxa intrinseca de crescimento e a
razdo finita de aumento, além de aumentar o tempo necessario para a duplicacdo e o tempo
médio de geracdo. No segundo capitulo, avaliamos os efeitos dos tratamentos no
comportamento. De maneira geral, os 6leos essenciais e seus compostos majoritarios causaram
irritabilidade nas ninfas e adultos do percevejo. Além disso, foram observadas alteracdes nos
padrdes de comportamento, onde o timol reduziu a velocidade média e a distancia percorrida,
aumentando a velocidade angular e os meandros. O inseticida manteve um comportamento
similar ao grupo controle. A quantidade de autolimpeza também foi influenciada pelos
tratamentos: em ninfas, todos os 6leos e compostos majoritarios aumentaram a quantidade de
limpezas, enquanto que em adultos, apenas os 6leos essenciais interferiram nesse processo.

Palavras-chave: ecotoxicologia, 6leos essenciais, efeitos subletais, parametros demograficos,
autogrooming.

* Comité Orientador: Leandro Bacci — UFS (Orientador), Ana Paula Albano Aradjo — UFS
(Coorientadora).
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ABSTRACT

TAVARES, Swamy Rocha Siqueira Abreu. Lippia gracilis and its major compounds: effects
on survival, biology, and behavior of Euschistus heros. Sdo Cristovdo: UFS, 2023 86p.
(Dissertation — Doctor of Science in Agriculture and Biodiversity).

Euschitus heros (Hemiptera: Pentatomidade) is one of the most prominent phytophagous
insects found in soybean areas. Its importance lies in the direct damage it causes to the plant
pods, reducing seed viability, grain quality, and oil yield. The brown stink bug also leads to a
physiological imbalance known as “crazy soybean”, which hinders grain harvest. The primary
control method has been the use of synthetic insecticides, including neonicotinoids such as
imidacloprid. Although this molecule is widely used for stink bug management, control failures
in soybean growing areas have been reported, likely due to issues related to resistance. To
discover new insecticidal molecules, the present study evaluated the effects of sublethal doses
of essential oils from Lippia gracilis accessions, of the major compounds of Lippia gracilis —
thymol and carvacrol, and of the commercial insecticide imidacloprid on the survival and on
the biological, demographic, and behavioral parameters of the brown stink bug in soybean. In
the first chapter, we evaluated the effect of a sublethal concentration of the essential oils of the
L. gracillis chemotypes thymol and carvacrol, of their respective major compounds, and of
imidacloprid on the development, reproduction, and demographic parameters of the insect.
Among the treatments assessed, the major compound thymol and the commercial insecticide
were most toxic to third-instar nymphs. Additionally, this major compound significantly
reduced the nymphal stage, the number of nymphs, and egg viability, whereas the synthetic
insecticide maintained the same viability as the control. Furthermore, thymol affected the life
table parameters of the insect, reducing the intrinsic growth rate and the finite rate of increase,
as well as extending the doubling time and average generation time. In the second chapter, we
evaluated the effects of the treatments on behavior. In general, the essential oils and the major
compounds caused irritability in nymphs and adults. Furthermore, changes in behavior patterns
were observed; thymol reduced the average speed and distance traveled, while increasing
angular speed and meandering behavior. The insecticide effects were similar to those of the
control. In nymphs, all the oils and the major compounds increased the frequency of cleaning.
For adults, only essential oils interfered with this process.

Keywords: ecotoxicology, essential oils, sublethal effects, demographic parameters, grooming

* Guidance Committee: Leandro Bacci (Advisor), Ana Paula Albano Aradjo (Co-advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

A soja tem se destacado na economia por ser uma das culturas oleaginosas mais
produzidas mundialmente (Bianco et al., 2012). No Brasil, somente no ano de 2022 a expansao
do cultivo de soja gerou um aumento no PIB agricola em torno de 6% (Pellegrina, 2022). No
entanto, a producéo da soja enfrenta sérios problemas fitossanitarios, principalmente em relacdo
ao ataque de insetos-praga. Varias caracteristicas do atual sistema produtivo favorecem a
proliferacdo destes insetos, incluindo a disponibilidade de recurso alimentar ao longo de todo o
ano, a implementacdo de culturas transgénicas Bt que permitiram o controle populacional de
lepidopteras e, consequentemente, menos aplicacdo de inseticidas, adicionado a falta de
toxicidade do Bt sobre percevejos, além de caracteristicas gendmicas das proprias populacgdes,
podem ser responsaveis pelos surtos do hemiptera (Bueno et al., 2015; Panizzi, 2013; Zucchi
etal., 2019). O incremento populacional de insetos-praga pode ser evidenciado pelo percevejo-
marrom, Euschistus heros, que até o ano de 1970 apresentava baixa ocorréncia no Brasil
(Panizzi, 1997). Atualmente, tem se tornado uma das maiores ameagas a soja, inclusive nas
principais zonas agricolas do pais (Hickmann et al., 2022; Panizzi, 2013; Soares et al., 2018;
Soria et al., 2017; Tillman et al., 2009).

Euschistus heros se alimenta principalmente de vagens e sementes imaturas,
ocasionando ma formacdo, reducdo do vigor e atraso na maturacdo de grdos e sementes. As
injarias ocorrem pela insercao do seu aparelho bucal (estilete) nas plantas promovendo a injecéo
de enzimas digestivas, que podem degradar o tecido vegetal e causar o seu escurecimento, além
de servir como porta de entrada para microrganismos fitopatogénicos (Corréa-Ferreira e
Azevedo, 2002; Tessmer et al., 2022).

O controle populacional desse percevejo é realizado, principalmente, por meio do uso
de inseticidas sintéticos com restritos ingredientes ativos (Castellanos et al., 2021; Sosa-Gémez
e Silva, 2010; Santos et al., 2016; Sosa-Gomez, Corso e Morales, 2001; Tuelher et al., 2017).

Desta maneira, a busca por novas moléculas para o manejo de pragas agricolas tem
impulsionado a investigacdo de substancias capazes de afetar a sobrevivéncia, biologia e
comportamento de insetos indesejados. Nesse contexto, 0s 6leos essenciais de plantas (OESs) e
seus compostos majoritarios tém sido apontados como uma promissora ferramenta de controle,
devido as suas propriedades bioldgicas. Além do seu efeito toxico, OEs de plantas e seus
compostos majoritarios podem ocasionar efeitos subletais positivos ou negativos em relacdo ao
desenvolvimento, reproducdo, comportamento ou sobrevivéncia dos insetos. Tais efeitos
podem influenciar diretamente a flutuacdo populacional de insetos praga (Giatropoulos et al.,
2022; Kucuk e Kaplan, 2023; Peneder e Koschier, 2011).

Os OEs de plantas do género Lippia, por exemplo, tém sido estudados quanto ao seu
potencial inseticida, fungicida e acaricida (Cruz et al., 2013; Melo et al., 2018, 2022; Penha et
al., 2021). A toxicidade de OEs de L. gracilis ja foi relatada para diferentes espécies (Born et
al., 2018; Monteiro et al., 2021; Oliveira et al., 2022). No entanto, ndo se tem nenhuma
informacdo sobre sua toxicidade sobre percevejos da soja.

Neste projeto, temos como objetivo avaliar a toxicidade e os efeitos subletais de
quimiotipos de OEs de L. gracilis e de seus compostos majoritarios timol e carvacrol, sob os
parametros reprodutivos, demograficos e comportamentais do percevejo E. heros.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da soja e perdas na produtividade

A soja, Glycine max (L.) (Fabaceae), € a principal planta oleaginosa cultivada,
representeando uma importante commodity com destaque na economia mundial. Tal
importancia deve-se, principalmente, ao uso da soja como matéria-prima pelas agroindustrias.
A soja é utilizada como fonte de proteina e 6leo (Bianco et al., 2012) e compde até 70% das
racdes animais (Wang et al., 2016). Adicionalmente, a soja € considerada um recurso renovavel
e sustentavel na produgdo de biocombustivel (Woyann et al., 2019). Atualmente, os valores de
importacdo e exportacdo da soja ultrapassam os de milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa) e
trigo (Triticum spp.) (Niwinska et al., 2020).

Os estados com maior producdo de soja sdo: Mato Grosso, Parana, Rio Grande do Sul e
Goias; responsaveis por cerca de 82% da produgdo do Brasil. No entanto, as areas produtoras
tém avancado para a regido conhecida como MATOPIBA (estados do Maranh&o, Tocantins,
Piaui e Bahia), que compreendem 13% da producdo atual (Gavioli, 2013). Esse cenario foi um
dos responsaveis pelo aumento da area produzida nacionalmente em 2020, que compreendeu
37 milhdes de ha, superior a dos Estados Unidos (33 milhdes de ha). Esta expansdo gerou um
aumento de 6% no PIB agricola brasileiro (Pellegrina, 2022). A importancia econémica ndo se
restringe aos produtores, também influencia na geracdo de renda de maneira direta e indireta
(Castro, Miranda e Lima, 2013), além de avancos na especializacdo e inovacdo agricola
(Pellegrina, 2022).

Apesar destes avancgos, a produtividade das lavouras de soja tem sido comumente
ameacada pelo ataque de insetos-praga, por exemplo, percevejos da familia Pentatomidae,
sobretudo as espécies Nezara viridula (L., 1758), Piezodorus guildinii (Westwood) e
Euschistus heros (Fabr., 1798). Dentre estes, o percevejo-marrom E. heros (Hemipatera:
Heteroptera) tem se destacado pela alta capacidade reprodutiva, resisténcia aos inseticidas e
danos ocasionados a cultura (Panizzi, 2000).

Estes insetos causam injarias por meio da insercdo das pecas bucais (estilete),
principalmente nas vagens e sementes de soja, mas também em ramos e folhas (Chocorosqui e
Panizzi, 2004). Durante a alimentagéo, 0s insetos injetam enzimas amilases que facilitam a
digestdo (Depieri e Panizzi, 2011) dos tecidos vegetais. Essas substancias estdo presentes em
quantidades elevadas em E. heros, cerca de 20 vezes mais do que em outros pentatomideos,
caracteristica que pode facilitar sua alimentacdo e os danos que ocasionam nas vagens (Silva et
al., 2012). Ao succionarem o conteldo dos grdos, ninfas e adultos de E. heros provocam
reducdo da quantidade de 6leo, diminuindo a massa e inviabilizando o poder germinativo de
sementes (Sosa-Gomez et al., 2020). Além disso, sob altas infestacdes, 0s danos destes insetos
resultam em queda das vagens, impedem a formacdo dos hormonios de senescéncia, paralisam
a fase reprodutiva e aumentam o estadio vegetativo, processo denominado “soja louca” (Silva,
Canteri e Silva, 2013). Diante da importancia do percevejo-marrom, o nivel de dano
recomendado para o controle é de dois insetos por metro linear para a produc¢do de grédos e de
um inseto por metro para a producdo de sementes em plantios de soja (Bueno et al., 2013).

Embora E. heros seja reconhecido como praga da soja preferencialmente (Corréa-
Ferreira e Azevedo, 2002; Bueno et al., 2015), também pode ser encontrado em algodao
(Gossypium hirsutum) (Hickmann et al., 2022), girassol (Helianthus annuus) (Malaguido e
Panizzi, 1999), feijao (Phaseolus vulgaris), milho (Zea mays), entre outros cultivos (Gomes,
Hayashida e Bueno, 2020; Smaniotto e Panizzi, 2015).

2.2 Euschistus heros como praga emergente na cultura da soja
Até a década de 70, a densidade populacional de E. heros apresentava-se baixa no Brasil
(Panizzi, 1997). Porém, esta espécie vem expandindo sua distribuicdo em areas de cultivo de



soja, milho e algoddo em todo o pais (Hickmann et al., 2022; Silva et al., 2013; Soares et al.,
2018; Soria et al., 2017; Tillman et al., 2009).

O crescimento populacional do percevejo-marrom tem sido atribuido a diversos fatores.
Sabe-se, por exemplo, que a reducdo da habilidade competitiva de outros percevejos
heteroespecificos que também fazem parte do complexo de percevejos da soja, pode ser um
fator predominante para seu aumento populacional. As populagdes do percevejo N. viridula,
por exemplo, vem reduzindo por diversas questdes (manejo, biologia) (Panizzi e Lucini, 2016).
Além disso, ja existem evidéncias de que E. heros tem maior habilidade competitiva do que o
percevejo P. guildinii (Tuelher et al., 2016).

Outra caracteristica que favorece o incremento populacional de E. heros deve-se a sua
capacidade de entrar em dorméncia parcial, por periodos prolongados (até seis meses) sem
alimentacédo. Esta habilidade constitui uma importante adaptacdo, permitindo que, mesmo em
condigdes adversas, E. heros se mantenha nas areas com a possibilidade de reestabelecer a
populacdo (Panizzi e Nivea, 1994). Sabe-se que existem diferentes linhagens de percevejo nas
regides brasileiras expostas a variadas condi¢des climéticas e de manejo. Com a expansdo das
areas de cultivo, essas linhagens podem estar se combinando e gerando individuos adaptados e
de dificil controle (Soares et al., 2018; Sosa-Gomez et al., 2004).

O plantio direto também se mostra favoravel para manutencdo do inseto na area, uma
vez que a biomassa vegetal fornece abrigo e condicdes para 0 inseto se manter até o inicio do
novo plantio (Soria et al., 2017). Esse cenario também favorece a pressdo de selecdo sobre ervas
daninhas, principalmente pelo aumento das aplicacdes de herbicida (Benbrook, 2012). Essas
plantas fornecem agua e nutrientes para E. heros e, por isso, sdo reconhecidas como hospedeiras
alternativas (Dalazen et al., 2017). Com a dificuldade no controle, possivelmente, plantas
daninhas estardo disponiveis para o percevejo, alterando a dinamica populacional e seu status
de praga (Cerdeira et al., 2007; Panizzi e Lucini, 2022).

No entanto, as condi¢Ges de manejo as quais o percevejo € frequentemente exposto é o
fator mais decisivo para o seu crescimento populacional. O controle quimico realizado de forma
desordenada tem causado selecdo de populagdes resistentes, principalmente as piretroides (p.ex.
deltametrina) e neonicotinoides (p.ex. imidacloprido) (Somavilla et al., 2020a; Somavilla et al.,
2020b; Sosa-Gdémez et al., 2020; Tuelher et al., 2017).

Atualmente, a resisténcia a inseticidas é considerada o fator mais determinante no
manejo da densidade populacional de insetos considerados pragas (Forgash, 1984; Moosdeen,
1997; Somavilla et al., 2020b; Sparks et al., 1989).

2.3 Controle de E. heros

2.3.1 Resisténcia a inseticidas

A introducdo dos inseticidas sintéticos no mercado, na década de 1940, aumentou
significativamente a eficiéncia do manejo de pragas, porém ao mesmo tempo, culminou no
surgimento de casos de resisténcia de insetos aos inseticidas. Ao se tornar o principal método
de controle de insetos fitofagos em areas agricolas, o controle quimico, através de pulverizacdes
foliares ou tratamento de sementes, passou a ser utilizado de forma inapropriada e, com isso,
h& uma exposicéo excessiva, causando pressdo de selecdo e falhas no controle (Bueno et al.,
2013; Panizzi, 2013).

