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Resumo

RODRIGUES, Higor de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro, 2017.
Cloreto de Sédio: adjuvante inseticida ou indutor de crescimento populacional em

Euschistus heros? Orientador: Eugénio Eduardo de Oliveira. Coorientador: Khalid
Haddi.

A soja é uma das culturas representativas do agronegocio brasileiro. No entanto, durante
o ciclo de desenvolvimento da cultura, varios fatores atuam como redutores de produ-
tividade. Dentres estes fatores de reducdo 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 razdes, ferramentas de manejo se tornam necessérias para
minimizar as perdas provocadas por E. heros e o uso adequado de inseticidas continua
sendo a alternativa mais vidvel para este fim. Grupos de inseticidas de descobertas mais
recentes (e.g, os neonicotinoides tendo imidaclopride como o exemplo mais evidente)
tém sido muito usados atualmente visto sua eficiéncia e, principalmente, em decorréncia
da necessidade de substituicdo de classes de inseticidas mais antigas (i.e., organofos-
forados, carbamatos e organoclorados). Apesar da sua eficacia, estas novas moléculas
quando em concentra¢des subletais podem propiciar modificagdes bioecoldgicas e alte-
ragdes no padrao reprodutivo, na longevidade e no crescimento populacional de insetos.
Adicionalmente ao uso de novas moléculas, muitos agricultores tém lancado méao do uso
de adjuvantes inseticidas (e.g., cloreto de Sédio - NaCl) para potencializar a agdo dos in-
seticidas. Entretanto, os efeitos decorrentes da adigdo destes adjuvantes ainda requerem
maiores investigacdes. Em vista disso, esta dissertagdo 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 solugdes inseticidas no comportamento reprodu-
tivo desta espécie. Além destes fatores, a conduccdo das investigagdes presentes nesta
dissertacdo possibilitou estudar o impacto desta ferramenta (i.e., imidaclopride + NaCl)
no comportamento reprodutivo e na dindmica populacional de E. heros. Num primeiro
momento, grupos de adultos de E. heros foram submetidos a concentragdes subletais de
imidaclopride (0,042; 0,126; 0,42 ou 1,26 ug i.a./ cm?, equivalente a respectivamente 1,
3, 10 e 30% da dose recomendada para utilizagdo no campo, que é 4,2 ug i.a./cm?) com
associac¢do ou ndo a NaCl (0,5 % p/v). Com base nos nossos resultados, quando concen-
tragdes subletais desta calda inseticida contendo NaCl atingem adultos no inicio da vida,
apesar do incremento observado na mortalidade, os sobreviventes a esta exposi¢do sdo
capazes de incrementar seu fitness reprodutivo, deixando maior niimero de ovos e ninfas
ao longo da vida. Nesta dissertagdo, também se avaliou os efeitos da exposi¢do subletal
ninfal (i.e. 5° instar) ao imidaclopride mais NaCl na dindmica populacional da praga.
Nossos resultados demonstram que quando ha exposicdo ninfal, as concentracdes suble-
tais de imidaclopride com ou sem associagdo de NaCl reduzem o potencial reprodutivo e
a estimativa de crescimento populacional da espécie. Portanto, com base nos resultados,

a aplicagdo de imidaclopride + NaCl é mais efetivo para o manejo de ninfas de 5° instar
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do que para adultos de E. heros, visto que se bem conduzida, a aplicagdo destas caldas au-
mentam a toxicidade do inseticida além de reduzir crescimento populacional dos adultos
que eventualmente sobrevivam a esta exposi¢do na fase ninfal. Uma explicagdo poten-
cial para estes resultados, porém ainda carente de maiores comprovagdes, seria eventuais

desequilibrios hormonais em ninfas com efeitos irreparaveis para a fase adulta.
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Abstract

RODRIGUES, Higor de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2017.
Sodium Chloride: insecticidal adjuvant or inducer of population grownth in Euschis-
tus heros? Advisor: Eugénio 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 ugi.a./cm?, equivalent respectively to 1, 3, 10 and 30% of the recommended dose
for use in the field, which is 4.2 ug i.a./cm?) 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.,
5t 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 5t 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



