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Resumo
RODRIGUES, Hígor de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Fevereiro, 2017.
Cloreto de Sódio: adjuvante inseticida ou indutor de crescimento populacional em
Euschistus heros? Orientador: Eugênio Eduardo de Oliveira. Coorientador: Khalid
Haddi.

A soja é uma das culturas representativas do agronegócio brasileiro. No entanto, durante

o ciclo de desenvolvimento da cultura, vários fatores atuam como redutores de produ-

tividade. Dentres estes fatores de redução de produtividade, o ataque de insetos-praga,

com destaque para o percevejo-marrom da soja Euschistus heros, tem sido associados a

elevadas perdas. Por estas razões, ferramentas de manejo se tornam necessárias para

minimizar as perdas provocadas por E. heros e o uso adequado de inseticidas continua

sendo a alternativa mais viável para este fim. Grupos de inseticidas de descobertas mais

recentes (e.g, os neonicotinoides tendo imidaclopride como o exemplo mais evidente)

têm sido muito usados atualmente visto sua eficiência e, principalmente, em decorrência

da necessidade de substituição de classes de inseticidas mais antigas (i.e., organofos-

forados, carbamatos e organoclorados). Apesar da sua eficácia, estas novas moléculas

quando em concentrações subletais podem propiciar modificações bioecológicas e alte-

rações no padrão reprodutivo, na longevidade e no crescimento populacional de insetos.

Adicionalmente ao uso de novas moléculas, muitos agricultores têm lançado mão do uso

de adjuvantes inseticidas (e.g., cloreto de Sódio - NaCl) para potencializar a ação dos in-

seticidas. Entretanto, os efeitos decorrentes da adição destes adjuvantes ainda requerem

maiores investigações. Em vista disso, esta dissertação foi conduzida com objetivo de

avaliar os efeitos subletais de imidaclopride associado ao NaCl em adultos de E. heros

bem como averiguar o impacto destas soluções inseticidas no comportamento reprodu-

tivo desta espécie. Além destes fatores, a conducção das investigações presentes nesta

dissertação possibilitou estudar o impacto desta ferramenta (i.e., imidaclopride + NaCl)

no comportamento reprodutivo e na dinâmica populacional de E. heros. Num primeiro

momento, grupos de adultos de E. heros foram submetidos a concentrações subletais de

imidaclopride (0,042; 0,126; 0,42 ou 1,26 µg i.a./cm2, equivalente a respectivamente 1,

3, 10 e 30% da dose recomendada para utilização no campo, que é 4,2 µg i.a./cm2) com

associação ou não a NaCl (0,5 % p/v). Com base nos nossos resultados, quando concen-

trações subletais desta calda inseticida contendo NaCl atingem adultos no início da vida,

apesar do incremento observado na mortalidade, os sobreviventes a esta exposição são

capazes de incrementar seu fitness reprodutivo, deixando maior número de ovos e ninfas

ao longo da vida. Nesta dissertação, também se avaliou os efeitos da exposição subletal

ninfal (i.e. 5º ínstar) ao imidaclopride mais NaCl na dinâmica populacional da praga.

Nossos resultados demonstram que quando há exposição ninfal, as concentrações suble-

tais de imidaclopride com ou sem associação de NaCl reduzem o potencial reprodutivo e

a estimativa de crescimento populacional da espécie. Portanto, com base nos resultados,

a aplicação de imidaclopride + NaCl é mais efetivo para o manejo de ninfas de 5º ínstar
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do que para adultos de E. heros, visto que se bem conduzida, a aplicação destas caldas au-

mentam a toxicidade do inseticida além de reduzir crescimento populacional dos adultos

que eventualmente sobrevivam a esta exposição na fase ninfal. Uma explicação poten-

cial para estes resultados, porém ainda carente de maiores comprovações, seria eventuais

desequilibrios hormonais em ninfas com efeitos irreparáveis para a fase adulta.
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Abstract
RODRIGUES, Hígor de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2017.
Sodium Chloride: insecticidal adjuvant or inducer of population grownth in Euschis-
tus heros? Advisor: Eugênio Eduardo de Oliveira. Co-advisor: Khalid Haddi.

Soybean is one of the most representative crops of Brazilian agribusiness. However, dur-

ing the crop development cycle, several factors act as productivity reducers. In these

productivity reduction factors, the insect-pest attack, with emphasis on the Neotropical

brown stink bug Euschistus heros, has been associated with high losses. For these reasons,

management tools have become necessary to minimize the losses caused by E. heros and

the proper use of insecticides, and it remains a more viable alternative for this purpose.

More recently discovered insecticide groups (eg, neonicotinoids tending imidacloprid as

the most obvious example) have been widely used for their high efficiency and espe-

cially for the need to replace classes of insecticides and old ones (i.e. organophosphates,

carbamates and endosulfan). Despite their effectiveness, these new molecules when in

sublethal concentrations can provide bioecological modifications and changes on repro-

ductive pattern, longevity and population growth of insects. In addition to the use of

new molecules, many farmers have used the use of insecticidal adjuvants (e. g. sodium

chloride - NaCl) to potentiate an action of insecticides. However, the results of adding

these adjuvants also require further investigation. In view of this, this dissertation was

conducted with the objective of evaluating the effects of NaCl associated imidacloprid

in adults of E. heros as well as to investigate the impact of insecticidal solutions on the

reproductive behavior of this species. In addition to the factors, the conduction this dis-

sertation made possible of studing the impact of this tool (i. e. imidacloprid + NaCl) on

a reproductive behavior and population dynamics of E. heros, At first, groups of adults

of E. heros were submitted to sublethal concentrations of imidacloprid (0.042, 0.126, 0.42

or 1.26 µg i.a./cm2, equivalent respectively to 1, 3, 10 and 30% of the recommended dose

for use in the field, which is 4.2 µg i.a./cm2) with or without NaCl (0.5% w/v). Based

on our results, when sublethal concentrations of this insecticidal liquid containing NaCl

reach roots in early life, despite the observed increase in mortality, survivors of this ex-

posure are able to increase their reproductive fitness, leaving more eggs and nymphs

throughout the life. In this dissertation, the effects of the sublethal ninfal exposure (i.e.,

5th instar) on imidacloprid plus NaCl in the population dynamics of the pest were also

evaluated. Our results demonstrate that when there is nymphal exposure, the sublethal

concentrations of imidacloprid with or without NaCl association reduce the reproduc-

tive potential and the population growth estimate of the species. Therefore, based on our

results, the application of imidacloprid + NaCl is more effective for the management of

nymphs of 5th instar than for adults of E. heros, since if well conducted, the application of

these sprays increases the toxicity of the insecticide beyond of reducing the population

growth of adults who eventually survive this exposure in the nymphal phase. A possible
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explanation for these results, although more lacking of more proofs, would be possible

hormonal imbalances in nymphs with irreparable effects for an adult phase.
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Introdução geral

A cultura da soja, Glycine max (L.) Merril, representa 22,64% das exportações de produtos

agropecuários brasileiros (Brasil, 2017), o que a torna uma importante commodity. No

entanto, seu desenvolvimento pode ser afetado por ataque de insetos-praga, dentre os

quais se destacam o complexo de pentatomídeos. O percevejo-marrom da soja, Euschistus

heros (Fabricius, 1794) (Heteroptera: Pentatomidae), é o percevejo mais prevalentes e o

maior causador de dano na cultura da soja nos últimos anos (Silva et al. 2011; Bueno

et al. 2012, 2015; Sosa-Gomez et al. 2014; Tuelher et al. 2016). Por estas razões, há a

necessidade de melhorar o manejo desta praga e o uso adequado de inseticidas ainda se

constitui como o mais eficaz para o controle destas pragas (Ghimire and Woodward 2013;

Guedes 2017). Todavia, o uso indiscriminado de inseticidas levam à perdas substanciais

como o comprometimento de organismos não-alvo, seleção de populações resistentes e

a ocorrência de potenciais surtos de pragas secundárias (Sosa-Gomez et al. 2001; Sosa-

Gomez e Silva 2010; Guedes e Cutler 2014; Bueno et al. 2015; Haddi et al. 2016; Santos et

al. 2016, Tuelher et al. 2017).