A resisténcia de artropodes a produtos quimicos consiste em uma mudanca hereditéria
que permite populacbes de insetos sobreviverem a concentragdes que antes eram letais
(Forgash, 1984; Moosdeen, 1997; Sparks et al., 1989; Sparks e Nauen, 2015; Tabashnik et al.,
2014). A resisténcia pode ser influenciada por condicdes inerentes ao inseto, como os fatores
genéticos (homozigotos suscetiveis, heterozigotos e homozigotos resistentes) ou por fatores
bioecoldgicos (alta fecundidade e curto tempo de geracdo) e por acdo antropica (aplicacéo



desordenada de inseticidas) (Devine e Denholm, 2009). Atualmente, os mecanismos de
resisténcia mais estudados em insetos incluem: insensibilidade ao local alvo (alteracdes da
proteina-alvo, que a torna menos sensivel as moléculas); desintoxicagdo metabdlica (aumento
da atividade enzimatica responsavel por sequestrar ou reduzir a toxicidade do inseticida);
penetracdo reduzida (aumento da espessura da cuticula) e resisténcia comportamental
(capacidade de detectar um composto toxico e evita-lo) (Denholm e Devine, 2013; Hemingway
et al., 2004; Nansen et al., 2016; Panini et al., 2016).

No caso de E. heros, a utilizacdo continua dos mesmaos inseticidas durante anos (Tuelher
etal., 2017), principalmente piretroides e neonicotinoides, gerou uma reducdo da eficiéncia em
seu manejo (Somavilla etal., 2020a; Somavilla et al., 2020b; Sosa-Gomez et al., 2020; Tuelher
et al., 2017). Além disso, casos de resisténcia via contato tarsal em laboratdrio foram descritos
para organofosforados (monocrotofos, metamidofos) e ciclodieno (endosulfan) (Sosa-Gomez
et al., 2009; Sosa-Gomez, Corso e Morales, 2001; Sosa-Gémez e Silva, 2010). A resisténcia
metabolica parece ser o principal mecanismo responsavel pelas falhas no controle de E. heros.
Em populacdes resistentes, a enzima citocromo P450 atingiu ate 72,3% maior eficiéncia do que
a observada para populacfes suscetiveis tratadas com neonicotinoides (Azevedo et al., 2022;
Castellanos et al., 2019). Esse € o mecanismo de resisténcia mais comum na desintoxificacéo
dos compostos toxicos de plantas e, subsequentemente, dos pesticidas pelos herbivoros
(Despreés, David e Gallet, 2007).

O processo de selecao de populagdes de insetos resistentes a inseticidas esta interligado
a capacidade de sobrevivéncia e de reproducdo dos insetos. Assim, a resisténcia nao
necessariamente é alcancada por meio de concentracdes letais de inseticidas, mas pela
exposicao subletal (Franca et al., 2017; Guedes, Walse e Throne, 2017). Em alguns casos, essa
exposicdo pode afetar positivamente a aptiddo dos individuos, alterando os parametros de
sobrevivéncia e de reproducéo, processo denominado hormese (Margus et al., 2019; Sial et al.,
2018). O mecanismo de hormese ja foi observado em populagdes de E. heros, estando
relacionado aos surtos populacionais desse inseto em lavouras de soja. O aumento dessa aptidao
ocorre tanto para machos quanto para fémeas, havendo o crescimento das taxas de fecundidade
e fertilidade devido a maior atividade locomotora e frequéncia de acasalamento de machos, em
populagdes sob efeito de inseticidas (Haddi et al., 2016; Santos et al., 2016).

Adicionalmente ao desenvolvimento de resisténcia das pragas aos inseticidas, 0 uso
abusivo tem ocasionado efeitos negativos ao meio ambiente e a organismos benéficos, como
agentes de controle bioldgico (Sarwar, 2016).

O valioso trabalho de regulacdo de pragas fornecido pelos inimigos naturais pode ser
comprometido em sistemas agricolas, devido a exposicdo a pesticidas que afetam sua
sobrevivéncia (Roubos, Rodriguez-Saona e Isaacs, 2014). Inseticidas e 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 o MIP
(Manejo Integrado de Pragas), a compatibilidade entre esses métodos de controle nem sempre
ocorre.

2.3.2 Controle bioldgico

Atualmente, o controle biolégico tem sido utilizado em pelo menos 30 milhGes de
hectares em todo o mundo, seja pelo uso de macroorganismos (parasitoides e predadores) e
microrganismos (bactérias, fungos, nematoides e virus entomopatogénicos) (Lenteren et al.,
2018). No Brasil, o uso do controle bioldgico cresce (Alves, 1998; Parra, 2014). Para o
percevejo-marrom, destacam-se 0s controles biologicos em que ha adicdo de inimigos naturais
nas plantagcdes, mas também existem estudos voltados ao controle natural, onde ndo ha manejo
pelo homem. Sabe-se, por exemplo, que o gamba-rato Gracilinanus agilis € um importante



inimigo natural de E. heros. A predacdo se destaca durante o periodo de entressafra e sua
efetividade esta diretamente relacionada a presenca e proximidade de florestas naturais em areas
agricolas (Camargo et al., 2022).

Dentre os métodos de controle, sobressai a liberacéo de parasitoides de ovos. A espécie
Trissolcus basalis (Wollaston), por exemplo, pode reduzir a densidade populacional do
percevejo E. heros em até 58% (Corréa-Ferreira e Moscardi, 1996). Além desse, Ooencyrtus
submetallicus (Howard) também é tido como inimigo natural de E. heros (Chaves et al., 2021).
Atualmente, a vespa parasitoide Telenomus podisi (Ashmead) € a mais aplicada, devido a sua
alta capacidade de parasitismo e eficacia no controle do percevejo (Pacheco e Corréa-Ferreira,
2000; Silva et al., 2018). Ao ser liberada em campo, a vespa tem capacidade de aumentar o
namero de ovos parasitados em até 70% (Bueno et al., 2020). Observa-se que apos a liberacao,
ocorre uma reducéo significativa no nimero de graos de soja danificados, aumentando assim a
sustentabilidade do agroecossistema (Parra et al., 2023).

O controle bioldgico com o uso de entomopatdgenos, principalmente Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae, pode causar a mortalidade de até 100% da populacéo de E.
heros durante um periodo de até 15 dias (Nora et al., 2021; Oliveira et al., 2016). Além de sua
efetividade no controle do percevejo, esses entomopatdgenos sdo considerados seletivos para
fémeas adultas da vespa parasitoide T. podisi, parametro importante ao tentar se estabelecer um
controle no MIP (Battisti et al., 2022).

2.3.3 Resisténcia de plantas

Diante das dificuldades de controle do E. heros novos métodos de manejo vém sendo
desenvolvidos. A identificagdo de gen6tipos de plantas menos suscetiveis, por exemplo, é uma
possibilidade. As defesas de plantas podem interferir diretamente na fisiologia ou no
comportamento do inseto. Essas defesas podem causar efeitos deletérios, alteragdes do
desempenho em diferentes estagios de desenvolvimento do inseto fitéfago e evitacdo do
herbivoro a planta (Berlinger, 2008). De acordo com Souza et al. (2016), existem cultivares de
soja consideradas resistentes ao complexo de percevejos da soja, que abrangem o E. heros,
Piezodorus guildinii, Nezara viridula, Edessa meditabunda e Diceraeus melacanthus.

Sabe-se que plantas de soja respondem diferente mediante a presenca do percevejo-
marrom. Isso dependera da fase de infestacdo e do tempo de interacdo com a planta. Os
genotipos atualmente estudados destacam-se por expressar tolerancia. A cultivar IAC 100, por
exemplo, consegue manter o nimero de vagens quando infestada nas fases R5 e R7, o que pode
estar relacionado a enzima peroxidase presente na planta (Victor et al., 2022). Além disso,
obteve maior produtividade apo6s 21 dias de infestacdo (Mcpherson, Buss e Roberts, 2007).
Testes de preferéncia de oviposicao indicam que as plantas com maior presenca de agucares e
auséncia de isoflavonas sdo mais preferidas pelo percevejo (Silva et al., 2013). Em plantas
resistentes, os insetos passaram um periodo menor se alimentando indicando antixenose, a
exemplo da cultivar BRS 1003 IPRO, que foi lancada recentemente pelo Centro de Pesquisa de
Soja da Embrapa (Lucini, Panizzi e Bueno, 2021).

2.4 Oleos essenciais de plantas e suas propriedades bioativas

Segundo Berlinger (2008), a resisténcia das plantas aos insetos é um episodio natural
relacionado a autodefesa das plantas, o qual é influenciado pela coevolugédo entre insetos e
plantas (Hare, 2011).

Dentre os compostos do metabolismo secundario das plantas, trés classes se destacam
na composicdo de OEs de plantas: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados
(Aharoni e Galili, 2011). Os OEs consistem em uma mistura complexa de substancias volateis
de plantas (PVs) que se dissolvem em alcool e alguns solventes organicos (Sadgrove e Jones,



2015), possuem alto indice de refragdo e atividade Optica alta, sendo responsaveis pelos aromas
de plantas (Dhifi et al., 2016).

A variacdo na composic¢do quimica e os atributos bioldgicos dos 6leos essenciais estao
relacionados a fatores bidticos e abioticos. Assim, a composi¢do quimica dos OEs da planta
depende: da classificacdo taxondmica, estadio de desenvolvimento, parte da planta utilizada,
do ambiente, época em que foi realizada a colheita, adubacéo, clima, incidéncia de pragas e
doencas e 0 modo em que é realizada a extragdo (Demissie, Sarker e Mahmoud, 2011; Rehman
e Asif Hanif, 2016; Smigielski et al., 2018). Desse modo, € fundamental a escolha do método
mais adequado para cada finalidade (Arrigoni-Blank et al., 2020; Silva et al., 2019). Nas
plantas, os metabdlitos secundarios podem ser sintetizados por todos 0s 6rgaos: brotos, flores,
folhas, caules, galhos, frutos, raizes e casca (Bakkali et al., 2008).

Mais comumente, os OEs sdo constituidos por misturas de terpenos (monoterpenos,
sesquiterpenos) e os fenilpropanoides (Stefanello, Pascoal e Salvador, 2011). A maior classe de
volateis sdo os terpenoides (monoterpenos e sesquiterpenos) fundamentais na comunicagéo
planta-planta e planta-inseto. Os terpenos séo classificados de acordo com a quantidade de
isoprenoides com cinco atomos de carbono. Os monoterpenos possuem em sua estrutura basica
duas unidades de isopreno ligadas, ou seja, uma cadeia curta de 10 carbonos e 0s sesquiterpenos
sdo uma combinacdo de 15 carbonos. A diversidade de monoterpenos originarios da ciclizacdo
dos precursores difosfato de geranil ou neril difosfato, originam os monoterpenos (Davis, 2010;
Zielinska-Btajet e Feder-Kubis, 2020). De maneira geral, os terpenos podem ser produzidos por
duas vias, a do acido mevalonato (MEV), que inicia a partir da acetilCoA ativa no citosol, e a
via do metileritritol fosfato (MEP), ativa nos plastidios. As duas vias podem se comunicar e
doar produtos para originar os Oes (Abbas et al., 2017; Muhlemann, Klempien e Dudareva,
2014).

Apobs a producdo, os compostos volateis de plantas sdo armazenados em celulas
secretoras, cavidades, celulas epidérmicas e tricomas glandulares (Bakkali et al., 2008). Como
exemplo de compostos produzidos, pode-se citar eugenol, timol, carvacrol, geraniol, entre
outros (Bolouri et al., 2022).

Os PVs podem ser constitutivos, quando presentes no organismo vegetal sem que haja
estimulos externos, e induzidos, quando ativados a partir de incitacGes abioticas e bidticas
(Furstenberg-Hagg, Zagrobelny e Bak, 2013; Hanley et al., 2007). Esses, tem a funcdo da
reducdo de estresse abidtico, defesa contra patdégenos e herbivoros, atragdo de inimigos naturais
e sinalizacdo entre plantas (Arimura, Matsui e Takabayashi, 2009). Diante dessas
caracteristicas, os OEs vem sendo estudados para aumentar a eficacia do manejo de insetos-
praga, uma vez que suas atividades bioldgicas interferem nas fungdes metabdlicas, bioquimicas,
comportamentais e fisioldgicas dos insetos (Mossa, 2016; Stefanello, Pascoal e Salvador,
2011).

Atualmente, sabe-se que a exposi¢do de insetos aos OES e seus compostos majoritarios,
em diferentes vias, mata ou retarda o desenvolvimento do herbivoro (Hanley et al., 2007). Esses
resultados estdo relacionados a alteracGes negativas nos varios sistemas do corpo do inseto.
Dentre as alteracdes, as mais estudadas sdo as que envolvem o sistema digestivo (Braga et al.,
2020), reprodutor (Maroneze e Gallegos, 2009), imunologico (Ali e Ibrahim, 2018) e nervoso
(Polsinelli et al., 2010).

O canal alimentar representa uma area de contato entre o artropode e o ambiente
(Lehane, 1997; Nathan et al., 2008). Mudancas nesse tecido, principalmente no meséntero,
afetam a absorcdo e transformagéo do alimento. Além disso, essa regido também é responsavel
pela sintese e a secre¢do de enzimas e horménios (Mordue (Luntz) e Nisbet, 2000). O intestino
médio também pode sofrer negativamente, ocorrendo modificagdes estruturais como perdas das
projecdes citoplasmaticas, vacuolizacdo de células colunares, surgimento de corpos residuais,
dentre outras (Mohamed et al., 2017). Modificages no aparelho digestivo séo relatados para



0s mais diversos insetos: gafanhotos, lagartas, heteropteras e crisopideos (Braga et al., 2020;
Cossolin et al., 2019; Mohamed et al., 2017; Scudeler et al., 2016; Sharaby et al., 2012; Vinha
etal., 2021).

Também pode haver alteracdes no sistema reprodutor, estas sdo amplamente estudadas,
em virtude de causarem disturbios no comportamento sexual e reproducdo (Ghazawy, 2012).
Em lepidopteros, por exemplo, a exposicdo a OEs pode reduzir o nimero e o tamanho dos
espermatozoides (Cruz et al., 2015) e nas fémeas causam alteragdes quimicas no ovario (Alves
etal., 2014).

No sistema nervoso, alguns OEs atuam inibindo a acetilcolinesterase. Essa enzima é
responsavel por degradar o neurotransmissor acetilcolina, ndo ocorrendo o desacoplamento do
neurotransmissor, causando acimulo da acetilcolina e, assim, o0 inseto morre por hiperexcitacdo
(Polsinelli et al., 2010). Por fim, as reacdes negativas do sistema imunoldgico, onde ocorre
reducdo da quantidade de hemdcitos na hemolinfa, que sdo responsaveis pela defesa dos
fitéfagos contra os xenobidticos (Ghasemi et al., 2014; Mohamad, Soltan e El-Dydamony,
2021; Sadeghi, Raeisi e Jamshidnia, 2017).

Diante dessas caracteristicas, os OEs tornam-se alternativas como fonte de novos
compostos bioativos com propriedades inseticidas (Dassanayake et al., 2021), podendo ser
implementados em programas de MIP (Cossolin et al., 2019; Regnault-Roger, Vincent e
Arnason, 2012; Tripathi et al., 2009; Turchen et al., 2016).

2.4.1 Lippia gracilis e seus quimiotipos

O género Lippia, um dos maiores da familia VVerbenaceae, compreende cerca de 200
espécies descritas em paises da América do Sul, América Central e Africa. Muitas espécies s&0
cientificamente reconhecidas por seu potencial medicinal no tratamento antiviral, citostatico e
antimalaria (Pascual et al., 2001). A espécie Lippia gracilis Schauer é uma planta arbustiva
aromatica, que apresenta resisténcia a seca e altas temperaturas, e € popularmente conhecida
por “alecrim-da-serra” ou “alecrim-chapada” (Menezes et al., 2012). No Nordeste do Brasil é
usualmente encontrada no Piaui, Sergipe e Bahia, sendo utilizada no tratamento de sinusite,
congestdo nasal e bronquite (Albuquerque et al., 2007).