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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Introducao geral

A cultura da soja, Glycine max (L.) Merril, representa 22,64% das exportagdes de produtos
agropecudrios 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 pentatomideos. 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 ultimos anos (Silva et al. 2011; Bueno
et al. 2012, 2015; Sosa-Gomez et al. 2014; Tuelher et al. 2016). Por estas razdes, ha 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 a perdas substanciais
como o comprometimento de organismos ndo-alvo, selecdo de populagdes resistentes e
a ocorréncia de potenciais surtos de pragas secundérias (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 tltimos 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 substitui¢do de classes
inseticidas como organofosforados, carbamatos e organoclorados bem como devido a sua
alta eficdcia frente a diversas espécies de pragas agricolas (Jeschke et al. 2013). Além do
impacto letal que esses compostos propiciam a populagdes de diversas espécies, os efeitos
subletais oriundos da exposicdo a essas moléculas podem desencadear diversas modifi-
cagdes bioecoldgicas como alteragdo 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 reprodugdo e sobrevivéncia mediadas por

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



Introdugao geral

contraditérios e associam ganhos reprodutivos advindos dessa exposic¢do (Yu et al. 2010;
Szczepaniec e Raupp 2013; Santos et al. 2016; Haddi et al. 2016; Tuelher et al. 2017).
Aliado a isso, a utilizagdo de cloreto de s6dio (NaCl, 0,5% p/v) misturado a caldas con-
tendo inseticidas fosforados propicia a redugdo de 50% da dose inseticida a ser utilizada
sem que haja perda da eficiéncia de controle (Corso 1990; Corso and Gazzoni 1998; Bueno
et al. 2012). Entretanto, pouco se sabe das bases fisioldgicas desse efeito sinérgico o que
requer maiores investigagdes. A par dessas informagdes, a presente dissertacdo foi con-
duzida com os seguintes objetivos: (I) avaliar a toxicidade de imidaclopride associado
ou ndo a NaCl em adultos de E. heros; (II) averiguar os potenciais disttrbios reprodutivos

oriundos da exposigdo subletal dessa solu¢do em adultos e o (III) impacto desta exposi-

z

¢do subletal quando a mesma acontece em ninfas de 5° instar, avaliando principalmente
o crescimento populacional dos adultos que sobreviveram a exposicdo subletal na fase

ninfal.
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Cap. 1 Adultos de E. heros expostos a imidaclopride com adi¢ao de NaCl

Toxicidade e mudancas no padrao sexual e reprodutivo promo-

vido por imidaclopride associado a NaCl em Eushistus heros

Resumo

A crescente utilizacdo de inseticidas é indispensédvel para assegurar a produgdo agri-
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 producédo de soja. Este inseticida pode promover mortalidade ou resultar na altera-
¢do comportamental de organismos-alvo, principalmente quando encontram-se em do-
sagens subletais. Em adigado, Cloreto de Sédio é utilizado como adjuvante na calda inseti-
cida por muitos agricultores, mas seus efeitos letais e, principalmente, subletais ndo tem
sido devidamente investigados. Por estas razdes, a toxicidade e os potenciais disttrbios
reprodutivos causados por dosagens subletais de imidaclopride associado a cloreto de
sodio (NaCl) em E. heros foram alvos dessa investigagdo. Cloreto de Sédio (0,5% p/v)
em associagdo a imidaclopride foi capaz de incrementar a toxicidade a E. heros em todas
as dosagens subletais testadas. A concentragdo de 0,126 ug i.a./cm? de imidaclopride
(equivalente 3% da dose recomendade para utilizagdo no campo, que é 4,2 ug i.a./cm?)
influenciou negativamente o comportamento sexual de E. heros (tempo total de cépula,
tempo médio de copula e laténcia). Quando associado a NaCl, essa concentragao foi ca-
paz de reduzir o tempo médio de copula dos casais tratados, todavia o ntiimero de vezes
que esses casais copularam foi maior. Ainda em associa¢gdo com NaCl, essa concentracao
inseticida foi capaz de reduzir a oviposigdo e a porcentagem de eclosdo média didria de
fémeas de E. heros; apesar disso, o nimero de ovos e ninfas deixados ao longo da vida das
fémeas foi superior nas caldas que continham NaCl. Isso ocorre porque a acdo atrativa em
pequenas concentracdes desse fagoarrestante pode fazer com que haja mais contato e/ou
ingestdo da molécula inseticida, podendo resultar no acréscimo de mortalidade. Além
disso, NaCl em concentragdes subletais de calda inseticida com imidaclopride pode po-
tencializar a frequéncia de copula em machos e influenciar no desenvolvimento ovariano