Nos últimos anos, neonicotinoides como imidaclopride tornaram-se os inseticidas mais

usados no mundo e também para controlar E. heros no Brasil (Sosa-Gomez et al. 2009;

Simon-Delso et al. 2015), principalmente devido a necessidade de substituição de classes

inseticidas como organofosforados, carbamatos e organoclorados bem como devido a sua

alta eficácia frente a diversas espécies de pragas agrícolas (Jeschke et al. 2013). Além do

impacto letal que esses compostos propiciam a populações de diversas espécies, os efeitos

subletais oriundos da exposição à essas moléculas podem desencadear diversas modifi-

cações bioecológicas como alteração na longevidade, fecundidade e fertilidade (Haynes

1988; Teodoro et al. 2005; Haddi et al. 2016; Santos et al. 2016; Tuelher et al. 2017). Em-

bora algumas espécies reduzam sua taxa de reprodução e sobrevivência mediadas por

exposição subletal a imidaclopride (Bao et al. 2009; Tan et al. 2012), alguns estudos são

1



Introdução geral

contraditórios e associam ganhos reprodutivos advindos dessa exposição (Yu et al. 2010;

Szczepaniec e Raupp 2013; Santos et al. 2016; Haddi et al. 2016; Tuelher et al. 2017).

Aliado a isso, a utilização de cloreto de sódio (NaCl, 0,5% p/v) misturado a caldas con-

tendo inseticidas fosforados propicia a redução de 50% da dose inseticida a ser utilizada

sem que haja perda da eficiência de controle (Corso 1990; Corso and Gazzoni 1998; Bueno

et al. 2012). Entretanto, pouco se sabe das bases fisiológicas desse efeito sinérgico o que

requer maiores investigações. A par dessas informações, a presente dissertação foi con-

duzida com os seguintes objetivos: (I) avaliar a toxicidade de imidaclopride associado

ou não a NaCl em adultos de E. heros; (II) averiguar os potenciais distúrbios reprodutivos

oriundos da exposição subletal dessa solução em adultos e o (III) impacto desta exposi-

ção subletal quando a mesma acontece em ninfas de 5° ínstar, avaliando principalmente

o crescimento populacional dos adultos que sobreviveram a exposição subletal na fase

ninfal.
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Toxicidade e mudanças no padrão sexual e reprodutivo promo-

vido por imidaclopride associado a NaCl em Eushistus heros

Resumo

A crescente utilização de inseticidas é indispensável para assegurar a produção agrí-

cola em todo o mundo. Neonicotinoides, com destaque para o imidaclopride, tem sido

uma das principais moléculas utilizadas para controle de Euschistus heros nos campos

de produção de soja. Este inseticida pode promover mortalidade ou resultar na altera-

ção comportamental de organismos-alvo, principalmente quando encontram-se em do-

sagens subletais. Em adição, Cloreto de Sódio é utilizado como adjuvante na calda inseti-

cida por muitos agricultores, mas seus efeitos letais e, principalmente, subletais não tem

sido devidamente investigados. Por estas razões, a toxicidade e os potenciais distúrbios

reprodutivos causados por dosagens subletais de imidaclopride associado a cloreto de

sódio (NaCl) em E. heros foram alvos dessa investigação. Cloreto de Sódio (0,5% p/v)

em associação a imidaclopride foi capaz de incrementar a toxicidade a E. heros em todas

as dosagens subletais testadas. A concentração de 0,126 µg i.a./cm2 de imidaclopride

(equivalente 3% da dose recomendade para utilização no campo, que é 4,2 µg i.a./cm2)

influenciou negativamente o comportamento sexual de E. heros (tempo total de cópula,

tempo médio de cópula e latência). Quando associado a NaCl, essa concentração foi ca-

paz de reduzir o tempo médio de cópula dos casais tratados, todavia o número de vezes

que esses casais copularam foi maior. Ainda em associação com NaCl, essa concentração

inseticida foi capaz de reduzir a oviposição e a porcentagem de eclosão média diária de

fêmeas de E. heros; apesar disso, o número de ovos e ninfas deixados ao longo da vida das

fêmeas foi superior nas caldas que continham NaCl. Isso ocorre porque a ação atrativa em

pequenas concentrações desse fagoarrestante pode fazer com que haja mais contato e/ou

ingestão da molécula inseticida, podendo resultar no acréscimo de mortalidade. Além

disso, NaCl em concentrações subletais de calda inseticida com imidaclopride pode po-

tencializar a frequência de cópula em machos e influenciar no desenvolvimento ovariano

nas fêmeas. Esses resultados sugerem uma hipótese para explicar o crescimento popu-
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lacional de E. heros em campos de produção de soja e fornecem uma ferramenta para

auxiliar o MIP (Manejo Integrado de Pragas) desta espécie na cultura.

Palavras-chave: Cloreto de Sódio, Inseticida, Pentatomidae

Abstract

The increasing use of insecticides is indispensable for the increase in agricultural pro-

duction worldwide. Neonicotinoids, especially imidacloprid, has been the main mole-

cule used to control Euschistus heros in the soybean production fields. This insecticide

can promote mortality or result in the behavioral change of target organisms, especially

when they are in sublethal dosages. In addition, NaCl is used as an adjuvant in insecti-

cidal sprays by many farmers, but its lethal and mainly sublethal effects have not been

properly investigated. For these reasons, toxicity and potential reproductive disturban-

ces caused by sublethal dosages of imidacloprid associated with sodium chloride (NaCl)

in E. heros were the targets of this investigation. Sodium Chloride (0.5% w/v) in combi-

nation with imidacloprid was able to increase toxicity to E. heros at all sublethal dosages

tested. The concentration of 0.126 µg a.i./cm2 of imidacloprid (equivalent to 3% of the

recommended dose for field use, which is 4.2 µg a.i./cm2) negatively influenced the se-

xual behavior of E. heros (total copulation time, mean copulation and latency). When

associated with NaCl, this concentration was able to reduce the average copulation time

of the treated couples, however the number of times these couples copulated was greater.

Also in association with NaCl, this insecticide concentration was able to reduce ovipo-

sition and the percentage of daily hatching of E. heros females; despite this, the number

of eggs and nymphs left over the life of the females was higher in the NaCl containing

sprays. This is because the attractive action in small concentrations of this phagemid

may cause more contact and/or ingestion of the insecticidal molecule, which may result

in an increase in mortality. In addition, NaCl in sublethal concentrations of insecticidal

spray with imidacloprid may potentiate the frequency of mating in males and influence

ovarian development in females. These results suggest a hypothesis to explain the popu-

lation growth of E. heros in soybean production fields and provide a tool to assist the MIP

(Integrated Pest Management) of this species in the crop.

7



Cap. 1 Adultos de E. heros expostos a imidaclopride com adição de NaCl

Key words: Sodium Chloride, Insecticide, Pentatomidae

1.1 Introdução

A busca pelo aumento na produção de alimentos e de outros produtos agrícolas nos

mais diversos setores faz com que haja um incremento na utilização de agroquímicos em

todo o mundo, sendo o Brasil o principal consumidor desses insumos (Ghimire and Wo-

odward 2013; Macfadyen et al. 2014). Dessa forma, o uso deliberado de inseticidas com o

objetivo de reduzir populações de insetos-praga é indispensável. Todavia, quando utili-

zados indiscriminadamente, podem resultar em perdas irreparáveis para saúde humana

e também para o agroecossistema como perda da biodiversidade, seleção de populações

resistentes e surtos populacionais (Ghimire e Woodward 2013; Szczepaniec and Raupp

2013; Macfadyen et al. 2014; Guedes et al. 2016).

Neonicotinoides têm sido o grupo inseticida mais utilizado ao longo dos ultimos anos

principalmente devido a sua maior segurança de aplicação e ao banimento de classes

inseticidas mais antigas (organofosforados, carbamatos, organoclorados) (Jeschke et al.

2013). No Brasil, essa molécula tornou-se a mais comum para controlar o percevejo Eus-

chistus heros (F.) (Hemiptera: Pentatomidae) (Sosa-Gomez et al. 2009; Sosa-Gomez e Silva

2010), que atualmente é o percevejo-praga predominante nos campos de soja (Saluso et

al. 2011; Panizzi et al. 2012). Entretanto, uma vez que essas moléculas são pulverizadas

no ambiente, seus efeitos em pragas alvo podem conduzir a mortalidade direta prejudi-

cando a funcionalidade de diferentes subtipos de receptores nicotínicos de acetilcolina

(nAChR) (Oliveira et al. 2011; Jeschke et al. 2013; Casida and Durkin 2013) ou resultar

em efeitos subletais que potencialmente podem interferir com a longevidade ou alterar

comportamentos chave (por exemplo, alimentação, reprodução e locomoção) (Bao et al.

2009; Tan et al. 2012; Haddi et al. 2016; Santos et al. 2016; Zeng et al. 2016).

Nos campos brasileiros de produção de soja, há a pratica rotineira de adicionar Clo-

reto de Sódio (NaCl) na calda inseticida. NaCl é um fagoarrestante a diversos grupos

de insetos, incluindo insetos-praga e polinizadores, tem preferência por essa substância

(Corso e Gazzoni 1998; Bonoan et al. 2016). Em associação com inseticidas, NaCl tem
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comprovada eficácia na mortalidade de pentatomideos-praga por potencializar a ação

destes compostos (Corso 1990; Corso e Gazzoni 1998). Todavia, o impacto de caldas in-

seticidas que possuem NaCl tem sido negligenciados em organismos alvo como E. heros,

principalmente quando refere-se a dosagens subletais desses compostos.