Os 6leos essenciais de diferentes espécies do género Lippia tém sido estudados quanto
ao potencial inseticida, fungicida e acaricida (Cruz et al., 2013; Melo et al., 2018, 2022; Penha
etal., 2021). O quimiotipo carvacrol de L. gracilis, por exemplo, tem demonstrado bioatividade
acaricida (toxicidade e repeléncia) contra Aceria guerreronis Keifer, uma das principais pragas
do coqueiro (Teodoro et al., 2021). Atividade bioinseticida também foi observada para
Spodoptera frugiperda (Monteiro et al., 2021), Tetranychus urticae (Born et al., 2018), Plutella
xylostella (Oliveira et al., 2022), Diaphania hyalinata (Melo et al., 2018) e Damalinia ovis
(Franca et al., 2021).

O Oleo essencial de L. gracilis é constituido por uma série de compostos. Seus
constituintes majoritarios sdo o timol, carvacrol, o-cimeno, y-terpinemo e [-cariofileno
(Albuquerque et al., 2007). A variagdo em sua composic¢ao quimica influencia em sua atividade
inseticida (Melo et al., 2018).

2.5 Compostos majoritarios: timol e carvacrol

Timol (2-isopropil-5-metilfenol) e carvacrol  (5-isopropil-2-metilfenol)  s&o
monoterpenos fenolicos. As vias biossintéticas desses monoterpenos fendlicos ainda ndo estdo
bem caracterizadas para todas as familias vegetais que os produzem. Para Thymus vulgaris L.
e Origanum vulgare L., espécies da familia Lamiaceae, 0 y-terpineno é apontado como
precursor dos majoritérios: timol e carvacrol (Krause et al., 2021).

De maneira geral, os monoterpenos timol e carvacrol sdo originados pela via do
mevalonato no citosol, nos peroxissomos e no reticulo endoplasmatico (Badi et al., 2017). Sdo



produzidos a partir da sintese de geranil pirofosfato (GPP). Em seguida, 0 GPP produz o cétion
a- terpinil, o qual € convertido pela enzima terpenoide sintase (TPS) e produz monoterpenos.
A enzima y-terpineno sintase sintetiza o y- terpineno e p-cimeno, 0s quais produzem o timol e
carvacrol (Limaet al., 2013; Tohidi et al., 2020). Durante 0 processo, a enzima monooxigenase
do citocromo P450 atua alterando o esqueleto do y-terpineno, onde a enzima CYP71D178
origina timol e as enzimas CYP71D178, CYP71D180 e CYP71D181 originam o carvacrol
(Kianersi et al., 2021).

Perante a reconhecida bioatividade dos compostos majoritarios timol e carvacrol,
estudos voltados para seus efeitos letais tém sido realizados. Resultados mostram toxicidade
desses compostos em ovos e larvas de Culex pipiens (L.) (Youssefi et al., 2019) e toxicidade
do timol em terceiro instar de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lima et al., 2020).

Os 6leos essenciais e seus compostos majoritarios, aléem de serem reconhecidos por seu
efeito letal, também podem apresentar efeitos subletais, quando atuam positiva ou
negativamente no desenvolvimento, reproducao ou sobrevivéncia dos individuos (Giatropoulos
et al., 2022; Kucuk e Kaplan, 2023; Peneder e Koschier, 2011). Em Spodoptera littoralis B.
(Lepidoptera: Noctuidae) e Grapholita molesta B. (Lepidoptera: Tortricidae), o timol afetou
negativamente o acasalamento (LOpez et al., 2021). Ademais, podem diminuir a atividade das
enzimas detoxificantes carboxilases e citocromos P450 (Ruttanaphan e Bullangpoti, 2022).

2.6 Efeitos subletais

As implicacOes de xenobidticos em insetos estdo relacionadas a efeitos letais agudos,
porém respostas subletais podem ser tdo decisivas quanto para o controle de fitdéfagos e
sobrevivéncia de inimigos naturais (Cordeiro et al., 2010; Desneux, Decourtye e Delpuech,
2007; Lima et al., 2020), em virtude desses toxicos, com o tempo, se degradarem no ambiente,
as pragas e inimigos naturais ficam expostos por periodos mais longos a concentragdes subletais
do que a letais (Little, 1990).

Habitualmente, os inseticidas atuam em um alvo primario especifico ou causam lesdes
bioquimicas (Casida e Durkin, 2013). Os bioinseticidas carvacrol e timol, por exemplo, podem,
inicialmente, ter acdo neurotdxica inibindo a enzima acetilcolinesterase (Anderson e Coats,
2012; Jukic et al., 2007), assim como 0s neonicotinoides que, por sua vez, agem cOmo
moduladores competitivos de receptores nicotinicos da acetilcolina (Barilli et al., 2019).

Além das consequéncias em alvos primarios, 0s xenobio6ticos atuam, mesmo que
involuntariamente, em locais secundarios (Muller, 2018), distribuidos por todo o organismo
como: no sistema digestivo causando alteragdes estruturais no intestino e inativacdo de enzimas
digestivas (Ali et al., 2017; Bigham et al., 2010; Elpidina et al., 2001; Jongsma e Bolter, 1997);
no sistema reprodutor causam modificacdes quimicas e danos nos ovarios e reducdo da
espermatogénese (Alves et al., 2014; Cruz et al., 2015), ja no sistema imunolégico provocam
a reducdo de hemdcitos (Ali e lbrahim, 2018; Ghasemi et al., 2014; Sadeghi, Raeisi e
Jamshidnia, 2017).

Essas alteracGes foram observadas para 6leo essencial cujo composto majoritario era o
carvacrol que provocou edema neuronal intersticial do cérebro e necrose ovariana de Tabanus
megalops (Leesombun et al., 2022), ja o timol causou danos nos tecidos glandulares e ruptura
da lamela neural em fémeas de Rhipicephalus sanguineus, esses resultados indicam que tdxicos
podem agir, simultaneamente, em diferentes locais do organismo (Matos et al., 2019). Para E.
heros tratados com Piper Aduncum, foi observada uma reducdo no armazenamento de lipideos
e carboidratos, além disso aumentaram as células mitocondriais, 0 que sugere uma conservagao
energética, possivelmente em uma tentativa de desintoxicacdo. Este procedimento ira,
possivelmente, permitir a sobrevivéncia e posteriormente a continuidade da populacéo
(Cossolin et al., 2019).



Como visto, essas alteracdes, normalmente, ndo causam mortalidade do inseto, porém
irdo impactar as proximas geracgdes, afetando aspectos biologicos, fisiologicos, demograficos
e comportamentais em individuos ou populagdes que conseguirem sobreviver (Desneux,
Decourtye e Delpuech, 2007). Normalmente, insetos que se adaptam ou evitam a toxicidade de
xenobioticos tem implicacBes deletérias ou hormeticas em seu fitness (Feltham, Park e Goulson,
2014; Haddi et al., 2016).

Além disso, o impacto causado por essas concentragdes subletais pode ser ampliado a
nivel de comunidade, causando mudancas de habitat, contaminacdo de alimento e abrigo.
Ademais, outros organismos que interagem com as pragas no mesmo ecossistema podem ser
negativamente afetados, ocasionando resultados imprevisiveis nas taxas demograficas das
espécies-alvo. Estes fatores sdo decisivos para agricultura, ja que contribuirdo para redugéo ou
aumento das populacdes de fitfagos em campo, pois pragas e organismos ndo alvo sofrerdo
influéncia dos residuos (Little, 1990; Guedes et al., 2016).

2.6.1 Comportamento

Além dos efeitos letais causados por xenobioticos sobre insetos, também sdo conhecidos
os efeitos subletais, este tipo de exposigdo implica em diversos parametros vitais para o inseto,
dentre eles, no comportamento dos individuos (Desneux; Decourtye; Delpuech, 2007).
Comportamento é qualquer acdo realizada por um individuo em resposta a um estimulo (Hoy,
2019). Alteracbes mediadas pela exposicdo a inseticidas sdo ocasionadas pelo modo de acéo do
composto, ou como resultado de uma resposta inata do organismo, ou alteragcfes no ambiente
em que houve aplicacdo (Guedes et al., 2016). Atualmente, estudos sobre efeitos
comportamentais de pesticidas tem crescido, porém ainda h4 muito a ser estudado sobre esses
resultados (Martinou; Seraphides; Stavrinides, 2014).

A avaliagdo dos efeitos subletais de compostos no comportamento dos insetos pode
contribuir de forma significativa para o desenvolvimento de novas estratégias de manejo e
sucesso no controle da densidade populacional de fitéfagos (Franca et al., 2017). Inseticidas e
bioinseticidas podem alterar a atividade de locomocdo (Costa et al., 2019), causar repeléncia
(Lima et al., 2020; Teodoro et al., 2021) ou irritabilidade, modificar a autolimpeza (Dantas et
al., 2023; Nadein; Gorb, 2022) e o comportamento de acasalamento (Haddi et al., 2016; Tuelher
etal., 2017).

AlteracGes nos padrdes de caminhamento estdo relacionadas, por exemplo, as acoes
neurotoxicas de xenobidticos. Estes podem estimular ou inibir a mobilidade dos insetos,
afetando os padrdes de caminhada (Plata-Rueda et al., 2017; Vinha et al., 2021), o timol, por
exemplo, reduz a velocidade e aumenta o nimero de meandros, o que demonstra uma
desorientacdo do artropode exposto (Dantas et al., 2023), j& o imidacloprido aumentou a
atividade locomotora de adultos do percevejo-marrom (Haddi et al., 2016).

Os insetos também podem ter respostas comportamentais a fim de prevenir a
intoxicacdo por xenobidticos sdo elas: repeléncia- o organismo nao entra em contato com 0
composto- e irritabilidade- a fuga ap6s rapido contato (Cordeiro et al., 2010; Plata-Rueda et al.,
2017). A repeléncia esta correlacionada a percepcao do inseto por meio de receptores quimicos
distribuidos em seu corpo, nos tarsos, por exemplo, estes sdo responsaveis por avaliar as
condicBGes ambientais. Em contrapartida, a irritabilidade esta associada a resposta neurotdxica
mediante exposicao (Haynes, 1988; Patricia et al., 2017; Soderlund e Bloomquist, 1989; Rogers
e Newland, 2000). Nesse sentido, em trabalho realizado por Haddi et al. (2016), foi observado
que adultos de E. heros foram capazes de reconhecer e evitar areas tratadas com imidacloprido.

Apds o contato com compostos toxicos, 0s insetos desenvolveram mecanismos para se
manterem limpos e reduzirem possiveis contamina¢fes (Amador e Hu, 2015), o sistema de
limpeza é constante e ndo requer nenhuma acdo fisiolégica do inseto, atua de maneira
preventiva ou quando ja ha contaminantes. Acredita-se que, para coledptero, os episédios de
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limpeza dos tarsos ndo acontecem de maneira pacifica, mas de maneira dindmica por meio do
reconhecimento dos contaminantes e, principalmente, pela reducdo da forca de atrito na
superficie em que o inseto estd (Hosoda e Gorb, 2011). Uma vez que a autolimpeza também
pode ser essencial na fixacdo do inseto na superficie, Hymendpteros e Coccinelideos, por
exemplo, possuem o6rgdos adesivos capazes de manté-los na superficie, a limpeza com
almofadas lisas e peludas, desses Orgdos, permite a retirada de particulas, aumentando
capacidade adesiva (Orchard, Kohonen e Humphries, 2012). De maneira geral, a limpeza se da
pela eliminacdo de particulas biodticas ou abidticas que comprometerdo a performance do inseto
(Dantas et al., 2023; Peng, Fang e Xv, 1987; Russo et al., 2020). A movimentacdo de particulas
contaminantes ocorre em areas especificas do inseto, por exemplo, em Pachnoda marginata, a
femora-tibial é responsavel pela limpeza (Nadein e Gorb, 2022).

Além de influenciar no comportamento, inseticidas e bioinseticidas possuem capacidade
de danificar o aparelho reprodutor dos insetos (Alves et al., 2014; Ghazawy, 2012). A fim de
superar esses danos, insetos podem modificar os padrdes de comportamento, E. heros machos,
por exemplo, aumentaram o nUmero de cOpulas quando tratados com imidacloprido e
cloretaniliprole (Haddi et al., 2016; Tuelher et al., 2017). As caracteristicas comportamentais
isoladas ou em conjunto devem ser estudadas, pois esses fatores podem contribuir ou ndo para
a exposicao aos toxicos (Guedes et al., 2016).

2.6.2 Reproducéo

A reproducdo é considerada uma das atividades mais importantes para caracterizar
sistemas vivos, sendo elemento fundamental na continuidade da vida. Normalmente, 0s
organismos compensam sua capacidade limitada de sobrevivéncia com altas taxas de
reproducdo (Fusco e Minelli, 2019; Shcherbakov, 2010). Diferentes fatores podem afetar a
reproducdo e, consequentemente, os parametros biolégicos e demograficos, dentre eles, a
aplicacdo de inseticidas e bioinseticidas (Shuker e Burdfield-Steel, 2017).

A toxicidade de xenobidticos podem atingir machos e fémeas, causando reducdo da
aptiddo por meio da reducdo de fertilidade; inviabilidade de ovos; lesdes no sistema
reprodutivo, dentre outros (Cremonez et al., 2017; Straub et al., 2016, 2022). Essas alteracfes
influenciam na aptidao de um individuo e, consequentemente, na dindmica de toda a populacdo
(Lumley et al., 2015).

Efeitos na reproducdo causados por xenobidticos sdo relatados na literatura,
relacionando a modificacGes no sistema e comportamento reprodutivo. Neonicotinoide, por
exemplo, reduziu o tamanho dos ovdcitos e espessura do epitélio de Spodoptera litura, e
interferiu na capacidade de orientacdo por plumas de feroménio de machos e comprometeu a
liberagdo de feromonios pela fémea (Navarro-Roldan et al., 2019; Perveen, 2000).

Atualmente, essas alteracBes na reproducdo sdo estudadas para o E. heros que,
normalmente, quando exposto a compostos tdxicos, apresentam modificacbes no processo
reprodutivo. Por vezes, machos e fémeas aumentam sua aptiddo sexual quando tratados com
inseticidas, possivelmente, para superar o estresse fisiologico causado pela exposicdo
(Rodrigues et al., 2021).

Essas alteracdes sdo observadas para machos e fémeas. Por exemplo, machos do
percevejo, tratados com inseticida, aumentaram sua frequéncia de acasalamento e induziram
maiores taxas de fecundidade em fémeas ndo expostas (Haddi et al., 2016). Assim como o
neonicotinoide causou danos nas células do ovario de fémeas recém-emergidas, porém
favoreceu o desenvolvimento precoce do trato reprodutivo, implicando no aumento das taxas
de fecundidade e fertilidade (Santos et al., 2016). A exposicdo ao inseticida comercial
clorantraniliprole aumentou os picos de oviposicdo e reducdo no tempo de incubacao dos ovos
(Tuelher et al., 2016).
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Segundo Arnqvist e Nilsson (2000) e Harano (2015), tais ganhos na aptiddo podem ser
responsaveis por melhorar as habilidades de acasalamento mdltiplos, assim, aumentar o nimero
de oportunidades de gerar descendentes. Desta maneira, havera, possivelmente, aumento do
crescimento populacional e eventualmente surtos populacionais (Santos et al., 2018).

2.7 Tabela de vida

As implicagOes da aplicacdo de inseticidas em populacdes de insetos podem ser
observadas por meio de experimentos de tabela de vida de fertilidade. Sabe-se que uma
populagéo cresce dependente de sua migragdo, mortalidade e reproducdo (Ricklefs, 2010).
Assim, a partir desses experimentos é possivel compreender a dinamica populacional, avaliando
o desenvolvimento, fecundidade e sobrevivéncia de espécies (Henderson, 2015; Herrero et al.,
2018). Esses estudos, podem ser utilizados para expressar de maneira matematica a dinamica
da populacéo estudada (Wagner et al., 1984).