Insetos no início da idade adulta podem estar sujeitos a exposição de dosagens suble-

tais de caldas inseticidas nos campos de produção que pode vir a afetar sua dispersão.

sobrevivência e reprodução por toda a vida adulta. Aumento da longevidade, resistên-

cia a estresse biótico e abiótico e impactos no comportamento reprodutivo são alguns

dos distúrbios que podem ser causados em insetos que sofrem algum estresse no início

da vida adulta (Burger e Promislow 2004; Noguera et al. 2011; López-Martínez e Hahn

2012).

Dessa forma, os objetivos dessa investigação foram avaliar a toxicidade de imidaclo-

pride associado ou não a NaCl em adultos de E. heros e averiguar os potenciais distúrbios

reprodutivos provocados pela exposição subletal à estas soluções inseticidas.

1.2 Material e Métodos

1.2.1 Coleta e criação dos insetos

A colônia de E. heros estabelecida em laboratório foi proveniente de indivíduos obtidos

de uma colônia já existente mantida na EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia

(Brasília, DF, Brasil). Indivíduos coletados em cultivos de soja no município de Tangará

da Serra (Mato Grosso, Brasil) e de cultivos de soja de campos experimentais da Universi-

dade Federal de Viçosa (Viçosa, Minas Gerais, Brasil) foram periodicamente introduzidos

a colônia a fim de aumentar a variabilidade genética dos insetos utilizados no bioensaio.

A colônia foi criada seguindo métodos previamente descritos (Borges et al. 2006; Silva et

al. 2011) e mantida sob condições controladas (27 ± 2 °C, 60 ± 20% de umidade relativa e

fotoperíodo de 14 h).
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1.2.2 Bioensaio de concentração-mortalidade

Os bioensaios de concentração-mortalidade seguiram métodos que foram adaptados a

partir de estudos toxicológicos de E. heros em laboratório (Willrich et al. 2003, Snodgrass

et al. 2005). Foi utilizado uma formulação comercial do inseticida neonicotinoide imi-

daclopride (grânulos dispersíveis em água a 700 g de ingrediente ativo (i.a.)/L; Bayer

CropScience, São Paulo, Brasil) veiculado em água (destilada e deionizada) para revestir

as paredes internas de frascos de vidro transparente de 250 mL. Foi adicionada uma ali-

quota de 2 mL em cada frasco de vidro e posteriormente foram colocados para secar em

rotor.

Foram utilizadas quatro concentrações (0,042; 0,126; 0,42 e 1,26 µg i.a./cm2, equiva-

lente a respectivamente 1, 3, 10 e 30% da dose recomendada para utilização no campo,

que é 4,2 µg i.a./cm2) com adição ou não de NaCl para avaliar a mortalidade de adul-

tos recém-emergidos (< 24 h). No controle, os insetos foram expostos a água destilada

e deionizada com adição ou não de NaCl. Dez repetições, cada uma com dez adultos

recém-emergidos, foram utilizadas em cada concentração. A parte interna do topo de

cada frasco foi revestida com Teflon PTFE (DuPont, Wilmington, DE, EUA) e fechado

com um pedaço de organza e um elástico para evitar a fuga dos insetos. Insetos foram

contados como mortos quando eram incapazes de andar o comprimento do seu corpo

quando pinçadas com um pincel de cerda fina após uma exposição de 48 h ao inseticida.

1.2.3 Exposição a doses subletais de imidaclopride

Adultos machos e fêmeas recém-emergidos (< 24 h) de E. heros foram expostos sepa-

radamente durante 48 h ao resíduo seco de imidaclopride nas diferentes concentrações

utilizadas no bioensaio de concentração-mortalidade. Após realizado este bioensaio e

observado efeito no comportamento de cópula na concentração de 0,126 µg i.a./cm2, foi

realizado outro bioensaio de exposição subletal à esta concentração de interesse com adi-

ção ou não de NaCl, 0,5% p/v ou água destilada e deionizada com adição ou não desse sal

na mesma concentração (controle). Após a exposição, fêmeas e machos foram mantidos

separados em recipientes de plástico por 10 dias e alimentados ad libidum até atingirem a
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maturidade sexual (a partir do 13º dia no estágio adulto).

1.2.4 Bioensaio de comportamento sexual

Após a maturação sexual, 20 a 25 casais virgens previamente expostos, como nas con-

dições anteriores, foram destinados ao acasalamento. Todo comportamento foi gravado

com auxílio de uma filmadora digital (HDR-XR520V, Sony, Tóquio, Japão) por 13 h. Após

esse período, os casais foram separados e mantidos individualmente em placas de Petri.

A análise da filmagem possibilitou avaliar o tempo até a primeira cópula, o número de

cópulas, a duração média e a duração total de acasalamento para cada casal. O número

de casais que não se acasalaram foi sempre inferior a 2% e seus resultados não foram

utilizados na análise estatística.

1.2.5 Bioensaio de reprodução

Após o acasalamento, 20 a 25 casais da concentração de interesse, 0,126 µg i.a./cm2 com

adição ou não de sal de cozinha (NaCl, 0,5% p/v) ou água destilada e deionizada com

adição ou não de sal de cozinha na mesma concentração (controle), foram monitorados

separadamente até a morte. O número total de ovos depositados e ninfas emergidas

foram registrados diariamente até a morte de cada fêmea. Insetos foram contados como

mortos quando eram incapazes de andar o comprimento do seu corpo quando pinçadas

com um pincel de cerda fina.

1.2.6 Análise estatística

A mortalidade causada foi submetida a análises de covariância com a solução inseti-

cida (imidaclopride ou imidaclopride com adição de NaCl) como variável independente

e a concentração da solução inseticida como covariável. Análises de regressão linear

complementar foram realizadas quando necessário (PROC REG, SAS Institute 2008). As

premissas de normalidade e homogeneidade de variância foram verificadas e nenhuma
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transformação de dados foi necessária (procedimento UNIVARIATE, SAS Institute 2008).

Os parâmetros de comportamento de acasalamento foram submetidos à análise de va-

riância univariada (ANOVA) ou Kruskal-Wallis one-way ANOVA on ranks quando não

foram satisfeitas as premissas de normalidade e homogeneidade. Todas as comparações

múltiplas por pares, sempre que necessário, foram realizadas aplicando o teste de Tu-

key (P < 0,05) utilizando SigmaPlot 12.5 (Systat Software, San José, CA, EUA). Os dados

de fecundidade e fertilidade diária foram submetidos à análise de regressão para detec-

tar tendências diárias que resultaram cada tratamento ao longo do tempo. O modelo

de regressão foi escolhido com base na parcimônia, menores erros padrões e acentua-

dos aumentos em R2 com a complexidade do modelo. Os modelos de regressão para

cada tratamento foram considerados diferentes entre si se os limites de confiança de seus

parâmetros não se sobrepuseram.

1.3 Resultados

1.3.1 Bioensaio de concentração-mortalidade

O modelo de análise de covariância para mortalidade causada por imidaclopride de-

monstrou significância para as fontes de variação bem como sua interação (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: Análise de covariância para mortalidade causada por imidaclopride com ou sem sal
de cozinha (NaCl) em adultos de Euschistus heros. (mostrado na Figura 1.1)

Fontes de variação gl F P

Modelo 3 27,8 <0,0001*
Erro 46 - -
Sal (S) 1 17,5 0,0001*
Concentração do inseticida (C) 1 61,3 <0,0001*
Interação S x C 1 8,5 0,005*

*diferença significativa (P <0,05).

Os dados apresentados na Figura 1.1 permitem inferir que de acordo com o aumento

da concentração inseticida houve maior porcentagem de mortalidade de E. heros. A adi-

ção de sal de cozinha à solução inseticida incrementou a mortalidade em todas as con-

centrações utilizadas (Figura 1.1). Mesmo em baixa concentração (0,42 µg i.a./cm2, que

corresponde apenas a 10% da dose de campo), a solução inseticida com adição de sal

de cozinha causou cerca de 50% de mortalidade, enquanto a solução sem adição de sal
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propiciou mortalidade próximo a 25% (Figura 1.1), evidenciando que este saborizante

promove substancial efeito sinérgico à solução.
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Figura 1.1: Toxicidade do resíduo seco de imidaclopride a adultos de Euschistus heros. Os símbolos
representam a mortalidade média de 10 repetições e as barras verticais representam o erro padrão
médio (± EP).