Sao parametros de tabela de vida e de fertilidade: (Ro) taxa reprodutiva liquida; (TD)
tempo para a populacdo dobrar em nimero; (T) duragcdo de uma geragdo; (rm) taxa intrinseca
de crescimento populacional e (A) razdo finita de crescimento (Kakde, Patel e Tayade, 2014).

Esses dados dardo informacGes sobre o padréo da biologia do inseto, sem nenhum tipo
de interferéncia (Costa, Borges e Vilela, 1998) ou avaliar os efeitos de algum tratamento na
biologia da populagdo como temperatura, comparacao entre substratos alimentares e exposi¢éo
a inseticidas. A partir dai sera possivel determinar se os tratamentos estdo fazendo a populacéo
estudada crescer ou ndo. Estudos como esse fornecem base para antecipar reducdo ou surtos
populacionais (Rosa et al., 2012; Lima et al., 2020; Pereira, Diniz e Parra, 2023).
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4.ARTIGO1
EXPLORANDO OLEOS ESSENCIAIS DE DIFERENTES QUIMIOTIPOS DE Lippia
gracilis PARA MITIGAR SOBREVIVENCIA E REPRODUGAO DE Euschistus heros

Periddico a ser submetido: Crop Protection
RESUMO

Lavouras de soja enfrentam expressivos problemas fitossanitarios ocasionados pelo ataque do
percevejo-marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidade). Esta praga compromete a
produtividade de gréos, inviabiliza as sementes e causa desequilibrio fisioldgico nas plantas. O
controle desse herbivoro, amplamente realizado com o uso de neonicotinoides, tem apresentado
falhas, possivelmente devido ao aumento do potencial bidtico do percevejo e a sua resisténcia
metabdlica e comportamental aos inseticidas. Oleos essenciais de plantas e seus compostos
isolados tém sido apontados como alternativas para o manejo de diferentes insetos-praga. Neste
estudo analisamos os efeitos letais e subletais de 6leos essenciais dos quimiotipos timol e
carvacrol de Lippia gracilis, bem como seus compostos majoritarios isolados na sobrevivéncia,
desenvolvimento e parametros reprodutivos de E. heros. Para isso, ninfas de terceiro instar de
E. heros foram tratadas com o0s compostos para determinar as curvas de concentragao-
mortalidade. As CLgo e CL3o obtidas nestes experimentos foram utilizadas para determinar as
TLso e os efeitos subletais no desenvolvimento e nos parametros reprodutivos de E. heros,
respectivamente. Nossos resultados comprovaram a bioatividade dos éleos essenciais dos
quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis e seus compostos majoritarios sobre E. heros.
Dentre eles, timol foi o composto mais téxico, como CLsg semelhante ao inseticida
imidacloprido. De forma geral, os tratamentos alteraram pouco o desenvolvimento de E. heros.
No entanto, os inseticidas botanicos afetaram negativamente a reproducéo do percevejo, com
reducdo da viabilidade dos ovos. O timol foi o composto mais promissor por prejudicar 0s
parametros demograficos relacionados com o crescimento populacional de E. heros. Os
resultados indicam que 0s compostos botanicos, especialmente o timol, podem ser promissores
para 0 manejo de E. heros, em detrimento do inseticida comercial imidacloprido.

Palavras chave: Insecta, parametros reprodutivos, timol, respostas olfativas.
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REDUCTION IN SURVIVAL AND REPRODUCTIVE POTENTIAL OF THE BROWN
STINK BUG Euschistus heros: ESSENTIAL OILS FROM CHEMOTYPES OF Lippia
gracilis

ABSTRACT

Soybean crops are subject to significant phytosanitary problems due to attack from the brown
stink bug Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidade). This pest compromises grain
productivity, renders seeds unviable, and causes physiological imbalance in plants. Control
measures against this herbivore, primarily relying on neonicotinoids, have proven unsuccessful,
possibly due to increased biotic potential of the insect and to its metabolic and behavioral
resistance to insecticides. Plant essential oils and compounds isolated from them have been
proposed as alternatives for managing various insect pests. In this study, we analyzed the lethal
and sublethal effects of essential oils of the thymol and carvacrol chemotypes of Lippia gracilis
and the major compounds isolated from Lippia gracilis on the survival, development, and
reproductive parameters of E. heros. For that purpose, third-instar E. heros nymphs were treated
with the compounds to establish the concentration-mortality curves. The LCgo and LCazo
obtained from these experiments were used to determine the LTso and sublethal effects,
respectively, on the development and reproductive parameters of E. heros. Our results
confirmed the bioactivity of the essential oils of the thymol and carvacrol chemotypes of L.
gracilis, as well as the major compounds, on E. heros. Among them, thymol exhibited the
highest toxicity, with a LCsp similar to that of the insecticide imidacloprid. Generally, the
treatments had minimal impact on the development of E. heros. However, the botanical
insecticides negatively affected the reproduction of the brown stink bug, with reduced egg
viability. Thymol was most promising in terms of negatively affecting demographic parameters
related to the population growth of E. heros. The results suggest that botanical compounds,
particularly thymol, hold promise for managing E. heros, potentially surpassing the
effectiveness of the commercial insecticide imidacloprid.

Keywords: Insecta, reproductive parameters, thymol, olfactory responses.
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4.1. Introducao

A cultura da soja Glycine max L. esta entre os produtos agricolas de maior destaque na
exportacdo brasileira e constitui uma das principais commodities comercializadas no mundo. O
potencial produtivo desta cultura no Brasil resulta da grande extensdo de terras cultivadas, uso
de méo de obra qualificada e desenvolvimento de novas tecnologias, que permitem maior
monitoramento e previsdes que auxiliam no manejo (Eugenio et al., 2020; Lutz & Coradi, 2022;
Torsoni et al., 2023). No entanto, mesmo diante dos avancos tecnoldgicos, problemas
fitossanitarios reduzem a produtividade das lavouras. Dentre estes, 0 percevejo-marrom -
Euschisthus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) - € um dos herbivoros mais
importantes, estando presente desde a regido nordeste até o sul do pais (Corréa-Ferreira & De
Azevedo, 2002; Depieri & Panizzi, 2011; Sosa-Gomez et al., 2020).

Os danos causados pelo percevejo-marrom decorrem de seu habito de sugar o contetdo
das vagens da soja, resultando em murcha e ma formacao dos grdos. Em altas densidades, ocorre
a queda das vagens e o impedimento da formag&o dos hormonios de senescéncia, o que resulta
na paralisia do processo reprodutivo e no prolongamento do estadio vegetativo, ocasionando a
desordem fisioldgica denominada “soja louca”. Esse distirbio impede a colheita da soja e afeta
diretamente a produtividade e lucratividade da cultura (Silva et al., 2013; Silva et al., 2012).
Além disso, ocorre reducdo da producdo de 6leo e da taxa de germinacdo, bem como uma maior
disseminacdo de patdgenos (Corréa-Ferreira & De Azevedo, 2002; Depieri & Panizzi, 2011;
Nunes & Corréa-Ferreira, 2002).

A utilizacdo de inseticidas organossintéticos tem sido a principal forma de controle desta
praga. Embora a aplicacdo de inseticidas sintéticos seja frequentemente utilizada (Somavilla,
et al., 2020; Song & Swinton, 2009; Zalucki & Furlong, 2017), estudos demonstram falhas no
controle de populagdes do percevejo-marrom nas principais regides produtoras de soja no Brasil
(Somavillaet al., 2020; Sosa-Gomez et al., 2009; Sosa-Gomez et al., 2020; Sosa-Gomez &
Silva, 2010), possivelmente devido a aquisicdo de resisténcia aos inseticidas (Tuelher et al.,
2017). A resisténcia de herbivoros a inseticidas é atualmente um dos principais desafios no
manejo de pragas no Brasil, e reverter esse processo € muitas vezes dificil e inviavel (Sparks et
al., 2021; Sparks, Lockwood, Byford, Graves & Roger Leonard, 1989; Sparks & Nauen, 2015).
Portanto, € imprescindivel que haja uma continua busca por estratégias de manejo que sejam
eficientes e ambientalmente sustentveis.

Os 6bleos essenciais de plantas (OES) e seus compostos majoritarios sdo considerados
bons precursores de novas moléculas, representando alternativas aos inseticidas ja amplamente
utilizados. Os OEs sdo ricos em monoterpenos e sesquiterpenos, sintetizados por diferentes vias
do metabolismo secundario vegetal, e exercem diversas fungdes, incluindo a defesa contra
herbivoria (Bouwmeester et al., 1998; Cane, 1999). A planta medicinal e aromatica Lippia
gracilis Schauer (Verbenaceae), amplamente distribuida no Brasil, possui propriedades
inseticidas (Born et al., 2018; Cruz et al., 2013; Melo et al., 2018) contra diferentes espécies de
pragas agricolas (Santos et al., 2019; Melo et al., 2018; Oliveira et al., 2022). Dependendo da
proporcdo de seu composto majoritario, o OE desta planta pode ser caracterizado em trés
quimiotipos: timol, carvacrol e intermediario (quando possui ambos monoterpenos em elevadas
proporcdes) (Melo et al., 2018). Os monoterpenos fenolicostimol e carvacrol sdo compostos
isbmeros que possuem bioatividade reconhecida contra diversos organismos de importancia
médica e agricola.

No entanto, ao utilizar qualquer inseticida, seja sintético ou natural, é importante
considerar as consequéncias das doses recebidas pelos insetos. Além da mortalidade per si, 0s
residuos apds as aplicacbes expdem os insetos a doses subletais desses inseticidas (Costa et al.,
2023; Dantas et al., 2023; Santos et al., 2023), o que pode acarretar mudangas no
desenvolvimento, reproducdo e pardmetros demogréaficos desses organismos. Tais mudancas
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nos individuos podem refletir em impactos no tamanho das populagdes de pragas e ser um
importante indicativo do potencial de uma nova molécula inseticida (Lima et al., 2020; Santos
etal., 2023).

Dessa forma, hipotetizamos que os inseticidas botanicos apresentam efeitos letais e
subletais que, em conjunto, sdo promissores para o controle populacional de E. heros em
comparacao aos inseticidas sintéticos comerciais. Para testar esta hipotese, avaliamos os efeitos
letais e subletais de 6leos essenciais dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis, bem como
de seus compostos majoritarios isolados, na sobrevivéncia, desenvolvimento e parametros
reprodutivos de E. heros e comparamos com os efeitos do inseticida comercial imidacloprido.

4.2. Material e Métodos

4.2.1 Obtencéo dos insetos e manutencao da criagio

Para estabelecimento da criacdo, cerca de 6000 ovos de E. heros foram obtidos da
empresa Pragas.com (Rua Princesa Isabel, Jardim Pacaembu, Piracicaba, SP). A criagdo foi
mantida em condicdes laboratoriais, em sala climatizada com temperatura de 25£2°C, umidade
relativa de 70+ 10% e fotoperiodo de 12h, na Universidade Federal de Sergipe (UFS), S&o
Cristovdo- SE (10°54' S, 37°04’ W, 7 m de altitude), Brasil.

Os ovos assim que chegaram foram separados em grupos de 200 e colocados em placas
de Petri (Global Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (& 9 x 1,5 cm) forradas com disco
de papel filtro (Unifil) e um pedaco de algoddo umedecido com 200 pL de agua destilada preso
a tampa para manter a umidade no interior da placa. Apos a eclosdo dos ovos, as ninfas de
primeiro instar foram mantidas na placa sem alimentacdo e com adicdo de agua destilada no
algodao quando necessario até atingirem o segundo instar.

Cada placa contendo as ninfas de segundo instar foi transferida para gaiolas de plastico
transparente (32 cm de comprimento x 23 ¢cm de largura x 10 cm de altura), contendo papel
filtro no fundo e tecido organza na tampa para impedir a fuga dos insetos e permitir trocas
gasosas (Marilurdes et al., 2006). Nas gaiolas foi adicionada uma placa de Petri com algod&o
umedecido com 100 ml de agua destilada e alimentacdo ad libitum, que consistiu em uma
mistura de vagens de feijdo verde (Phaseolus vulgaris L.), grdos de soja (Glycine max L.),
amendoim cru (Arachis hypogaea L.) e sementes de girassol (Helianthus annuus L.). As gaiolas
foram limpas e a alimentacdo, a agua destilada e o papel filtro foram trocados a cada trés dias
até a fase adulta.

Os adultos foram transferidos para uma gaiola maior (50 cm de comprimento x 30 cm
de largura x 15 cm de altura), nas mesmas condi¢Ges das gaiolas de ninfas. Como substrato de
ovoposicao, retalhos de algoddo cru foram dispostos no interior das gaiolas. Os ovos foram
retirados diariamente e acondicionados em placas de Petri (J 9 x 1,5 cm) forradas com disco
de papel filtro (Unifil) e um pedaco de algoddo umedecido com 200 pL de agua destilada preso
a tampa.

4.2.2 Obtencao dos compostos

Os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis foram obtidos dos acessos
LGRA106 e LGRA109, mantidos no banco de germoplasma no Campus Rural da UFS, Séo
Cristovao, SE, Brasil (10°55 S, 37°11' W, 18 m de altitude).

As folhas dos acessos foram retiradas e secas em estufa a 40 + 1°C por quatro dias. Os
OEs foram extraidos por meio de hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger modificado e
acondicionados em frascos de vidro de ambar no freezer a - 4 °C. As andlises quimicas para
identificacdo e quantificacdo dos compostos foram realizadas de acordo com Oliveira et al.
(2017). Os compostos majoritarios timol e carvacrol foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA) e o inseticida organossintético imidacloprido (700 g
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I.a/Kg (Evidence® 700 WG; Bayer CropScience, S&o Paulo-SP, Brasil)) foi adquirido
comercialmente.

4.2.3 Bioensaios

Todos os bioensaios foram realizados em condicdes laboratoriais, em sala climatizada
com temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 70+ 10% e fotoperiodo de 12h, na
Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sdo Cristévao- SE (10°54’ S, 37°04’ W, 7 m de
altitude), Brasil.

Os tratamentos utilizados foram os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis,
seus compostos majoritarios timol e carvacrol e o inseticida imidacloprido como controle
positivo. O solvente utilizado para diluicdo dos compostos foi acetona (Panreac, UV-IR-HPLC-
GPCPAI-ACS, 99,9%).

4.2.3.1 Concentracado-mortalidade

Para obtencdo das curvas de concentragdo-mortalidade, ninfas de terceiro instar de E.
heros recém emergidas foram pesadas individualmente em balanca de precisdo (Shimadzu
corporation, AUW220D, Barueri, Sdo Paulo, Brazil) para manter um padrdo no tamanho
(0,004301 + 0,000456 g) utilizado nos bioensaios. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 12 repeti¢cdes. Cada repeticdo foi composta por cinco ninfas de
terceiro instar de E. heros, totalizando 60 ninfas/concentracdo/tratamento. A unidade
experimental consistiu em uma placa de Petri (Global Trade Technology, Monte Alto, SP,
Brasil) (& 6 x 1,5 cm), com a borda interna coberta por uma fina camada de vaselina sélida
atoxica (Vasemax, 25 mg) e o fundo forrado com disco de papel filtro (Unifil). A vaselina foi
empregada para evitar a subida das ninfas e manté-las em contato com o tratamento, e o disco
de papel filtro (Unifil) foi utilizado como substrato para receber os tratamentos.