1.3.2 Bioensaio de comportamento sexual

No primeiro bioensaio de comportamento sexual, o impacto nos casais tratados com

0,126 µg i.a./cm2 de imidaclopride foi maior que nas demais concentrações utilizadas

(Figura 1.2). Reduções estatisticamente significativas foram encontradas para tempo to-

tal de cópula (F = 11,37, gl = 4, P <0,001) (Figura 1.2A) e tempo médio de cópula (F =

5,85, gl = 4, P <0,001) (Figura 1.2B) comparado aos demais tratamentos; houve ainda um

retardamento do tempo até a primeira cópula comparado ao controle (H= 19,22, gl = 4,

P <0,001) (Figura 1.2C). Para o número de vezes que o casal copulou não foi encontrada

diferença estatística significativa (Figura 1.2D).

Munido desse resultado, o segundo bioensaio de comportamento sexual foi realizado

para investigar os impactos da concentração de 0,126 µg i.a./cm2 de imidaclopride com

associação ou não de NaCl (Figura 1.3). Não foram encontradas diferenças estatísticas

significativas para tempo total de cópula (Figura 1.3A) e tempo até a primeira cópula
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(Figura 1.3C). Entretanto, para tempo médio de cópula, os casais tratados com solução

inseticida que continha NaCl apresentaram um decréscimo significativo para aqueles tra-

tados com soluções que não possuiam essa molécula potencializadora na calda (F = 8,50,

gl = 3, P <0,001) (Figura 1.3B). Além do mais, os casais tratados com as soluções inseti-

cidas que continham NaCl permitiram maior número de cópulas quando comparadas à

solução contendo somente inseticida (H = 13,75, gl = 3, P = 0,003) (Figura 1.3D).
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Figura 1.2: Exposição subletal de resíduo seco de imidaclopride ou água destilada em adultos de
Euschistus heros e efeitos no comportamento de acasalamento. O tempo até a primeira cópula
(A), número de cópula (B), duração total de cópula (C) e duração média de cópula (D) foram
registrados. Casais de E. heros agrupados pela linha horizontal na mesma altura não diferem
estatísticamente pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 1.3: Exposição subletal de resíduo seco de imidaclopride (0,126 µg i.a./cm2) ou água desti-
lada associados ou não a NaCl (0,05% p/v) em adultos de Euschistus heros e efeitos no comporta-
mento de acasalamento. O tempo até a primeira cópula (A), número de cópula (B), duração total
de cópula (C) e duração média de cópula (D) foram registrados. Casais de E. heros agrupados pela
linha horizontal na mesma altura não diferem estatísticamente pelo teste de Tukey (P <0,05).

1.3.3 Bioensaio de reprodução

Entre os parâmetros de fecundidade e fertilidade diária, a exposição à concentração de

0,126 µg i.a./cm2 de imidaclopride associado ou não a NaCl aumentou o número diário

de ovos colocados por fêmea (Figura 1.4A, Tabela 1.2), porém reduziu o número diário

de massa de ovos por fêmea (Figura 1.4B, Tabela 1.2) e o número diário de ninfas emer-

gidas por fêmea (Figura 1.4C, Tabela 1.2). Em todos os parâmetros, casais tratados com

soluções inseticidas que continham NaCl foram estatísticamente diferentes do controle

(água destilada).

Apesar disso, apenas o NaCl na solução foi capaz de propiciar maior número de ovos

15



Cap. 1 Adultos de E. heros expostos a imidaclopride com adição de NaCl

(Figura 1.5A, Tabela 1.3) e maior número de ninfas emergidas (Figura 1.5B, Tabela 1.3) ao

longo da vida da fêmea.
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Figura 1.4: Exposição subletal de resíduo seco de imidaclopride ou água destilada associados ou
não a NaCl (0,05% p/v) em adultos de Euschistus heros e efeitos na fecundidade (A-B) e na fertili-
dade (C). As linhas representam o ajuste da regressão não linear dos resultados diários de fecun-
didade e fertilidade. Os símbolos representam médias dos dados observados. Os parâmetros da
equação são mostrados na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2: Sumário das análises de regressão não-linear dos parâmetros de fecundidade e fertilidade de adultos de Euschistus heros mostrados na Figura
1.4.

Variável Modelo Tratamento a* b* x0* gl F P R2

Ovos/fêmea y = a

1+(
x−x0

b )2
Água

29,2
(26,1 - 32,3)

20,0
(15,5 - 24,6) a

13,1
(9,9 - 16,3)

23 108,5 <0,0001 0,89

Água + inseticida
27,9

(25,0 - 30,8)
20,1

(16,0 - 25,4) a
12,4

(9,1 - 15,9)
23 130,0 <0,0001 0,91

Água + sal
24,9

(21,6 - 28,2)
31,8

(20,9 - 42,7) ab
15,7

(8,2 - 23,4)
23 41,3 <0,0001 0,76

Inseticida + sal
25,4

(22,2 - 28,5)
48,7

(27,0 - 70,4) b
14,3

(-1,5 - 30,0)
23 15,6 <0,0001 0,54

Eclosão/fêmea y = a

1+(
x−x0

b )2
Água

0,8
(0,7 - 0,9) a

22,5
(16,9 - 28,2) a

15,4
(11,7 - 19,2)

23 95,3 <0,0001 0,88

Água + inseticida
0,9

(0,8 - 1,0) a
21,1

(16,5 - 25,7) a
16,4

(13,4 - 19,3)
23 119,0 <0,0001 0,90

Água + sal
0,7

(0,6 - 0,8) ab
38,2

(20,9 - 55,4) ab
16,3

(5,3 - 27,3)
20 26,3 <0,0001 0,70

Inseticida + sal
0,6

(0,5 - 0,6) b
37,8

(28,7 - 46,4) b
6,2

(-3,6 - 16,0)
23 110,9 <0,0001 0,90

Massa de ovos/fêmea y = a

1+(
x−x0

b )2
Água

4,2
(3,6 - 4,8) a

27,0
(19,4 - 34,6)

25,9
(21,9 - 30,0)

20 35,4 <0,0001 0,75

Água + inseticida
3,3

(2,9 - 3,6) ab
32,1

(23,2 - 41,1)
15,6

(9,3 - 21,9)
23 60,0 <0,0001 0,82

Água + sal
3,4

(2,0 - 3,9) ab
30,8

(22,5 - 39,0)
25,1

(20,6 - 29,7)
23 40,5 <0,0001 0,76

Inseticida + sal
3,0

(2,6 - 3,4) b
88,1

(27,1 - 149,2)
7,6

(-34,5 - 49,8)
23 10,2 0,0007 0,42

*Parâmetros estimados. Valores seguidos por diferentes letras na coluna foram significativamente diferentes (baseados na não-sobreposição dos limites de confiança).
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Figura 1.5: Exposição subletal de resíduo seco de imidaclopride ou água destilada associados ou
não a NaCl (0,05% p/v) em adultos de Euschistus heros e efeitos na fecundidade acumulada (A) e
na fertilidade acumulada (B). As linhas representam o ajuste da regressão não linear dos resulta-
dos diários de fecundidade e fertilidade. Os símbolos representam médias dos dados observados.
Os parâmetros da equação são mostrados na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3: Sumário das análises de regressão não-linear dos parâmetros de fecundidade e fertilidade acumulados de adultos de Euschistus heros mostrados
na Figura 1.5.

Variável Modelo Tratamento a* b* x0* gl F P R2

Ovos y = a

1+( ex−x0
b )

Água
347,9

(332,1 - 363,8) a
9,6

(7,7 - 11,6)
20,6

(18,6 - 22,7) a
13 406,4 <0,0001 0,98

Água + inseticida
327,6

(314,1 - 341,1) a
9,0

(7,4 - 10,6)
19,9

(18,1 - 21,6) a
12 521,2 <0,0001 0,99

Água + sal
438,3

(407,0 - 469,6) b
13,0

(10,5 - 15,5)
27,4

(24,4 - 30,5) b
12 486,6 <0,0001 0,98

Inseticida + sal
486,1

(443,6 - 528,6) b
13,6

(10,4 - 16,9)
29,4

(25,5 - 33,4) b
13 317,9 <0,0001 0,98

Ninfas y = a

1+( ex−x0
b )

Água
346,0

(330,5 - 381,4) a
8,6

(6,5 - 10,6) a
19,6

(17,2 - 22,0) a
9 329,0 <0,0001 0,98

Água + inseticida
383,0

(351,7 - 414,3) a
9,6

(7,5 - 11,7) ab
23,2

(20,5 - 25,8) a
9 416,4 <0,0001 0,99

Água + sal
572,0

(477,4 - 666,7) b
14,6

(11,1 - 18,2) b
33,8

(27,5 - 40,1) b
10 399,4 <0,0001 0,98

Inseticida + sal
544,5

(492,3 - 596,8) b
11,8

(9,4 - 14,1) ab
29,2

(25,8 - 35,6) ab
10 515,2 <0,0001 0,99

*Parâmetros estimados. Valores seguidos por diferentes letras na coluna foram significativamente diferentes (baseados na não-sobreposição dos limites de confiança).
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1.4 Discussão

Os resultados deste estudo sugerem que NaCl em adição à dosagens subletais de imida-

clopride é capaz de incrementar a mortalidade de E. heros quando expostos na fase inicial

da vida adulta. Além disso, o estresse mediado pelo inseticida com ou sem a associação

da molécula adjuvante nessa fase de vida altera o padrão de fertilidade e fecundidade

deste artrópode.