As curvas foram estabelecidas utilizando inicialmente quatro concentracgdes (1, 5, 10 e
20 mg do composto por ml de solucdo) de cada tratamento. Em seguida, concentractes
intermediarias (de cinco a oito) foram utilizadas para tracar as curvas de concentracéo-
mortalidade. O papel filtro foi tratado com 200 pL de cada combinagdo tratamento X
concentragdo com o uso de micropipeta de 100 a 1000 puL (Labmate pro). No controle foi
aplicado somente acetona. Apos a aplicacdo dos tratamentos, as placas contendo o papel filtro
tratados foram mantidas por 5 min em camara de exaustdo para permitir a evaporacdo do
solvente. Em seguida, as ninfas de terceiro instar de E. heros foram transferidas para cada uma
das placas, as quais foram cobertas com tecido do tipo organza, a fim de impedir a fuga e
facilitar a troca gasosa dos insetos. Testes preliminares indicaram que a acetona e a vaselina
ndo afetaram a sobrevivéncia ou comportamento das ninfas de E. heros.

A mortalidade das ninfas foi avaliada 72h apds a montagem do experimento. Foram
considerados mortos o0s insetos que ndo apresentaram movimentagdo apds o estimulo de um
pincel.

4.2.3.2 Curva de sobrevivéncia e tempo letal

Para determinar as curvas de sobrevivéncia e o tempo letal para matar 50% da populacéo
(TLso) de ninfas E. heros, os procedimentos adotados foram semelhantes a do bioensaio
anterior, com excecdo do numero de repeticdes, concentracdo e tempo de avaliacdo da
mortalidade. Foram utilizadas 20 repeti¢fes (100 ninfas/tratamento) e as CLsqo obtidas para
cada tratamento no bioensaio concentracdo-mortalidade. No controle foi utilizado apenas o
solvente acetona.

A mortalidade foi avaliada a cada 10, 30 e 60 min até completar 1, 4 e 6h,
respectivamente. As avalia¢Oes seguintes foram realizadas a cada 2 e 4h até completar 24 e 48h,
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respectivamente. Posteriormente, foram realizadas avaliagbes com intervalos de 24h até
completar 144h, desde o inicio da aplicacdo dos tratamentos.

4.2.3.3 Parametros bioldgicos

Para avaliar os efeitos dos compostos nos parametros biolégicos de E. heros, 200 ninfas
de terceiro instar (5/placa de Petri), por tratamento, foram expostas as CL3o obtidas nos
bioensaios de concentragdo-mortalidade. O controle consistiu em ninfas expostas apenas ao
solvente acetona. Inicialmente os procedimentos adotados foram semelhantes aos do bioensaio
de concentracdo-mortalidade. Apds 72h de exposicdo, as ninfas foram individualizadas em
placas de Petri (& 6 x 1,5 cm) e foi fornecido ad libitum, os mesmos alimentos utilizados na
criagdo. A mortalidade e a duracdo de cada instar foram avaliadas diariamente e os alimentos
trocados a cada dois dias.

Os individuos que chegaram a fase adulta foram sexados, pesados. Em seguida, foram
estabelecidos 10 casais provenientes de cada tratamento, considerando-se diferenca de idade
méaxima de 48h. Cada casal foi acondicionado em um pote plastico de 250 ml, contendo
alimentacéo ad libitum e vedados com tecido organza.

O numero de ovos/fémea, nimero de massa de ovos, eclosdo de ovos, periodo de pré-
ovoposicdo, ovoposicdo, pos-ovoposicdo, longevidade de machos e fémeas, taxas de
sobrevivéncia de cada sexo foram registrados diariamente, até a morte dos casais.

4.2.3.4 Tabela de vida de fertilidade

A partir dos dados de sobrevivéncia e reproducdo obtidos, por meio da exposi¢do das
ninfas & CL3so dos tratamentos, foram calculados os pardmetros de tabela 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) e Ix.mx = nimero total
de fémeas nascidas na idade x.

Para obtencéo da tabela de vida de fertilidade foram calculados os seguintes parametros:
taxa reprodutiva liquida (Ro) (nimero de fémeas adicionadas por fémea durante sua vida),
tempo médio de geracédo (T) (tempo entre o nascimento dos pais e dos filhos), taxa intrinseca
de crescimento (rm) (taxa de aumento populacional por unidade de tempo), razéo finita de
crescimento (1) e tempo necessario para a populacdo duplicar em nimero (TD), seguindo a
metodologia (Santos et al., 2023).

4.2.3.5 Preferéncia olfativa

O bioensaio foi conduzido a fim de verificar se hd mudanca na preferéncia olfativa de
machos em relacdo a fonte alimentar e odor da fémea na presenca dos tratamentos. Os testes
foram conduzidos em olfatometro em “Y”. A velocidade da corrente de ar em cada brago do
olfatbmetro foi de 1,0 L/min. Cada braco foi conectado a um pote hermeticamente fechado
contendo uma mistura de uma vagem, dois gréos, duas sementes (Phaseolus vulgaris L.,
Glycine max L., Arachis hypogaea L. e Helianthus annuus L) e uma fémea virgem de E. heros
em maturidade sexual (idade de 13 dias). Em um dos bracos, além do alimento e da fémea,
tambem foi inserido um papel filtro (Unifil,Z 6 cm) tratado com 0,2 mL das CLgo de um dos
tratamentos (OEs, compostos majoritarios, imidacloprido e acetona - controle) determinadas
nos bioensaios de concentracdo-mortalidade. No outro brago, foi inserido um papel filtro
contendo apenas acetona. O delineamento foi inteiramente casualizado e com 35 repeticdes.

Machos virgens, também em maturidade sexual (11 dias), foram colocados na abertura
inicial do tubo. Cada observacéo foi encerrada quando o inseto atingiu o final de um dos bragos
do olfatdmetro, ou quando se atingiu o tempo limite de 10 min de observagdo. Os machos foram
trocados a cada repeticao.
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4.2.4 Anélise estatistica

Os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios de toxicidade para cada um dos
tratamentos foram submetidos a analise de Probit para determinacdo das curvas de
concentracdo-resposta utilizando o protocolo PROC PROBIT (SAS Institute, 2008). Foram
obtidas curvas com probabilidade de aceitacdo da hipdtese de nulidade (de que os dados
apresentam distribuicdo de Probit) maior que 0,05 pelo teste de qui-quadrado. A partir dessas
curvas foram obtidas as concentragdes subletais 30, 50 e 90 (CLso, CLso € CLgo) e seus
respectivos limites de confianca a 95% de probabilidade (LCgs).

As andlises de sobrevivéncia foram realizadas usando estimadores de Kaplan-Meier por
meio do teste de Log-Rank (SigmaPlot, versdo 13.0). Por meio dessa andlise, foram obtidas as
curvas de sobrevivéncia e tempos letais capazes de causar mortalidade em 50% dos individuos
(TLsg), com seus respectivos intervalos de confianca a 95% (ICos%). As curvas foram
comparadas pelo método de comparages multiplas de Holm-Sidak a 5% de probabilidade
(SigmaPlot, verséo 13.0).

Os dados dos parametros biolégicos e de tabela de vida de fertilidade foram submetidos
inicialmente aos testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificar se apresentavam normalidade
dos dados e homogeneidade de variacdo. Dados que apresentaram normalidade e
homogeneidade foram submetidos a analise de variincia seguida pelo teste de Dunnett’s (P <
0,05). J& os dados que ndo passaram nos testes de Shapiro-Wilk e Levene foram submetidos a
andlise ndo parametrica de Kruskal-Wallis, seguida do teste comparagdo multipla de Dunn’s (P
< 0,05), para verificar diferengas entre os tratamentos e o controle (SigmaPlot 13.0). Os
parametros de tabela de vida de fertilidade foram estimados utilizando a técnica Jackknife no
Programa estatistico SAS (Maia & Luiz, 2006).

4.3. Resultados

4.3.1 Caracterizacao dos OEs

Foram identificados 15 e 17 compostos nos OEs do acesso LgThy e LgCar
representando 99,5 e 98,9% da composicdo quimica dos 6leos, respectivamente. Os OEs destes
acessos foram denominados pelo composto majoritario, sendo o timol encontrado na proporc¢ao
44,91% (LgThy — quimiotipo timol) e o carvacrol na proporcao 44,34% (LgCar — quimiotipo
carvacrol) (Tabela 1).

4.3.2 Toxicidade

Os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis e seus compostos majoritarios
isolados foram toxicos para ninfas de terceiro instar de E. heros. As CLsg variaram de 0,20 a
0,77 mg/ml. Timol foi o composto mais tdxico, entre os botanicos, sendo necessarias 0,20 mg/
ml para matar 50% da populacéo de E. heros. A sua CLsp foi inferior & observada para seu
respectivo OE (0,53 mg/ml) e semelhante ao inseticida imidacloprido (0,16 mg/ml). J& as
toxicidades do OE do quimiotipo carvacrol de L. gracilis e seu composto isolado ndo diferiram
pelo critério de sobreposicdo do intervalo de confianca (ICges%) com a origem do intervalo
(Tabela 2).

A sobrevivéncia de ninfas de terceiro instar de E. heros expostas a CLgg dos tratamentos
foi significativamente reduzida com o passar do tempo (Teste de log-rank: X? = 213,5; g.l. = 5;
p <0,001) (Fig. 1). As curvas de sobrevivéncia de ninfas de E. heros expostas aos tratamentos
ndo diferiram, com excecédo da curva do timol. Este composto causou mortalidade mais lenta,
com TLsg de 68,6h. O inseticida botanico que causou mortalidade mais répida foi o carvacrol
(TLso = 47,9), ndo diferindo do inseticida organossintético imidacloprido (TLso = 43,2). Os
tempos letais dos OEs dos quimiotipos LgThy e LgCar ndo diferiram, na média, estes
compostos levaram 54h para causar 50% de mortalidade na populagéo de E. heros (Fig. 1).
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4.3.3 Desenvolvimento e longevidade

Antes das aplicacdes dos tratamentos, os estadios de desenvolvimento de E. heros de
ovo e ninfas de primeiro e segundo instares, ndo apresentaram diferencas no desenvolvimento.
As médias observadas para esses estadios foram de 6,0+0,0; 4,0+0,0 e 6,0+0,0 dias (P = 1,00),
respectivamente.

Com a exposicdo de ninfas de terceiro instar de E. heros as CL3o dos tratamentos, a
duracdo deste instar foi aumentada em todos os tratamentos em relagdo ao controle, com
excecao para ninfas expostas ao OE do quimiotipo carvacrol de L. gracilis (H = 167,82; g.l. =
5; p < 0,001). Na média, o OE do quimiotipo timol, timol, carvacrol e imidacloprido
aumentaram 0,9; 1,2; 1,2 e 2,1 dias a duracdo deste instar em relagdo ao controle (4,1 dias),
respectivamente (Fig 2a). No quarto instar, apenas as ninfas expostas ao OE do quimiotipo
timol de L. gracilis diferiu do controle (H = 61,09; g.l. =5; P < 0,01). A duragéo deste instar
reduziu 0,9 dias (Fig. 2b). N&o houve diferencas na duracdo do quinto instar das ninfas tratadas
em relacdo ao controle (H = 9,45; g.l. =5; P <0,09) (Fig. 2c), porém as alteragcdes ocorridas no
terceiro e quarto instares alteraram o desenvolvimento total do estadio ninfal (H = 67,14; g.l. =
5; P <0,001) (Fig. 2d). O desenvolvimento total das ninfas de E. heros foi aumentado quando
0s insetos foram expostos aos compostos timol e carvacrol e ao inseticida imidacloprido. Na
média, a duracdo passou de 34,7+0,41 dias (controle) para 37,1+0,67; 36,9+0,50 e 38,4+0,56
dias, respectivamente (Fig. 2d). Ndo foram observadas diferencas significativas nas
longevidades de machos (F = 1,55; g.I. =5; P =0,189) (Fig 2e) e fémeas (F = 0,30; g.I. =5; P
=0,912) (Fig. 2f).

4.3.4 Massa

A exposicédo de ninfas de terceiro instar de E. heros as CL3o do OE do quimiotipo timol
de L. gracilis e do carvacrol resultou na formacéo de fémeas (H = 17,66; g.l. = 5; P = 0,003)
(Fig. 3a) e machos (H = 21,02; g.l. = 5; P < 0,001) (Fig. 3b) com maior massa em relacéo ao
controle, respectivamente. A massa de fémeas e machos de E. heros aumentaram 3,5 e 4,7%
quando as ninfas de terceiro instar foram submetidas a estes compostos (Fig. 3).

4.3.5 Parametros reprodutivos

N&o houveram diferengas entre os tratamentos e o controle no periodo de pré-
ovoposicdo (H = 8,66; g.l. =5; P = 0,12), periodo de ovoposi¢do (F = 1,38; g.I. =5; P = 0,25),
namero de ovos por fémea (F = 0,54; g.l. =5; P = 0,74), massas de ovos por fémea (F = 0,86;
g.l. =5; P =0,52), nimero de ovos por massa de ovos (F = 3,58; g.I. = 5; P = 0,008) e ninfas
por fémea (F = 1,11; g.l. =5; P = 0,37) (Tabela 2). Todos os inseticidas botanicos reduziram a
viabilidade dos ovos em relacdo ao controle (91,3+2,05) (H = 28,13; g.l. = 5; P < 0,001). Os
OEs dos quimiotipos timol e carvacrol e seus compostos isolados —timol e carvacrol, reduziram
este parametro em 37, 27, 32 e 29%, respectivamente (Tabela 3).

4.3.6 Parametros demograficos

A taxa reprodutiva liquida (Ro) ndo foi afetada pelos tratamentos (F = 0,99; g.I. =5; P
= 0,44). A taxa intrinseca de crescimento (rm) (F = 2,62; g.l. = 5; P = 0,03) e razdo finita de
aumento (1) (H = 2,61; g.Il. =5; P =0,03) diminuiram com a exposic¢ao das ninfas ao timol. Por
outro lado, o tempo médio de geracdo (T) (H=11,47; g.l. =5; P =0,04) e 0 tempo de duplicacio
(TD) (H = 10,07; g.I. = 5; P = 0,07) de ninfas expostas ao timol aumentaram. Os demais
tratamentos ndo afetaram os parametros demogréaficos (Tabela 4).

4.4. Discussao
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Este estudo demonstrou o potencial letal e subletal dos OEs de L. gracilis e dos seus
compostos majoritarios timol e carvacrol sobre o percevejo E. heros. Resultados semelhantes
de toxicidade foram observados em relacdo a Diaphania hyalinata (Linnaeus) (Melo et al.,
2018). O composto isolado timol mostrou-se semelhante ao inseticida organossintético
imidacloprido, uma vez que, além dos efeitos letais e alteracdes no desenvolvimento, também
causou reducéo significativa nos parametros reprodutivos e no crescimento populacional da
praga.

A toxicidade dos OEs pode resultar da acdo complexa de seus constituintes ou da
bioatividade especifica de alguns de seus componentes (Bakkali et al., 2008), os quais podem
variar de acordo com o quimiotipo vegetal (Demissie, Sarker & Mahmoud, 2011; Rehman &
Asif Hanif, 2016; Smigielski et al., 2018) (Tabela 1). No presente trabalho, os 6leos dos
quimiotipos de L. gracilis foram menos tdxicos que seus respectivos compostos majoritarios,
possivelmente, por em sua constituicdo haver menor presenca de timol (44,91%) e carvacrol
(44,34%) (Tabela 2). Ademais, os compostos isolados podem ter sido mais toxicos por sua
composic¢do ser pura e pela maior capacidade de penetracdo na cuticula do inseto (Tak et al.,
2016). Sabe-se que o timol penetra facilmente na cuticula, porém sua velocidade de acéo é mais
lenta do que outros compostos (Waliwitiya et al., 2010), a lipoficidade do carvacrol € maior do
que para o timol, o que explicaria o carvacrol ter reduzido 50% da populacdo mais rapidamente
(Fig. 1) (Gaire et al., 2019).

Embora o mecanismo de acdo do timol ainda ndo seja totalmente compreendido,
acredita-se que este possa reduzir a atividade das enzimas carboxilesterases e do citocromo Paso
(Ruttanaphan & Bullangpoti, 2022), além de atuar no neurotransmissor do GABA (Waliwitiya
et al., 2010). Provavelmente, esse composto majoritario reduz de maneira significativa as
atividades enzimaticas, interrompendo respostas metabolicas e a sobrevivéncia (Shahriari et al.,
2017), além de inibir a enzima acetilcolinesterase (Jukic et al., 2007).

Por sua vez, 0 mecanismo de detoxificagdo dos insetos pode gerar trade-offs importantes
que interferem na capacidade reprodutiva (Loof De, 2011). Embora os inseticidas botanicos
ndo tenham causado mudancas no periodo de oviposi¢cdo e no nimero de ovos por fémeas, a
viabilidade dos ovos foi significativamente reduzida (Tabela 3). Estes resultados podem indicar
que os individuos de E. heros expostos a esses compostos alocaram mais energia para
sobrevivéncia, ao invés de destinarem a energia para a maturacdo de odcitos. Tanto as fémeas
qguanto os machos, por exemplo, acumularam maior massa sob efeitos do OE do quimiotipo
timol de L. gracilis e do carvacrol, respectivamente (Fig. 3). O corpo gorduroso de insetos
desempenha diversas atividades e fungdes metabdlicas que envolvem aspectos enddcrinos,
nutricionais, reprodutivos e de detoxificacdo.

O custo energético para detoxificcdo dos compostos bioativos também parece ter
ocorrido durante o estagio ninfal, uma vez que as ninfas tratadas com os compostos bioativos
gastaram maior tempo para desenvolvimento (Fig. 2) (Santos et al., 2023). Além disso, 0 maior
tempo nesse estagio pode ter relacdo com a resposta imune adaptativa, pela capacidade de
“lembrar” do composto ou produzir uma defesa de acordo com o elicitor (Cooper &
Eleftherianos, 2017).

Outra hipdtese que pode explicar a reducdo no fitness pode estar relacionada a acao
direta dos compostos sobre os sistemas vitais do inseto. Sabe-se que 0s OEs de plantas podem
interferir no sistema nervoso por meio da inibicdo da acetilcolinesterase (Polsinelli et al., 2010),
no sistema digestivo por meio da inativacdo de enzimas (Bigham et al., 2010; Elpidina et al.,
2001), tambem causar alteraces no corpo gorduroso (Cossolin et al., 2019) e distarbios no
aparelho reprodutor (Ghazawy, 2012; Maroneze & Gallegos, 2009). Como resultado, OEs e
seus compostos, como o timol, podem causar efeitos prejudiciais em parametros reprodutivos,
como fertilidade como observado neste estudo e em outros estudos com diferentes grupos de
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insetos (De Souza et al., 2021; Guedes et al., 2006; Haddi et al., 2016; Hategekimana & Erler,
2020).

Bioensaios focados em pardmetros demograficos fornecem estimativas dos impactos
causados por xenobioticos em insetos de importancia agricola, pois avaliam os efeitos que um
produto pode ter em uma populacéo (De Franca et al., 2017). Desta maneira, nossos resultados
demonstraram o potencial do OE de L. gracilis e, principalmente, do timol, como alternativas
ao manejo de E. heros. Além dos efeitos letais, houve um aumento no tempo de
desenvolvimento do inseto, bem como uma reducdo no potencial de crescimento populacional,
aumentando o tempo médio para duplicacdo da populacdo (Tabela 4). Pode-se prever que, em
condicdes naturais, a reducdo no crescimento populacional seja ainda mais evidente, uma vez
que o aumento do tempo de desenvolvimento das ninfas pode tornar os insetos mais vulneraveis
aos diferentes tipos de fatores de mortalidade, sejam bioticos ou abidticos. Por outro lado,
estudos indicam que os inseticidas organossintéticos utilizados no controle de E. heros tém
demonstrado falhas, mesmo com altas quantidades de aplicacdes (Bueno et al., 2015; Tuelher
et al., 2018). Essas falhas parecem estar principalmente relacionadas a resisténcia de E. heros
via contato tarsal (Castellanos et al., 2019). Estudos voltados para efeitos subletais sdo
importantes no Manejo Integrado de Pragas, pois embora ndo causem a morte do inseto,
interferem em caracteristicas bioldgicas responsaveis pela reducéo populacional nas geracdes
seguintes (Pal et al., 2023).

Observamos aqui que, apesar da alta toxicidade, o imidacloprido ndo afetou
negativamente o0s aspectos de desenvolvimento (Fig. 2) e reprodutivos (Tabela 3) e,
consequentemente, ndo teve efeito sobre os pardmetros demograficos da populacdo do
percevejo (Tabela 4). Embora ndo tenha causado consequéncias negativas na biologia do
percevejo, neonicotinoides sdo descritos por ndo serem seletivos a organismos nao alvo como
predadores (Resende-Silva et al., 2023), comprometem o parasitismo e emergéncia do seu
principal parasitoide Telonomus podisi (Turchen et al., 2016) e polinizadores, principalmente a
capacidade de locomocéo e orientacdo de voo, enquanto o timol pouco afeta estes parametros
(Christen et al., 2021; Matos et al., 2021). O que comprometeria a regula¢do da populacgéo de
percevejos em unido ao controle bioldgico.

Ademais, quando dada a oportunidade de escolha, os machos adultos mostraram
preferéncia pelas areas sem tratamento de bioinseticidas (Fig.4), possivelmente devido a
deteccdo dos compostos volateis presentes na area em uma tentativa de evita-los (Brito et al.,
2020), isso se da, possivelmente, pela presenca de um complexo de proteinas presentes nas
antenas do inseto, (Laughlin et al., 2008; Taszakowski et al., 2023) em machos de E. heros a
maior expressao dessas proteinas do que em fémeas (Farias et al., 2014). Essas pistas olfativas
sdo utilizadas pelos insetos para localizar parceiros sexuais e plantas hospedeiras, neste caso,
as plumas de odor emitidas pelos OEs e compostos majoritarios podem ter atuado como
disruptor de informacdes para comunicagdo quimica, assim como ocorre para outros fitdfagos
(Ldrling & Scheffer, 2007), se o inseto ndo consegue identificar o substrato alimentar e o
parceiro para acasalamento ha reducdo das chances reprodutivas (Tricoire-Leignel et al., 2012).

Por sua vez, se os insetos ndo ficam confusos e chegam até as areas em que ha residuos
de imidacloprido (Fig.4), ndo haver4 comprometimento do acasalamento, acrescentado aos
fatos de os machos aumentarem hormeticamente sua aptidao sexual quando estimulado pelo
neonicotinoide (Haddi et al., 2016). Assim, além da influéncia sobre os individuos que foram
diretamente expostos aos tratamentos, estes podem afetar as geragdes subsequentes (Rebora et
al., 2021).

Desta forma, este estudo evidencia o potencial do OE de L. gracilis, principalmente o
composto majoritario timol, por seus efeitos deletérios na biologia e resposta olfativa do
percevejo, como uma alternativa promissora para novas moléculas inseticidas no manejo de E.
heros.
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Tabelal. Composicdo dos 6leos essenciais de dois acessos de L. gracilis (LgThy e LgCarv).

Composto indice de ACessos
retencdo LgThy LgCar
a-thujene 924 1,74 1,49
Myrcene 988 2,97 1,63
a-terpinene 1014 0,45 0,72
p-cymene 1020 10,22 10,37
0-cymene 1022 6,07 5,56
y-terpinene 1054 5,81 10,74
Thymol, methyl ether 1232 12,38 7,53
Thymol 1289 4491 3,14
Carvacrol 1289 0,48 44,34
Carvacrol acetate 1370 - 0,61
E-caryophyllene 1417 8,08 6,31
a-trans-bergamotene 1432 - 0,45
Aromadendrene 1239 - 0,46
a-humulene 1452 0,68 0,47
Butylated hydroxy anisole 1488 - 2,35
Spathulenol 1577 - 0,85
Caryophyllene oxide 1582 1,78 1,83
Limonene 1024 0,53 -
1,8-cineole 1026 2,05 -
Terpinen-4-ol 1174 1,33

Total detectado (%) 99,5 98,9
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Tabela 2. Toxicidade dos 6leos essenciais dos quimiotipos timol e carvacrol de Lippia gracilis,
seus compostos majoritarios isolados e do inseticida imidacloprido sobre ninfas de terceiro instar
de Euschistus heros.

LCao (IC LCsp (IC LCg (Ic
95%) P 95%) P 95%) P Slope (x ,

Compounds nt oo T T P SE) X P

EO LgThy 480 (()(').1(?4-0.18) ?6?9?1-0.82) ?12%.14114-75.90) 0.72£0.07 595 043
EO LgCar 419 ((36.1(?8-0.32) ?6.7;8-1.11) (zf’;.1263-64.16) 085£0.10 2,63 0.75
Thymol 300 (()(')(_’5213_0_13) ?6.250-0.33) ?i?&*23-5. ) L13:016 443 021
Carvacrol 360 (()(')_1024_0_23) ?(.)5.356-0.80) (1;'58_41.23) 0.83+0.11 4.06 0.40
Imidacloprido 352 0:0° 0.16 3.32 0.97+0.18 6.32 0.18

(0.01-0.11) (0.05-0.28) (2.08-7.78)
2 namero de insetos testados.
b Concentragdes letais necessarias para matar 30, 50 e 90 % das populacdes e seus respectivos intervalos
de confianca a 95%.




48

1o T 7 Log-rank test: x*= 213.5; d.f. = 5; P < 0.001
1
5 - |
1 Li¥es |
I 1 —1
| 1
= — G e [ S Control
084 1] i T —— °
- l ll L]—|
Ia i j ==
4 - [ L |
* 1
@ Ll | £ gcar
(2] I =
= 06— T | o
g I'I | EOLgThy  Thy
I e m— ——
@®© L= Car
?U T | | ! =
——— i
= : ooy Imi
0.4 — [
g I | 30 40 50 60 70 80
1) 'i : _: LTs, (hours)
L—g L
02— | | |
L=
J l_—_____l s _b »a
—_t_________b_ °
—— — —y b
————0
Wt T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Time (hours)
Fig 1. Curvas de sobrevivéncia e tempo letal (TLso) para ninfas de terceiro instar de Euschistus
heros ap0s exposicdo de ninfas de terceiro instar as CLso dos quimiotipos timol (EO LgThy) e
carvacrol (EO LgCar) de Lippia gracilis, seus compostos majoritarios timol (Thy e Car)
isolados e do inseticida imidacloprido (Imi). TLso = tempo letal necessario para matar 50% da
populacdo. Curvas seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Holm-Sidak a p < 0,05.
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Fig 2. Duracdo das fases de 3°, 4°, 5° instares; estagio ninfal total e longevidade de machos e
fémeas de Euschistus heros apos a exposicao de ninfas de terceiro instar aos 6leos essenciais
dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol (EO LgCar) de Lippia gracilis, seus compostos
majoritarios timol (Thy e Car) isolados e do inseticida imidacloprido (Imi). As médias seguidas
por um asterisco diferem do controle pelo método de comparacéo maultipla ndo parametrica de

Dunn’s P < 0,05.
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Fig 3. Massa das fémeas (a) e dos machos (b) de Euschistus heros apds a exposicao de ninfas
de terceiro instar aos Gleos essenciais dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol (EO
LgCar) de Lippia gracilis, seus compostos majoritarios timol (Thy e Car) isolados e do
inseticida imidacloprido (Imi). As médias seguidas por um asterisco diferem do controle pelo
método de comparagao multipla ndo paramétrica de Dunn’s P < 0,05.
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Tabela 3. Média (xerro padrdo) dos pardmetros reprodutivos de Euschistus heros apos
exposicdo de ninfas de terceiro instar as CLso dos quimiotipos timol e carvacrol de Lippia
gracilis, seus compostos majoritarios isolados e do inseticida imidacloprido.

Treatments

Reproductive EO EO
parameters Control thymol carvacrol ~ Thymol Carvacrol Imidacloprid

chemotype chemotype
Pre-oviposition 9.9 9.2 10.0 13.8 9.8 9.3
period (days)**  (x0.38) (x0.79) (x0.65) (x2.82)  (x0.44) (x0.50)
Oviposition 35.3 36.7 43.5 38.1 38.2 33.9
period (days)* (£4.65) (£3.96) (£6.65) (x4.11)  (x4.57) (£5.43)
Number of 209.5 215.4 231.7 179.9 241.8 216.9
eggs/female* (x29.64) (£27.43) (£32.88) (£25.12) (x37.21 (£33.11)
Number of egg  27.2 30.6 34.2 28.7 33.0 34.9
masses/female*  (£3.45) (x4.09) (£5.05) (x3.63) (x3.54) (x4.52)
Number of 7.71 7.12 7.29 6.27 7.38 6.58
eggs/egg dough*  (£0.33) (x0.19) (x0.67) (x0.37)  (x0.78) (x0.66)
Number of 1915 119.9 161.3 119.0 163.8 183.7
nymphs/female* (x27.52) (x21.51) (£34.06) (£21.93) (x32.25) (x30.60)
Viability of eggs 91.34 57.33* 66.40* 61.73* 65.24* 82.41
(%)** (£2.05) (£8.05) (£7.72) (6.89)  (x2.57) (£3.93)

*Médias com asteriscos indicam diferencas entre os tratamentos e o controle pelo teste de
Dunnett’s a P < 0,05.

**Meédias com asteriscos indicam diferencas entre os tratamentos e o controle pelo método de
comparag¢ao multipla ndo paramétrica de Dunn’s a P < 0,05.
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Tabela 4. Média (zerro padrdo) dos parametros de tabela de vida de Euschistus heros ap6s exposi¢do de ninfas de terceiro instar as CL3o dos
quimiotipos timol e carvacrol de Lippia gracilis, seus compostos majoritarios isolados e do inseticida imidacloprido.