Utilizado por agricultores para o controle de percevejos desde a década de 80, NaCl

age como um fagoarrestante que, associado a caldas inseticidas de grupos de moléculas

mais antigas, promovia maior eficácia de controle de pentatomídeos (Corso 1990; Corso

e Gazzoni 1998). Aqui, demonstramos que esse efeito sinérgico também ocorre com do-

sagens subletais de classes inseticidas mais novas e que são amplamente utilizadas em

campos de produção como o imidaclopride.

Trabalhos anteriores já haviam demonstrado que áreas tratadas com baixas concentra-

ções de NaCl são preferidas por E. heros (Corso 1990; Corso e Gazzoni 1998; Marcomini

et al. 2016), que pode ser uma resposta dos neurônios que expressam os receptores Gr5a

- que responde ao estímulo de baixas concentrações de NaCl - e/ou Gr66a - que resulta

no comportamento de aversão à NaCl em insetos (Marella et al. 2006; Yarmolinsky et al.

2009). Essa resposta fisiológica pode induzir o maior contato com a molécula inseticida,

refletindo assim em uma resposta comportamental modificando o hábito alimentar e con-

sequentemente, ocorrendo uma maior ingestão de inseticida (Corso e Gazzoni 1998), que

pode ser uma explicação para esse acréscimo na mortalidade.

Apesar de ser um efetivo método de redução de populações naturais de insetos em

concentrações letais, imidaclopride em exposição subletal vem sendo amplamente inves-

tigada e associada a ganhos reprodutivos quando expostos a insetos adultos (Yin et al.

2008; Yu et al. 2010; Szczepaniec e Raupp 2013; Haddi et al. 2016; Santos et al. 2016). A

concentração de 0,042 µg i.a./L de imidaclopride é capaz de provocar alterações compor-

tamentais e morfofisiológicas em machos e fêmeas de E. heros (Haddi et al. 2016; Santos

et al. 2016), porém o efeito do NaCl associado à essa concentração não foi investigado.

Nossa investigação testou diferentes dosagens subletais e a de 0,126 µg i.a./L foi a que

mais alterou o comportamento sexual dessa espécie. Dessa forma, esta dosagem foi in-
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vestigada com adição de NaCl, molécula adjuvante que também propiciou mudanças

nos padrões de fecundidade e fertilidade de E. heros.

Um resultado alarmante encontrado nesse estudo foi que, apesar da porcentagem de

emergência de ninfas ser menor em soluções inseticidas com NaCl (Figura 1.4C), a pre-

sença do sal nesta solução propiciou uma maior oviposição o que representou um maior

número total de ovos por fêmeas (Figura 1.5A) e maior número de ninfas emergidas (Fi-

gura 1.5B). Uma das prováveis causas desse incremento reprodutivo é que o NaCl poten-

cializou a ação do imidaclopride tanto aumentando a frequência de cópula em machos

quanto potencializando o desenvolvimento ovariano em fêmeas por ação hormonal, que

proporcionou ganho reprodutivo aos casais expostos (Charpentier et al. 2014; Haddi et

al. 2016; Santos et al. 2016).

Assim, nossos resultados mostraram que adultos recém-emergidos de E. heros expostos

a dosagens subletais de imidaclopride com adição de NaCl superam o estresse inseticida

e ainda incrementam seu fitness. Isso sugere uma possível hipótese que explicaria o rá-

pido crescimento populacional de E. heros que está ocorrendo em campos de produção

de soja, visto que a utilização de NaCl em caldas inseticidas é frequente nessas áreas.

Além disso, esse estudo implica diretamente no manejo de E. heros, indicando que não é

recomendado expor adultos à dosagens subletais de imidacloprid com adição de NaCl.

Todavia, investigações que permitam maiores detalhes nos mecanismos fisiológicos en-

volvidos nesses processos, assim como a investigação de outras dosagens subletais com

adição de NaCl e aplicação desses ensaios em campos de produção, se fazem necessários

para preencher essa lacuna e elucidar quais processos estão envolvidos nessa mudança

comportamental.
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Cap. 2 Imidaclopride associado a NaCl reduz o crescimento populacional de E. heros

Crescimento populacional de Euschistus heros quando ninfas são
subletalmente expostas a imidaclopride e NaCl

Resumo

Inseticidas, dependendo da sua forma de uso, são responsáveis pela redução de inimi-

gos naturais e seleção de populações resistentes. Em lavouras de soja, Euschistus heros tem

sido a principal praga, responsável por danos diretos e indiretos. Para seu controle, molé-

culas inseticidas neonicotinoides (por exemplo imidaclopride) tem sido amplamente uti-

lizada, pois apresenta eficiencia no controle de insetos adultos e segurança de aplicação.

Adicionado a isso, muitos agricultores utilizam NaCl no preparo das caldas inseticidas

visto que esta molécula potencializa a ação desses compostos. Todavia, os efeitos suble-

tais dessas caldas são negligenciados, principalmente no que tange aos efeitos em fases

jovens desse pentatomidae. Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de elucidar

os efeitos no comportamento reprodutivo e na dinâmica populacional de E. heros cujas

ninfas foram subletalmente expostas a caldas inseticidas contendo imidaclopride e NaCl.

Cloreto de Sódio (0,5% p/v) em associação com imidaclopride na concentração de 0,126

µg i.a./cm2 (equivalente 3% da dose recomendade para utilização no campo, que é 4,2

µg i.a./cm2) impactou negativamente o comportamento sexual de E. heros. Essa concen-

tração associada a NaCl proporcionou um incremento no número de ovos depositados

comparado com as soluções que não continham esse adjuvante. Todavia, todos os insetos

tratados com inseticida associado ou não a NaCl sofreram drástica redução no número

de ovos e na eclosão diária e acumulada ao longo da vida da fêmea. A estimativa de

crescimento populacional foi reduzida com a exposição de ninfas à soluções inseticidas

tanto na taxa líquida de reprodução (R0) quanto na taxa intrínseca de crescimento (r) e

no tempo de geração (T). Houve ainda uma potencialização nesse decréscimo com o uso

de NaCl em todas as concentrações subletais utilizadas. Dessa forma, este estudo sugere

que a exposição de ninfas de 5º ínstar de E. heros a dosagens subletais de imidaclopride

com adição ou não de NaCl reduz o potencial reprodutivo e a estimativa de crescimento

populacional nesta espécie, informação importante para compor o plano de amostragem

dessa espécie e auxiliar o MIP (Manejo Integrado de Pragas) na cultura da soja.
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Palavras chave: Ninfas, Pentatomidadae, Neonicotinoide.

Abstract

Insecticides, depending on their mode of use, are responsible for the reduction of natu-

ral enemies and the selection of resistant populations. In soybean fields, Euschistus heros

has been the main pest, responsible for direct and indirect damage. For its control, ne-

onicotinoid insecticidal molecules (e. g. imidacloprid) have been widely used, as it has

efficiency in adult insect control and application safety. Many farmers use NaCl to pre-

pare insecticides as this molecule enhances the action of these compounds. However, the

sublethal effects of these sprays are neglected, especially in relation to the young phase

effects of this pentatomidae. Thus, this study was conducted with the objective of elu-

cidating the effects on the reproductive behavior and populational dynamic of E. heros

whose nymphs were sublethally exposed to insecticidal sprays containing imidacloprid

and NaCl. Sodium Chloride (0.5% w/v) in combination with imidacloprid at a concentra-

tion of 0.126 µg i.a./cm2 (equivalent to 3% of the recommended dose for field use, which

is 4.2 µg i.a./cm2) negatively impacted the behavior sexual of E. heros. This concentration

associated with NaCl provided an increase in the number of eggs deposited compared

to solutions that did not contain this adjuvant. However, all the insects treated with or

without insecticide associated with NaCl suffered a drastic reduction in the number of

eggs and the daily and accumulated hatching throughout the life of the female. The po-

pulation growth estimate was reduced with nymphs exposure to insecticidal solutions

in both the net reproduction rate (R0) and the intrinsic rate of growth (r) and generation

time (T). There was also a potentiation in this decrease with the use of NaCl in all the

sublethal concentrations used. Thus, this study suggests that the exposure of nymphs of

5th instar of E. heros to sublethal dosages of imidacloprid with or without NaCl reduces

the reproductive potential and the population growth estimate in this species, important

information to compose the sampling plan fo this species and to assist IPM (Integrated

Pest Management) in the soybean crop.

Key words: Nymphs, Pentatomidadae, Neonicotinoid.
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2.1 Introdução

O surto de pragas secundárias e o ressurgimento de pragas são reações ecológicas influ-

enciadas principalmente pelo uso de inseticidas, que podem estar atrelados a redução

de inimigos naturais e seleção de populações resistentes (Desneux et al. 2007; Guedes

e Cutler 2014), comprometendo o controle sustentável de pragas. Quando usada ade-

quadamente, essa ferramenta permite um eficaz controle de insetos, contribuindo para o

aumento de rendimento na produção agrícola (Ghimire e Woodward 2013; Macfadyen et

al. 2014; Guedes et al. 2016).

Em campos de produção de soja (Glycine max), diversos organismos são expostos a

estresse inseticida. Do complexo de percevejos que ataca a cultura, Euschistus heros (He-

miptera: Pentatomidae) vem sendo o prevalente e passou do status de praga secundária

para praga-chave (Panizzi e Corrêa-Ferreira 1997; Saluso et al. 2011; Panizzi et al. 2012;

Panizzi 2013) e, consequentemente, é mais exposto à ação desses xenobióticos. Essa expo-

sição tem sido mais frequente a inseticidas do grupo neonicotinoide, como imidaclopride,

que atualmente são os mais utilizadas para controle de E. heros uma vez que moléculas

mais antigas como organofosforados, carbamatos e endosulfan foram retiradas do mer-

cado (Sosa-Gomez et al. 2009; Sosa-Gomez e Silva 2010; Jeschke et al. 2013).

Imidaclopride é uma molécula eficaz no controle adultos de E. heros (Sosa-Gomez et al.

2009; Santos et al. 2016). No entanto, quando adultos são expostos a dosagens subletais

desse composto, há mudança nos padrões reproduivos e na sobrevivência desse inseto-

praga que podem permitir o aumento populacional (Santos et al. 2016; Haddi et al. 2016).

Além disso, Cloreto de Sódio (NaCl) é um adjuvante usado nas soluções inseticidas que

aumenta o potencial de mortalidade das formulações (Corso 1990; Corso e Gazzoni 1998),

mas o efeito subletal de caldas inseticidas com NaCl é pouco investigado, principalmente

no que se refere ao efeito dessas dosagens em fases jovens desse artrópode-praga.

Fases imaturas de inumeras espécies de insetos sofrem ação de moléculas insetici-

das, que podem provocar mudanças comportamentais e fisiológicas quando o indivíduo

atinge a fase adulta (Kim et al. 2006; Yin et al. 2008; Santos et al. 2016; Celestino et

al. 2014). Estágios ninfais de E. heros também estão expostos à essas dosagens subletais

de caldas inseticidas no campo, porém ainda há carência de estudos (Santos et al. 2016)
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para averiguar o impacto causado nessa fase de vida e o que isso reflete na dinâmica

populacional desta espécie.

Mediante o exposto, as propostas dessa investigação são avaliar o comportamento re-

produtivo e o crescimento populacional de E. heros expostos na fase ninfal à dosagens

subletais de imidaclopride com associação ou não a NaCl.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Coleta e criação dos insetos

A colônia de E. heros estabelecida em laboratório foi proveniente de indivíduos obtidos

de uma colônia já existente mantida na EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia

(Brasília, DF, Brasil). Indivíduos coletados em cultivos de soja no município de Tangará

da Serra (Mato Grosso, Brasil) e de cultivos de soja de campos experimentais da Universi-

dade Federal de Viçosa (Viçosa, Minas Gerais, Brasil) foram periodicamente introduzidos

a colônia a fim de aumentar a variabilida2de genética dos insetos utilizados no bioensaio.

A colônia foi criada seguindo métodos previamente descritos (Borges et al. 2006; Silva et

al. 2011) e mantida sob condições controladas (27 ± 2 °C, 60 ± 20% de umidade relativa e

fotoperíodo de 14 h).

2.2.2 Exposição a doses subletais de imidaclopride

Insetos de 5º ínstar (<48 h) foram expostos individualmente durante 48 h ao resíduo seco

de imidaclopride em diferentes concentrações (0,042 e 0,126; µg i.a./cm2, equivalente a

respectivamente 1 e 3% da dose recomendada para utilização no campo, que é 4,2 µg

i.a./cm2) associado ou não a sal de cozinha (NaCl, 0,5% p/v) ou água destilada e deioni-

zada associado ou não a sal de cozinha (NaCl, 0,5% p/v) (controle). As paredes internas

de frascos de vidro de 20 mL foram revestidos com 550 µL de solução. Após a exposi-

ção, os indivíduos foram mantidos separados em recipientes de plástico e alimentados ad

libidum até a morte.
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2.2.3 Bioensaio de comportamento sexual

Após a maturação sexual (a partir do 13º dia no estágio adulto), 20 a 25 casais virgens pre-

viamente expostos no 5º ínstar foram destinados ao acasalamento. Todo comportamento

foi gravado com auxílio de uma filmadora digital (HDR-XR520V, Sony, Tóquio, Japão)

por 13 h. Após esse período, os casais foram separados e mantidos individualmente em

placas de Petri. A análise da filmagem possibilitou avaliar o tempo até a primeira cópula,

o número de acasalamentos, a duração média de cada acasalamento e a duração total de

acasalamentos para cada casal. O número de casais que não se acasalaram foi sempre

inferior a 2% e seus resultados não foram utilizados na análise estatística.

2.2.4 Bioensaio de reprodução

Após o acasalamento, 20 a 25 casais de cada tratamento foram monitorados separada-

mente até a morte. O número total de ovos depositados e ninfas emergidas foram regis-

trados após a morte de cada fêmea. Insetos foram contados como mortos quando eram

incapazes de andar o comprimento do seu corpo quando pinçadas com um pincel de

cerda fina.

2.2.5 Bioensaio de matriz estruturada na idade

Utilizou-se um modelo matricial estruturado por idade de crescimento populacional para

cada tratamento (0,042 e 0,126 µg i.a./cm2 de imidaclopride associado ou não a sal de

cozinha (NaCl, 0,5%) ou água destilada e deionizada associado ou não a sal de cozinha

(NaCl, 0,5% p/v). Todos os estágios de desenvolvimento de E. heros foram incluídos (ovo,

ninfa e adulto). Indivíduos de 5º ínstar foram expostos a resíduo seco de inseticida como

descrito anteriormente. A sobrevivência e a duração de cada estágio de desenvolvimento

foram registrados, assim como a fertilidade das fêmeas que atingiram a fase adulta. Os

dados obtidos foram utilizados para construir a matriz estruturada na idade usando o

software PopTools 3.2.2 (Hood, 2010).
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As matrizes de projeção resultante compreendem um conjunto de elementos que se

referem à probabilidade de um indivíduo sobreviver e permanecer no mesmo estágio de

vida (Pi) e um conjunto de elementos que se referem à probabilidade de um indivíduo

sobreviver e passar para o próximo estágio de vida (Gi) (Keyfitz e Caswell, 2005). Essas

probabilidades são calculadas com base na sobrevivência (σi) e desenvolvimento (γi) de

cada estágio de vida (i), tais que Pi=σi(1-γi) e Gi=σiγi (Celestino et al. 2014; Vilca Mallqui

et al. 2014). Esse procedimento permitiu estimar a taxa de crescimento populacional (r),

taxa líquida de reprodução (R0) e o tempo de geração (T).

2.2.6 Análise estatística

Os parâmetros de comportamento de acasalamento foram submetidos à análise de va-

riância univariada (ANOVA) ou Kruskal-Wallis one-way ANOVA on ranks quando não

foram satisfeitas as premissas de normalidade e homogeneidade. Todas as comparações

múltiplas por pares, sempre que necessário, foram realizadas aplicando o teste de Tu-

key (P < 0,05) utilizando SigmaPlot 12.5 (Systat Software, San José, CA, EUA). Os dados

de fecundidade e fertilidade diária foram submetidos à análise de regressão para detec-

tar tendências diárias que resultaram cada tratamento ao longo do tempo. O modelo

de regressão foi escolhido com base na parcimônia, menores erros padrões e acentua-

dos aumentos em R2 com a complexidade do modelo. Os modelos de regressão para

cada tratamento foram considerados diferentes entre si se os limites de confiança de seus

parâmetros não se sobrepuseram.