Treatments
Control EO Lgthy EO LgCar Thymol Carvacrol Imidacloprid

Net ~ reproductive — rate  (Ro) 89.40 83.12 (£10.59) 95.10 (+14.18)  68.01 (+9.50)  79.44 (+12.23)  84.92 (+12.96)

Life table parameter

(Offspring/individual) * (x12.65)
.. . 1
Intrinsic rate of increase (rm) (day™) (35007512) 0.075 (£0.002) 0.071 (x0.002) 0.060* (£0.002)  0.07 (+0.003)  0.071 (+0.002)

Mean generation time (T) (day?)** 59.53 (+1.98) 58.12 (#1.102) 61.78 (+1.88)  68.34* (+2.83)  61.51 (+2.75) 61.45 (£2.09)
Doubling time (DT) (dayt)** 9.38 (+0.26)  9.35 (+0.26) 9.80 (+0.31) 11.64* (£0.36)  10.03 (£0.43) 9.91 (+0.32)
Finite rate of increase (A) (dia)** 1.08 (x0.002) 1.08 (x0.002) 1.07 (¥0.002)  1.06* (x0.002)  1.07 (x0.003) 1.07 (£0.002)

*Médias com asteriscos indicam diferencas entre os tratamentos e o controle pelo teste de Dunnett’s a P < 0,05.
*Médias com asteriscos indicam diferencas entre os tratamentos e o controle pelo método de comparagdo multipla ndo paramétrica de Dunn’s a P
<0,05.
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Clean air P < 0.001 EO LgCar *
Clean air P=0.001 EO LgThy *
Clean air| P <0.001 Thy *
Clean air P <0.001
Clean air P < 0.001 Imi *
T T T T T T 1
100 50 0 50 100

Proportion of choice (%)

Fig. 4. Resposta olfativa de machos de Euschistus heros a areas tratadas com as CL90 dos 6leos
essenciais dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol (EO LgCar) de Lippia gracilis e seus
compostos majoritarios (Thy e Car) e do inseticida imidacloprido. Histogramas seguidos por
asterisco indicam que houve diferenga na escolha dos machos entre os lados de cada brago do
olfatdbmetro de tubo Y durante um periodo de 600 s, pelo teste exato de Fisher (P < 0,05). EO
LgThy = 6leo essencial de Lippia gracilis quimiotipo timol; EO LgCar = 6leo essencial de
Lippia gracilis quimiotipo carvacrol; Thy = timol; Car = carvacrol e Imi = imidacloprido.
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5. ARTIGO 2

ALTERACOES COMPORTAMENTAIS DO PERCEVEJO-MARROM Euschistus heros
MEDIANTE EXPOSICAO AOS OLEOS ESSENCIAIS DE Lippia gracilis E SEUS
COMPOSTOS MAJORITARIOS

Periodico a ser submetido: Crop Protection
RESUMO

O percevejo-marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) tem sido considerado uma
das principais pragas de importancia econémica para a cultura da soja, o que se deve, em parte,
as limitagcdes de controle com o uso de inseticidas organossintéticos. Os 6leos essenciais de
plantas tém sido apontados como uma alternativa ambientalmente mais segura, por meio da
substituicdo ou incorporagdo aos produtos sintéticos utilizados no manejo de pragas. Neste
estudo, avaliamos os efeitos letais e subletais dos 6leos essenciais de Lippia gracilis e de seus
compostos majoritarios timol e carvacrol, em comparacdo ao inseticida comercial
imidacloprido, sobre E. heros. Para isso, foram realizados bioensaios de toxicidade e
comportamentais, a fim de avaliar a preferéncia olfativa, irritabilidade/repeléncia, padrédo de
deslocamento e autolimpeza. Nossos resultados demonstraram que tanto os 6leos essenciais
guanto seus compostos majoritarios foram tdxicos as ninfas de terceiro instar de E. heros. Os
valores de CLso obtidos para os tratamentos variaram de 0,16 a 0,77 mg/ml. O composto
majoritario timol mostrou toxicidade similar a observada para o inseticida organossintético
imidacloprido. De forma geral, os bioinseticidas mostraram efeitos subletais consideraveis, o
que ndo foi observado para o imidacloprido. Nossos resultados mostram que além dos efeitos
letais, os bioinseticidas causam importantes efeitos subletais que podem comprometer o
forrageio e comportamento reprodutivo. Dessa forma, os 6leos essenciais de L. gracilis e seus
majoritarios, principalmente o timol, ttm potencial para serem utilizados como ferramentas
alternativas no manejo do percevejo-marrom na soja.

Palavras-chave: Insecta, controle de pragas, ecotoxicologia, germoplasma, comportamento,
efeito subletal.
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BEHAVIORAL CHANGES IN THE BROWN STINK BUG Euschistus heros THROUGH
EXPOSURE TO ESSENTIAL OILS OF Lippia gracilis AND ITS MAJOR
COMPOUNDS.

ABSTRACT

The brown stink bug Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) has been considered one of
the main pests of economic importance for the soybean crop. This is partly due to the limitations
of control measures using organosynthetic insecticides. Plant essential oils have been identified
as environmentally safer alternatives, able to replace or supplement synthetic products used in
pest management. In this study, we evaluated the lethal and sublethal effects of essential oils of
Lippia gracilis and its major compounds thymol and carvacrol on E. heros and compared them
to the effects of the commercial insecticide imidacloprid. For that purpose, we conducted
toxicity and behavioral bioassays to assess olfactory preferences, irritability/repellency,
displacement patterns, and self-cleaning behaviors. Our results demonstrated that both essential
oils and their major compounds were toxic to third-instar nymphs of E. heros. The LCso values
obtained for the treatments ranged from 0.16 to 0.77 mg/ml. The major compound, thymol,
exhibited toxicity similar to that observed for the organosynthetic insecticide imidacloprid.
Overall, bioinsecticides showed significant sublethal effects, a phenomenon not observed with
imidacloprid. Our findings highlight that bioinsecticides not only have lethal effects, but also
induce important sublethal effects that could potentially compromise foraging and reproductive
behaviors. Thus, the essential oils of L. gracilis and its major compounds, particularly thymol,
have potential for use as alternative tools in the management of brown stink bugs in soybean.

Keywords: Insecta, pest control, ecotoxicology, germplasm, behavior, sublethal effect
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5.1. Introdugéo

As plantagOes de soja frequentemente enfrentam a ameaca do ataque do percevejo-
marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae), que resulta em danos diretos as vagens.
Esse ataque compromete o peso e o tamanho das sementes e graos, afetando negativamente a
producdo (Nunes & Corréa-Ferreira, 2002). Atualmente, existe um ndmero reduzido de
moléculas sintéticas registradas para controle desse herbivoro, havendo exposi¢do continuada
aos mesmos produtos, principalmente piretroides e neonicotinoides, com isso populacdes
resistentes vém sendo descritas (Somavilla et al., 2020; Tuelher et al., 2018). A eficiéncia destes
compostos € comumente determinada em laboratorio por meio da determinacdo da dose ou
concentracgéo letal. No entanto, estes compostos se degradam rapidamente ao longo do tempo,
predominando a exposicdo a doses/concentracdes subletais dos residuos (Desneux et al., 2007;
Pazini et al., 2019). Tais doses, apesar de ndo resultarem em mortalidade aparente, podem afetar
a biologia, fisiologia e comportamento dos insetos, interferindo tanto de forma positiva (Haddi
et al., 2016; Margus et al., 2019; Santos et al., 2016; Sial et al., 2018) como negativa (Wang et
al., 2022; Wu et al., 2022) no potencial demogréafico das populaces.

Efeitos subletais dos inseticidas podem ser tdo ou mais importantes que a mortalidade,
no entanto poucos estudos tém avaliado estes efeitos sobre E. heros. Ja foram relatados casos
de aumento na frequéncia de acasalamento e atividade locomotora quando adultos de E. heros
sdo expostos a inseticidas (Castellanos et al., 2019; Haddi et al., 2016; Tuelher et al., 2017).
Surtos populacionais de E. heros tém sido associados as alteracbes no comportamento de
acasalamento e ao aumento da aptiddo biolégica em populacbes sob doses/concentracdes
subletais de inseticidas, efeito denominado hormese (Margus et al., 2019; Santos et al., 2016;
Sial et al., 2018; Tuelher et al., 2017). Desta forma, 0 manejo de E. heros pode ser otimizado
por meio da busca de novos principios ativos, assim como da avaliacdo dos efeitos subletais
destes compostos.

Oleos essenciais de plantas (OESs) tém sido apontados como promissores para 0 manejo
de insetos devido a sua bioatividade (Hanley et al., 2007) e baixa persisténcia no ambiente.
Além disso, por serem constituidos por uma mistura complexa de monoterpenos,
sesquiterpenos e compostos fendlicos (Rehman & Asif Hanif, 2016; Smigielski et al., 2018),
podem dificultar a selecdo de resisténcia por populacbes de insetos (Bakkali et al., 2008). Os
OEs de Lippia gracilis, por exemplo, sdo constituidos majoritariamente pelos monoterpenos
timol e carvacrol (de Albuquerque et al., 2007), essa constituicdo determina o potencial
inseticida, fungicida e acaricida (Cruz et al., 2013; Melo et al., 2018; Penha et al., 2021; Teodoro
etal., 2021).

Diante disso, no presente trabalho avaliamos a toxicidade e os efeitos subletais de dois
quimiotipos do OE de L. gracilis e de seus compostos majoritarios (timol e carvacrol) em
comparagdo com o inseticida organossintético imidacloprido sobre o percevejo-marrom E.
heros.

5.2. Material e Métodos

5.2.1 Obtencéo dos insetos e manutengdo da criagio

Para estabelecimento da criagdo, cerca de 6000 ovos de E. heros foram obtidos da
empresa Pragas.com (Rua Princesa Isabel, Jardim Pacaembu, Piracicaba, SP). A criacgdo foi
mantida em condicGes laboratoriais, em sala climatizada com temperatura de 25+2°C, umidade
relativa de 70+ 10% e fotoperiodo de 12h, na Universidade Federal de Sergipe (UFS), Séo
Cristovdo- SE (10°54' S, 37°04’ W, 7 m de altitude), Brasil.

Os ovos foram separados em grupos de 200 e colocados em placas de Petri (Global
Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (& 9 x 1,5 cm) forradas com disco de papel filtro
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(Unifil) e um pedaco de algodao umedecido com 200 pL de agua destilada preso a tampa para
manter a umidade no interior da placa. Apos a eclosdo dos ovos, as ninfas de primeiro instar
foram mantidas na placa sem alimentacdo e com adicdo de gua destilada no algod&o quando
necessario até atingirem o segundo instar.

Cada placa contendo as ninfas de segundo instar foi transferida para gaiolas de plastico
transparente (32 cm de comprimento x 23 cm de largura x 10 cm de altura), contendo papel
filtro no fundo e tecido organza na tampa para impedir a fuga dos insetos e permitir trocas
gasosas (Borges et al., 2006). Nas gaiolas foi adicionada uma placa de Petri com algod&o
umedecido com 100 ml de &gua destilada e alimentacdo ad libitum, que consistiu em uma
mistura de vagens de feijdo verde (Phaseolus vulgaris L.), grdos de soja (Glycine max L.),
amendoim cru (Arachis hypogaea L.) e sementes de girassol (Helianthus annuus L.). As gaiolas
foram limpas e a alimentacéo, a 4gua destilada e o papel filtro foram trocados a cada trés dias
até a fase adulta.

Os adultos foram transferidos para uma gaiola maior (50 cm de comprimento x 30 cm
de largura x 15 cm de altura), nas mesmas condigdes das gaiolas de ninfas. Como substrato de
ovoposicao, retalhos de algoddo cru foram dispostos no interior das gaiolas. Os ovos foram
retirados diariamente e acondicionados em placas de Petri (& 9 x 1,5 cm) forradas com disco
de papel filtro (Unifil) e um pedaco de algodao umedecido com 200 L de agua destilada preso
a tampa.

5.2.2 Obtencdo dos compostos e analises quimicas

Os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis foram obtidos dos acessos
LgThy e LgCar, mantidos no banco de germoplasma no Campus Rural da UFS, Séo Cristévéao,
SE, Brasil (10°55 S, 37°11' W, 18 m de altitude).

As folhas dos acessos foram retiradas e secas em estufa a 40 £ 1°C por quatro dias. Os
OEs foram extraidos por meio de hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger modificado e
acondicionados em frascos de vidro de ambar no freezer a - 4 °C. As analises quimicas para
identificacdo e quantificacdo dos compostos foram realizadas de acordo com Cruz et al.,2013.
Os compostos majoritarios timol e carvacrol foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (Saint
Louis, Missouri, EUA) e o inseticida organossintético imidacloprido (700 g i.a/Kg (Evidence®
700 WG; Bayer CropScience, Sao Paulo-SP, Brasil) foi adquirido comercialmente.

5.2.3 Bioensaios

Todos os bioensaios foram realizados em condicdes laboratoriais, em sala climatizada
com temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 70+ 10% e fotoperiodo de 12h, na
Universidade Federal de Sergipe (UFS), S&@o Cristévdo- SE (10°54’ S, 37°04’ W, 7 m de
altitude), Brasil.

Os tratamentos utilizados foram os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis,
seus compostos majoritarios timol (LgThy) e carvacrol (LgCar) e o inseticida imidacloprido
como controle positivo. O solvente utilizado para diluicdo dos compostos foi acetona (Panreac,
UV-IR-HPLC-GPCPAI-ACS, 99,9%).

5.2.3.1 Concentragao-mortalidade

Para obtencdo das curvas de concentragdo-mortalidade, ninfas de terceiro instar de E.
heros recém emergidas foram pesadas individualmente em balanga de precisdo (Shimadzu
corporation, AUW220D, Barueri, Sdo Paulo, Brasil) para manter um padrdo no tamanho
(0,004301 + 0,000456 g) utilizado nos bioensaios. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 12 repeti¢cdes. Cada repeticdo foi composta por cinco ninfas de
terceiro instar de E. heros, totalizando 60 ninfas/concentracdo/tratamento. A unidade
experimental consistiu em uma placa de Petri (Global Trade Technology, Monte Alto, SP,
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Brasil) (J 6 x 1,5 cm), com a borda interna coberta por uma fina camada de vaselina atoxica
(Vasemax, 25 mg) e o fundo forrado com disco de papel filtro (Unifil). A vaselina foi
empregada para evitar a subida das ninfas e manté-las em contato com o tratamento, e o disco
de papel filtro (Unifil) foi utilizado como substrato para receber os tratamentos.

As curvas foram estabelecidas utilizando inicialmente quatro concentracdes (1, 5, 10 e
20 mg do composto por ml de solucdo) de cada tratamento. Em seguida, concentragdes
intermediarias (de cinco a oito) foram utilizadas para tracar as curvas de concentragao-
mortalidade. O papel filtro foi tratado com 200 pL de cada combinagdo tratamento X
concentracdo com o uso de micropipeta de 100 a 1000 puL (Labmate pro). No controle foi
aplicado somente acetona. Apoés a aplicacdo dos tratamentos, as placas contendo o papel filtro
tratados foram mantidas por 5 min em camara de exaustdo para permitir a evaporacao do
solvente. Em seguida, as ninfas de terceiro instar de E. heros foram transferidas para cada uma
das placas, as quais foram cobertas com tecido do tipo organza, a fim de impedir a fuga e
facilitar a troca gasosa dos insetos. Testes preliminares indicaram que a acetona e a vaselina
ndo afetaram a sobrevivéncia ou comportamento das ninfas de E. heros.

A mortalidade das ninfas foi avaliada 72h ap6s a montagem do experimento. Foram
considerados mortos 0s insetos que nao apresentaram movimentacdo apds o estimulo de um
pincel.

5.2.3.2 Repeléncia/irritabilidade e caminhamento

Os bioensaios foram conduzidos segundo metodologia adaptada de Lima et al. (2020),
em delineamento inteiramente casualizado, com 80 repeti¢cOes por tratamento. Cada unidade
experimental consistiu em uma placa de Petri (Global Trade Technology) (60 x 1,5 mm) forrada
com papel filtro (Unifil, &6 cm) contendo uma ninfa de terceiro instar de E. heros.

Para avaliar o comportamento de repeléncia/irritabilidade, o papel filtro foi cortado
simetricamente ao meio e dividido em duas areas que foram tratadas separadamente (metade
tratada e ndo-tratada). Na metade tratada foi aplicado 0,100 puL das CL3o dos tratamentos
determinadas nos bioensaios de concentragdo-mortalidade e na outra metade 0,100 pL de
acetona. Para avaliar o comportamento de caminhamento, o papel filtro foi totalmente tratado
com 200 pL das CLso e no controle foi aplicado somente acetona. No bioensaio de
repeléncia/irritabilidade, as metades foram afixadas com fita dupla-face no fundo das placas.
Os papéis filtro foram secos por 5 mim em camara de exaustdo e depois acondicionados nas
placas de Petri.

O 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-
8mm) acoplada a um computador. Para avaliar o movimento, foi utilizado o software
Ethovision XT (versdo 8.5; Noldus Integration System, Sterling, VA). Os dados foram
analisados utilizando o programa Studio 9 (Pinnacle Systems, moutain View, CA). No
bioensaio de repeléncia/irritabilidade foi avaliado o tempo de permanéncia dos insetos em cada
lado da placa. Ja no bioensaio de caminhamento foram obtidos os dados de distancia percorrida
(mm), velocidade (mm/s), meandro (°/mm) e velocidade angular (°/s).