2.3 Resultados

2.3.1 Bioensio de comportamento sexual

Em todos os parâmetros de comportamento sexual avaliados, ninfas de 5º ínstar expostas

a concentração de 0,126 µg i.a./cm2 de imidaclopride com associação a NaCl sofreram

maior impacto que as demais concentrações utilizadas (Figura 2.1). Para este tratamento,
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reduções significativas foram observadas para o tempo até a primeira cópula (H = 21,76,

gl = 5, P <0,001)(Figura 2.1A), número de cópulas (H = 18,87, gl = 5, P = 0,002)(Figura

2.1B), tempo médio de cópula (H = 24,36, gl = 5, P <0,001)(Figura 2.1C) e tempo total

de cópula (F5,89 = 3,10, P = 0,013)(Figura 2.1D), quando comparado ao controle. Para a

concentração de 0,042 µg i.a./cm2 de imidaclopride com associação ou não a NaCl, houve

um acréscimo no tempo até a primeira cópula (H = 21,76, gl = 5, P <0,001)(Figura 2.1A).

Para os demais parâmetros não houve diferença significativa entre a concentração que

representa 1% da dose de campo comparada ao controle.
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Figura 2.1: Exposição subletal de resíduo seco de imidaclopride ou água destilada associados ou
não a NaCl (0,05% p/v) em ninfas de 5º ínstar de Euschistus heros e efeitos no comportamento de
acasalamento. O tempo até a primeira cópula (A), número de cópula (B), duração total de cópula
(C) e duração média de cópula (D) foram registrados. Casais de E. heros agrupados pela linha
horizontal na mesma altura não diferem estatísticamente pelo teste de Tukey (P <0,05).
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2.3.2 Bioensaio de reprodução

A exposição à diferentes concentrações inseticidas com associação ou não de NaCl em

ninfas de E. heros promoveu mudanças nos parâmetros reprodutivos (Figura 2.2, Tabela

2.1). Fêmeas expostas a maior concentração da solução inseticida, 0,126 µg i.a./cm2 de

imidaclopride, depositaram menor número de ovos diariamente (Figura 2.2A, Tabela 1.2)

e acumulado (Figura 2.3A, Tabela 2.2). No entanto, quando há associação do sal nesta

solução, um aumento estatísticamente significativo da deposição de ovos é observado

para ambas situações (Figura 2.2A, Tabela 1.2 e Figura 2.3A, Tabela 2.2, respectivamente).

Quando trata-se da porcentagem diária de emergência e do número total de ninfas

emergidas, o tratamento de 0,042 µg i.a./cm2 de imidaclopride foi o único que não pro-

piciou redução (Figura 2.2B, Tabela 1.2 e Figura 2.3B, Tabela 2.2, respectivamente). Além

disso, quando trata-se do número total de ninfas, o mesmo fenômeno ocorrido com o

número de ovos depositados veio a acontecer. A solução de 0,126 µg i.a./cm2 de imi-

daclopride com NaCl propiciou maior número de ninfas que a mesma solução sem o

saborizante (Figura 2.3B, Tabela 2.2).
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Figura 2.2: Exposição subletal de resíduo seco de imidaclopride ou água destilada associados ou
não a NaCl (0,05% p/v) em ninfas de 5º ínstar de Euschistus heros e efeitos na fecundidade (A) e na
fertilidade (B). As linhas representam o ajuste da regressão não linear dos resultados diários de fe-
cundidade e fertilidade. Os símbolos representam médias dos dados observados. Os parâmetros
da equação são mostrados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Sumário das análises de regressão não-linear dos parâmetros de fecundidade de Euschistus heros mostrados na Figura 2.2.

Variável Modelo Tratamento a∗ b∗ x0
∗ gl F P R2

Ovos/fêmea y = a

1+(
x−x0

b )2
Água

29,2
(26,1 - 32,3) ab

51,6
(35,8 - 67,3) a

30,8
(22,3 - 39,3) a

31 19,9 <0,0001 0,53

Água + sal∗∗
24,7

(22,6 - 26,8) bc
52,6

(40,3 - 65,0) a
31,8

(25,3 - 38,3) a
31 36,5 <0,0001 0,68

0,042 imida∗∗∗
30,6

(27,3 - 33,9) a
42,9

(32,4 - 53,4) a
38,6

(33,6 - 43,6) a
28 28,6 <0,0001 0,65

0,042 imida + sal
22,3

(19,9 - 24,8) c
48,1

(34,0 - 62,1) a
26,3

(17,9 - 34,8) a
31 37,7 <0,0001 0,69

0,126 imida
23,1

(20,5 - 25,8) bc
23,1

(17,3 - 28,9) b
13,5

(9,3 - 17,7) b
26 85,8 <0,0001 0,86

0,126 imida + sal
22,0

(2,6 - 41,4) abc
72,6

(41,3 - 103,8) a
-21,9

(-113,1 - 69,3) ab
31 27,7 <0,0001 0,62

Eclosão/fêmea y = a

1+(
x−x0

b )2
Água

0,7
(0,6 - 0,8) a

56,4
(31,2 - 81,6) ab

33,2
(20,7 - 45,8) a

31 13,6 <0,0001 0,43

Água + sal
0,5

(0,5 - 0,6) ab
44,1

(28,7 - 59,5) ab
10,0

(-5,3 - 25,4) ab
31 56,4 <0,0001 0,77

0,042 imida
0,6

(0,5 - 0,6) a
83,0

(36,9 - 129,1) a
32,3

(16,7 - 47,9) a
24 4,4 <0,0001 0,21

0,042 imida + sal
0,5

(0,4 - 0,5) b
24,5

(17,8 - 31,2) bc
8,2

(1,7 - 14,7) b
30 121,38 <0,0001 0,88

0,126 imida
0,5

(0,4 - 0,6) ab
18,9

(12,2 - 25,6) c
7,3

(1,0 - 13,6) b
26 84,0 <0,0001 0,86

0,126 imida + sal
0,4

(0,1 - 0,7) ab
33,3

(21,0 - 45,6) abc
-6,8

(-42,5 - 28,9) abc
31 45,2 <0,0001 0,76

∗Parâmetros estimados. Valores desses parâmetros seguidos por diferentes letras na coluna foram significativamente diferentes (baseados na não-sobreposição dos limites de confiança).
∗∗NaCl na solução na concentração de 0,5% (p/v). ∗∗∗Solução de imidaclopride em µg i.a./cm2.
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Figura 2.3: Exposição subletal de resíduo seco de imidaclopride ou água destilada associados ou
não a NaCl (0,05% p/v) em ninfas de 5º ínstar de Euschistus heros e efeitos na fecundidade acu-
mulada (A) e na fertilidade acumulada (B). As linhas representam o ajuste da regressão não linear
dos resultados diários de fecundidade e fertilidade. Os símbolos representam médias dos dados
observados. Os parâmetros da equação são mostrados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: Sumário das análises de regressão não-linear dos parâmetros acumulados de fecundidade de Euschistus heros mostrados na Figura 2.3.

Variável Modelo Tratamento a∗ b∗ x0
∗ gl F P R2

Ovos y = a

1+(
x−x0

b )2
Água

728,6
(690,8 - 766,4) a

16,9
(14,5 - 19,3) a

41,4
(38,5 - 44,4) a

18 878,1 <0,0001 0,99

Água + sal∗∗
635,8

(606,3 - 665,3) b
17,3

(15,2 - 19,4) a
42,6

(39,9 - 45,2) a
18 1206,2 <0,0001 0,99

0,042 imida∗∗∗
751,0

(713,0 - 789,0) a
16,2

(14,4 - 18,0) a
43,2

(40,6 - 45,7) a
16 1491,2 <0,0001 0,99

0,042 imida + sal
556,6

(530,5 - 582,7) c
17,1

(14,9 - 19,3) a
40,1

(37,4 - 42,9) a
18 1009,7 <0,0001 0,99

0,126 imida
314,8

(298,9 - 330,8) e
11,7

(9,2 - 14,1) b
24,0

(21,4 - 26,7) b
15 357,4 <0,0001 0,98

0,126 imida + sal
401,2

(372,3 - 430,1) d
19,1

(15,4 - 22,7) a
37,7

(33,4 - 42,1) a
18 450,8 <0,0001 0,98

Eclosão/fêmea y = a

1+(
x−x0

b )2
Água

616,7
(588,8 - 644,7) a

15,8
(13,8 - 17,8) a

38,2
(35,8 - 40,7) ab

17 1049,9 <0,0001 0,99

Água + sal
620,4

(577,4 - 663,3) a
14,4

(11,9 - 16,9) ab
34,2

(30,9 - 37,4) bc
14 597,2 <0,0001 0,99

0,042 imida
707,4

(636,5 - 778,4) a
17,7

(14,6 - 20,8) a
45,2

(40,3 - 50,2) a
15 675,5 <0,0001 0,99

0,042 imida + sal
371,5

(356,8 - 386,2) b
11,3

(9,8 - 12,7) b
28,4

(26,7 - 30,2) d
13 1069,9 <0,0001 0,99

0,126 imida
253,1

(233,0 - 273,2) c
6,2

(4,7 - 7,8) c
17,0

(15,1 - 18,8) e
6 422,8 <0,0001 0,99

0,126 imida + sal
431,6

(361,4 - 501,8) b
12,3

(9,0 - 15,6) ab
30,1

(24,7 - 35,6) cd
9 328,5 <0,0001 0,98

∗Parâmetros estimados. Valores desses parâmetros seguidos por diferentes letras na coluna foram significativamente diferentes (baseados na não-sobreposição dos limites de confiança).
∗∗NaCl na solução na concentração de 0,5% (p/v). ∗∗∗Solução de imidaclopride em µg i.a./cm2.
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2.3.3 Bioensaio de matriz estruturada na idade

Com exposição no quinto ínstar, todas as soluções inseticidas com ou sem associação de

NaCl reduziram o crescimento populacional de E. heros, cada uma com um resultado

distinto para as 20 gerações projetadas (Figura 2.4). Apesar do controle e o controle com

adição de NaCl apresentarem diferenças na taxa líquida de reprodução (R0) (39,13 e 52,95,

respectivamente) e o sal propiciar um retardamento no tempo de geração (T) (20,78) com-

parado ao controle (19,17), a curva dos dois modelos se sobrepõe (Tabela 2.3, Figura 2.4).

Diferentemente, quando as ninfas foram expostas a solução de 0,126 µg i.a./cm2 de

imidaclopride com adição de NaCl, o crescimento populacional foi menor dentre todos

os tratamentos (Tabela 2.3, Figura 2.4). Outro resultado intrigante desse bioensaio é o

crescimento populacional para a concentração de 0,042 µg i.a./cm2 com adição de NaCl,

que foi menor que a mesma solução sem a adição de NaCl e a solução na concentração

de 0,126 µg i.a./cm2 sem adição de sal (Tabela 2.3, Figura 2.4). Esses resultados mostram

a eficácia do NaCl como potencializador inseticida e promotor da redução populacional

quando há exposição em ninfas de 5º ínstar de E. heros.

Tabela 2.3: Taxa de crescimento populacional (r), taxa líquida de reprodução (R0) e tempo de gera-
ção (T) de Euschistus heros expostos no 5º ínstar ninfal a concentrações subletais de imidaclopride
associado ou não a NaCl com base na matriz estruturada por idade.

Tratamento r R0 T

Água 0,19 39,13 19,17
Água + sal* 0,19 52,95 20,78
0,042 imida** 0,17 25,08 19,21
0,042 imida + sal 0,16 24,95 20,42
0,126 imida 0,16 24,69 19,83
0,126 imida + sal 0,13 16,26 20,79

∗NaCl na solução na concentração de 0,5% (p/v). ∗∗Solução de imidaclopride em µg i.a./cm2.
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Figura 2.4: Projeção do crescimento populacional de Euschistus heros quando expostos a dosagens
subletais de resíduo seco de imidaclopride ou água destilada associados ou não a NaCl (0,05%
p/v) no 5º ínstar ninfal com base em um modelo de matriz estruturada por idade. A densidade
populacional inclui todos os estádios de desenvolvimento da espécie (ovo, ninfa e adulto).

2.4 Discussão

Os resultados desse estudo sugerem que NaCl associado a concentrações subletais de

imidaclopride (com base na dosagem de campo usada para controle de insetos adultos)

reduzem o potencial reprodutivo de E. heros quando esta espécie é exposta no 5º ínstar

ninfal. Além disso, essas soluções reduzem a estimativa de crescimento populacional por

afetarem diretamente a sobrevivência e o desenvolvimento de cada estágio de vida deste

artrópode.

Trabalhos anteriores já demonstraram a toxicidade de imidaclopride a ninfas de penta-

tomideos e, além disso, essa molécula é reportada por afetar o comportamento alimentar

e sobrevivência nesta família de insetos (Cock et al. 1996, Torres et al. 2004, Malaquias

et al. 2014, Aigner et al. 2015, Qu et al. 2015, Fernandes et al. 2016). Ninfas possuem

mais enzimas digestivas comparado a insetos adultos devido à alta demanda energética

para seu desenvolvimento (Soyelu et al. 2007). Nesta investigação, imidaclopride pode

ter influenciado na redução dessas enzimas devido suas propriedades anti-alimentares
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e, consequentemente, na capacidade de ninfas de E. heros obterem recursos para seu de-

senvolvimento e no seu equilíbrio hormonal, afetando potencialmente a ultima ecdise

e o output reprodutivo da espécie (Nauen et al., 1998, Gerami et al., 2005). Em adição,

NaCl associado a molécula inseticida pode potencializar esses efeitos e resultar em um

decréscimo mais acentuado nos parâmetros reprodutivos e na estimativa de crescimento

populacional, visto que essa molécula fagoarrestante induz a permanência e maior con-

tato desses indivíduos em áreas tratadas com inseticida (Corso 1990; Corso e Gazzoni

1998).

Dosagens subletais de imidaclopride provocam distúrbios reprodutivos e redução da

taxa de crescimento populacional quando atigem estágios juvenis de subordens de he-

mipteros (Ayyanath et al. 2013, Qu et al. 2015, Rashki et al. 2015, Fernandes et al. 2016).

Aqui, elucidamos que esse inseticida influencia negativamente esses fatores em E. heros,

uma das mais importantes pragas agrícolas da subordem Heteroptera.

Houve severa redução na fertilidade e na fecundidade (Figura 2.2, Figura 2.3) da ge-

ração que sofreu exposição com NaCl associado ou não a concentrações subletais de

imidaclopride, parêmetros mais importantes em estudos com concentrações subletais de

agroquímicos devido a influência direta na demografia populacional (Stark et al., 2004,

Biondi et al., 2013). De modo semelhante, estudos anteriores também relataram essa

drástica redução na fecundidade e na fertilidade de hemipteros expostos a concentrações

subletais de imidaclopride, compromentendo potencialmente sua dinâmica populacio-

nal (Lashkari et al., 2007, Boina et al., 2009, Bao et al., 2009). Na nossa investigação, esse

fenômeno pode ser explicado pelo fato da solução inseticida estimular um adaptação

neuronal desses organismos expostos e isso implicar diretamente na estratégia reprodu-

tiva de E. heros visto o estresse alimentar passado pelo indivíduo no ultimo ínstar ninfal,

que implica diretamente na dinâmica populacional (Agatz et al., 2013, 2014, Nyman et

al., 2013). Todavia, pode haver um trade-off e nas gerações posteriores essa influência ne-

gativa ser revertida e proporcionar ganhos reprodutivos à espécie (Ayyanath et al. 2013).

Nossos resultados mostraram que o comportamento reprodutivo e a estimativa de

crescimento populacional de E. heros é drasticamente reduzida quando expostos no 5º

ínstar ninfal a concentrações subletais de imidaclopride associadas ou não a NaCl. Esse

resultado é uma ferramenta importante para compor o MIP (Manejo Integrado de Pragas)
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desta espécie, sugerindo que táticas de amostragem para a aplicação de calda inseticida

com associação de NaCl no controle de E. heros em campos de produção considerem o

número de ninfas de 5º ínstar, visto que há um significativo decréscimo populacional

da espécie. Não obstante, estudos acerca do impacto dessas soluções na fisiologia desses

processos e na dinâmica populacional desta espécie em campos de produção são necessá-

rias para elucidar esse comportamento com as intempéres climáticas encontradas nesses

ambientes. Além disso, estudos com gerações posteriores à F1 são necessários para que

se elucide se existe um trade-off e essa perda reprodutiva seja revertida nesta espécie.
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Considerações finais

A associação de NaCl a dosagens subletais de imidaclopride incrementa a mortalidade

de E. heros na fase inicial de vida adulta. Apesar disso, esses insetos conseguem superar

o estresse da calda inseticida com NaCl e aumentar o potencial reprodutivo, depositando

um maior número de ovos e, consequentemente, obtendo maior número de ninfas du-

rante toda a vida da fêmea.

A exposição de ninfas de 5º ínstar de E. heros a dosagens subletais de imidaclopride

associado a NaCl ou não é capaz de reduzir drasticamente o potencial reprodutivo e a

estimativa de crescimento populacional desses indivíduos.

Apesar de preliminar, este estudo traz uma implicação prática para o manejo de E.

heros. Quando for realizada pulverização com NaCl na calda inseticida, a tomada de

decisão deve levar em conta o número de indivíduos no ultimo estágio ninfal, visto e

eficácia de manejo comparada à adultos.
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