5.2.3.3 Autolimpeza

Para observar o comportamento de limpeza, um individuo de E. heros (uma ninfa de
terceiro instar ou um adulto — macho ou fémea) foi inserido no centro da placa Petri (Global
Trade Tchnology) (6 cm x 1,5cm), forradas com disco de papel filtro (Unifil, &6 cm), conforme
descrito por Costa et al. (2019). Os tratamentos consistiram na aplicacdo de 200 pL das CL3o
no papel filtro utilizado como substrato.

Todas as observagfes foram iniciadas 1 min apds a montagem do experimento. O
comportamento de limpeza foi registrado durante 10 min/placa, sendo observado 1 min



59

continuo intercalado a cada 1 min, totalizando 5 min de observacao por placa. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com 80 repeti¢fes para cada tratamento.

5.2.4 Analises estatisticas

Os dados de mortalidade obtidos com os experimentos foram submetidos a anélise de
Probit para a determinacdo das curvas de concentracdo-resposta para cada tratamento utilizando
o procedimento PROC PROBIT do SAS™ (SAS Institute, 2008). A partir das curvas foram
obtidas as concentracdes letais capazes de ocasionar 30, 50 e 90% de mortalidade (CL30, CLso
e CLgo) com seus respectivos limites de confianga a 95% de probabilidade (LCgs%). As CLs
foram comparadas pelo critério de ndo sobreposicao dos limites de confianca com a origem.

Os dados de comportamento foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro Wilk
(P > 0,05) e Brown-Forsythe (P > 0,05) para verificar a normalidade dos dados e a
homogeneidade da variancia, respectivamente. Quando os dados apresentaram normalidade e
homogeneidade de variancia eles foram submetidos a andlise de variancia paramétrica
(ANAVA) e quando ndo atenderam aos pressupostos da ANAVA, eles foram submetidos a
andlise de variancia ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis (P < 0,05). Os dados de preferéncia
olfativa foram analisados a posteriori pelo teste exato de Fisher e os dados de
repeléncia/irritabilidade por Wilcoxon a P < 0,05. Ja os dados de caminhamento e autolimpeza
foram analisados a posteriori pelo método de Dunnett’s ou método de comparagao multipla de
Dunn’s a P < 0,05, para verificar diferencas significativas entre os tratamentos com o controle,
para analises paramétricas ou ndo-paramétricas, respectivamente. Todas as anélises dos dados
comportamentais foram feitas utilizando o programa SigmaPlot, versdo 15.0.

5.3. Resultados

5.3.1 Toxicidade

Os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis e seus compostos majoritarios
foram tdxicos para ninfas de terceiro instar de E. heros (Fig. 1). O bioinseticida timol
(CL30=0,071; CL30=0,20 e CLg0=2,82 mg/ml) foi igualmente tdxico ao controle positivo
(imidacloprido) em todas as concentracGes letais. Na concentracéo letal necessaria para matar
30% da populacdo, a toxicidade do OE do quimiotipo timol de L. gracilis foi similar a
toxicidade de timol e imiacloprido (Fig. 1). Os valores de CLso obtidos para os OEs dos
quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis e carvacrol isolado foram superiores a CLso do
timol e n&o diferiram entre si (Fig. 1).

5.3.2 Repeléncia/irritabilidade

Em todos os casos, 0s bioinseticidas causaram repeléncia/irritabilidade. Os insetos
ficaram, em média, somente 31; 29; 23 e 29% do tempo no lado tratado com os OEs dos
quimiotipos carvacrol e timol e, seus majoritarios timol e carvacrol, respectivamente (Fig. 3).
O inseticida imidacloprido nédo causou repeléncia/irritabilidade nos insetos (P = 0,264) (Fig. 3).

5.3.3 Caminhamento

O bioensaio para verificar alteragdes no comportamento de caminhamento de ninfas de
terceiro instar de E. heros causado pelos compostos foi realizado em arenas (26 cm) totalmente
tratadas. De forma geral, o comportamento de caminhamento de ninfas foi alterado pelos
bioinseticidas e ndo afetado pelo imidacloprido (Fig. 4). A velocidade (H =55,79;g.l. =5; P <
0,001) e o deslocamento (H = 57,51; g.I. = 5; P < 0,001) foram reduzidos, a exce¢do da
velocidade de ninfas expostas ao carvacrol isoladamente (Fig. 4A, C).

O OE do quimiotipo carvacrol de L. gracilis e o timol ocasionaram maiores velocidades
angulares nos insetos (H =56,66; g.I. =5; P <0,001) (Fig. 3B). Da mesma forma, foi observado
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0 aumento de meandros (H = 78,63; g.I. = 5; P < 0,001) em ninfas expostas a estes compostos
e ao OE do quimiotipo timol de L. gracilis (Fig. 3D).

5.3.4 Autolimpeza

Quando ninfas de terceiro instar de E. heros foram submetidas as ClLszo dos
bioinseticidas, observou-se um aumento no numero de limpezas do aparelho bucal em relacéo
ao controle (H = 190,56; g.l. =5; P <0,001) (Fig. 5A). Na fase adulta esse comportamento foi
reduzido, sendo verificado autolimpeza das fémeas expostas ao OE do quimiotipo carvacrol de
L. gracilis (H = 17,26; g.l. = 5; P = 0,004) (Fig. 5B) e nos machos quando expostos aos OEs
dos dois quimiotipos (H = 20,71; g.I. =5; P <0,001) (Fig. 5C). O inseticida imidacloprido ndo
afetou o comportamento de autolimpeza de ninfas e adultos de E. heros (Fig. 5A, B, C).

5.4. Discusséo

Neste estudo, avaliamos os efeitos letais e subletais dos OEs de L. gracilis e seus
compostos majoritéarios timol e carvacrol sobre o percevejo fitéfago E. heros. Embora todos os
OEs e seus majoritarios tenham apresentado efeito toxico sobre individuos do percevejo, o timol
se destacou por exibir toxicidade comparavel a observada para o inseticida organossintético
(Fig.1). A toxicidade do timol e carvacrol pode estar relacionada a sua estrutura quimica, por
possuirem ligacdes simples, sdo considerados compostos saturados, o que facilitaria a sua
absorcéo pelo inseto, além da presenca de hidroxila no anel de benzeno (Phillips et al., 2010).
Por sua vez, a menor toxicidade do carvacrol em relagdo ao timol se da pela auséncia do grupo
funcional metil (Park et al., 2017). De maneira geral, a toxicidade desses majoritarios ja foi
descrita contra diversos insetos, incluindo formigas (Dantas et al., 2023), percevejos, lagartas
(Lima et al., 2020; Moretti et al., 2013); mosca-das-frutas-oriental (Jaffar & Lu, 2022),e barata
(Gaire et al., 2017).

Além da toxicidade, os bioinseticidas também causaram alteracbes comportamentais
nos percevejos, um efeito que ndo foi observado para o neonicotinoide. Além dos efeitos
neurotoxicos que podem estimular ou reduzir a mobilidade dos insetos, afetando assim seus
padrdes de movimento (Barson et al., 1992; Dantas et al., 2023), neste estudo a reducdo da
capacidade de locomocdo de E. heros tratados com os bioinseticidas pode estar relacionada ao
aumento no numero de autolimpezas do aparelho bucal (Fig. 4). O aumento dessa atividade
pode ser correlacionado a irritacdo e a percepc¢do desses compostos como substancias estranhas.

A autolimpeza esta geralmente associada a eliminacdo de patdgenos (Zhukovskaya et
al., 2013) e de contaminantes na cuticula (Nadein & Gorb, 2022); além de permitir a
manutencdo da acuidade olfativa dos insetos (Bordczky et al., 2013). Por sua vez, a saliva
presente no aparelho bucal de insetos € constituida por uma gama de componentes encarregados
pela supressdo e desintoxicacao das respostas de defesa das plantas contra herbivoria (Stafford-
Banks et al., 2014). Um dos constituintes, a enzima protease, é responsavel pela inativagédo de
toxinas proteicas, que sao usadas na defesa das plantas, a acdo dessa enzima reduz essas toxinas
em aminoéacidos livres, tornando-os prontos para o consumo (Chang & Werb, 2001; Hou et al.,
2014; Wang et al., 2008). O E. heros possui diferenciacdo muscular na regido onde estdo
localizadas as glandulas salivares, 0 que o torna capaz de utilizar de estratégias para controlar
aproducdo e liberagdo dessa secrecdo (Castellanos et al., 2017), caracteristica fundamental para
a efetividade da autolimpeza.

Por outro lado, o0 aumento do numero de autolimpezas resulta em mais tempo sem
locomocdo, o que pode afetar a alimentacéo e a capacidade das ninfas de perceber riscos. No
caso de insetos adultos (machos e fémeas) que se comunicam por sinais vibracionais (Kav¢i¢
et al., 2013), o aumento nas atividades de autolimpeza observado ap0s a exposicdo aos
bioinseticidas pode reduzir a comunicagdo para a copula, limitando assim as oportunidades de
sucesso reprodutivo.
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O imidacloprido, embora atue no sistema nervoso do inseto causando hiperexcitagcao
(Sparks; Nauen, 2015), ndo alterou o padrdo de caminhamento do percevejo (Fig. 3), um
resultado que ja foi observado em Pentatomidae como o Podisus nigispinus (Lima et al., 2020),
nem influenciou as atividades de limpeza. Possivelmente, devido ao inseticida comercial
aumentar a apoptose, causar lesdes em células das glandulas salivares (Castellanos et al., 2021)
e reduzir a atividade das enzimas proteoliticas (Perez Campos et al., 2021), condicdo que pode
ser responsavel pela alta toxicidade do neonicotinoide e reduzido nimero de limpezas. Além
disso, a auséncia de efeito comportamental pode estar relacionada a resisténcia metabdlica do
E. heros ao inseticida (Azevedo et al., 2022; Castellanos et al., 2019).

Os 0Oleos essenciais tem efeito repelente e de irritabilidade reconhecidos (Lee, 2018), ou
seja, formam uma barreira de vapor que visa impedir o0 inseto de entrar em contato com a
superficie contaminada (Brown & Hebert, 1997; Nerio et al., 2010). Isso se deve, em grande
parte, a sua composi¢do quimica, com a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos, uma vez
que os majoritarios isolados também demonstraram as mesmas propriedades repelentes (Lima
et al., 2020; Masoumi et al., 2016; Oliveira et al., 2022; Tabari et al., 2017). Assim como no
presente estudo, percevejos Cimex lectularius evitaram areas tratadas com timol e carvacrol. A
evitacdo se da, provavelmente, por irritacdo ap6s o contato com a area tratada (Gonzélez-
Morales et al., 2021). Por serem insetos generalistas, E. heros captam mais informacdes
volateis, com isso acabam tomando decisdes mais lentas e menos precisas que fit6fagos
especialistas (Steck & Snell-Rood, 2018; Terraube et al., 2011), provavelmente essa condi¢do
fez com que as ninfas entrassem em contato com o substrato contaminado e somente depois
decidissem por estar no lado néo tratado (Fig. 2).

De maneira geral, acredita-se que 0s percevejos possuem mecanismos comportamentais
capazes de reduzir o contato com areas contaminadas com xenobi6ticos (Romero et al., 2009),
isso se deve a presenca de proteinas olfativas que permitem o recolhimento de pistas olfativas,
possibilitando identificar se hd na area tdxicos (Taszakowski et al., 2023). Substratos
contaminados correspondem, para o inseto, o custo de energia, de tempo e nutricionais para sua
desintoxicacdo. Normalmente, residuos diminuem o valor nutritivo e tendem a ser evitados, e
se ndao houver outra possibilidade serdo consumidos (Schowalter, 2011), ocasionando
intoxicagao e consequentemente mortalidade.

Em conclusdo, este estudo demonstrou o potencial de toxicidade e os efeitos subletais
dos Oleos essenciais de Lippia gracilis e seus compostos majoritarios timol e carvacrol sobre
E. heros. Além do efeito toxico promissor do timol (semelhante ao do Evidence), esse composto
também causou irritacdo/repeléncia e aumento nas atividades de autolimpeza, com consequente
reducdo na capacidade de locomocdo. Portanto, esses bioinseticidas, especialmente o timol,
podem ser considerados como alternativas para novas moléculas de inseticidas, reduzindo
assim os efeitos indesejados do manejo de E. heros.
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Fig. 1. Toxicidade dos 6leos essenciais dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol (EO
LgCar) de Lippia gracilis, seus compostos majoritarios isolados e do inseticida imidacloprido
sobre ninfas de terceiro instar de Euschistus heros. Histogramas representam as concentragoes
letais necessarias para matar 30, 50 e 90 % das populacdes e as linhas de erro os respectivos
intervalos de confianga a 95%. A area sombreada indica a faixa do intervalo de confianca do
controle positivo (imidacloprido). g= inclinagdo da curva % erro padréo.
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Fig. 2. Tempo médio de permanéncia de ninfas de terceiro instar de Euschistus heros em cada
lado da arena parcialmente tratadas com as CL30 dos 6leos essenciais dos quimiotipos timol
(EO LgThy) e carvacrol (EO LgCar) de Lippia gracilis e seus compostos majoritarios (Thy e
Car) e do inseticida imidacloprido. Histogramas seguidos por asterisco indicam que houve
diferenca no tempo de permanéncia das ninfas entre o lado tratado e o ndo tratado por um
periodo de 600 s, pelo teste de Wilcoxon (P < 0,05). EO LgThy = 6leo essencial de Lippia
gracilis quimiotipo timol; EO LgCar = 6leo essencial de Lippia gracilis quimiotipo carvacrol;
Thy = timol; Car = carvacrol e Imi = imidacloprido.
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Fig. 3. Comportamento de deslocamento de ninfas de terceiro instar de Euschistus heros
expostas por 600 s as CL30 dos 6leos essenciais dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol
(EO LgCar) de Lippia gracilis e seus compostos majoritarios (Thy e Car) e do inseticida
imidacloprido. Os circulos no gréfico representam 5° e 95° percentis. As linhas de erro
representam os 10° 90° percentis e as bordas da caixa sdo 0s 25° e 75° percentis. As médias
marcadas com asterisco diferem do controle pelo método de comparacdo maltipla paramétrica
de Dunnett’s ou ndo-paramétrica de Dunn’s em P < 0.05. CRT = controle. EO LgThy = 6leo
essencial de Lippia gracilis quimiotipo timol; EO LgCar = 6leo essencial de Lippia gracilis
quimiotipo carvacrol; Thy = timol; Car = carvacrol e Imi = imidacloprido.
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Fig. 4. Comportamento de autolimpeza do aparelho bucal de ninfas (A) e adultos (B e C) de
Euschistus heros expostos aos 6leos essenciais dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol
(EO LgCar) de Lippia gracilis e seus compostos majoritarios (Thy e Car) e do inseticida
imidacloprido. Os circulos no grafico representam 5° e 95° percentis. As linhas de erro
representam os 10° e 90° percentis e as bordas da caixa sdo 0s 25° e 75° percentis. As médias
marcadas com asterisco diferem do controle pelo método de comparacdo mdultipla paramétrica
de Dunnett’s ou ndo-paramétrica de Dunn’s em P < 0.05. CRT = controle. EO LgThy = dleo
essencial de Lippia gracilis quimiotipo timol; EO LgCar = 6leo essencial de Lippia gracilis
quimiotipo carvacrol; Thy = timol; Car = carvacrol e Imi = imidacloprido.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstra a atividade inseticida dos 6leos essenciais de quimiotipos de L.
gracilis, dos majoritarios timol e carvacrol sobre o E. heros. Além disso, 0 composto majoritario
timol causou alteracfes nos aspectos bioldgicos e comportamentais do percevejo.

Diante disso, 0 composto majoritario timol é promissor para sintese de novas moléculas
inseticidas, podendo ser utilizado em programas de manejo do percevejo-marrom-da-soja.
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