nas fémeas. Esses resultados sugerem uma hipdtese para explicar o crescimento popu-
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lacional de E. heros em campos de produgdo de soja e fornecem uma ferramenta para
auxiliar o MIP (Manejo Integrado de Pragas) desta espécie na cultura.

Palavras-chave: Cloreto de S6dio, 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 ug a.i./cm? of imidacloprid (equivalent to 3% of the
recommended dose for field use, which is 4.2 ug a.i./cm?) 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.
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Key words: Sodium Chloride, Insecticide, Pentatomidae

1.1 Introducao

A busca pelo aumento na produgdo de alimentos e de outros produtos agricolas nos
mais diversos setores faz com que haja um incremento na utilizacdo de agroquimicos 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 populacdes de insetos-praga é indispensavel. Todavia, quando utili-
zados indiscriminadamente, podem resultar em perdas irreparaveis para saiide humana
e também para o agroecossistema como perda da biodiversidade, selecdo de populac¢oes
resistentes e surtos populacionais (Ghimire e Woodward 2013; Szczepaniec and Raupp
2013; Macfadyen et al. 2014; Guedes et al. 2016).

Neonicotinoides tém sido o grupo inseticida mais utilizado ao longo dos ultimos anos
principalmente devido a sua maior seguranca de aplicacdo 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 sdo pulverizadas
no ambiente, seus efeitos em pragas alvo podem conduzir a mortalidade direta prejudi-
cando a funcionalidade de diferentes subtipos de receptores nicotinicos 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, alimentagdo, reprodugdo e locomogéo) (Bao et al.
2009; Tan et al. 2012; Haddi et al. 2016; Santos et al. 2016; Zeng et al. 2016).

Nos campos brasileiros de producado de soja, hd a pratica rotineira de adicionar Clo-
reto de Sédio (NaCl) na calda inseticida. NaCl é um fagoarrestante a diversos grupos
de insetos, incluindo insetos-praga e polinizadores, tem preferéncia por essa substancia

(Corso e Gazzoni 1998; Bonoan et al. 2016). Em associacdo com inseticidas, NaCl tem
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comprovada eficicia na mortalidade de pentatomideos-praga por potencializar a acdo
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 inicio da idade adulta podem estar sujeitos a exposicdo de dosagens suble-
tais de caldas inseticidas nos campos de producdo que pode vir a afetar sua dispersao.
sobrevivéncia e reproducdo por toda a vida adulta. Aumento da longevidade, resistén-
cia a estresse bidtico e abidtico e impactos no comportamento reprodutivo sdo alguns
dos disttrbios que podem ser causados em insetos que sofrem algum estresse no inicio
da vida adulta (Burger e Promislow 2004; Noguera et al. 2011; Lépez-Martinez e Hahn
2012).

Dessa forma, os objetivos dessa investigacdo foram avaliar a toxicidade de imidaclo-
pride associado ou ndo a NaCl em adultos de E. heros e averiguar os potenciais disttarbios

reprodutivos provocados pela exposicdo subletal a estas solugdes inseticidas.

1.2 Material e Métodos
1.2.1 Coleta e criacgdo dos insetos

A colonia de E. heros estabelecida em laboratério foi proveniente de individuos obtidos
de uma coldnia ja existente mantida na EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Brasilia, DF, Brasil). Individuos coletados em cultivos de soja no municipio de Tangara
da Serra (Mato Grosso, Brasil) e de cultivos de soja de campos experimentais da Universi-
dade Federal de Vigosa (Vigosa, Minas Gerais, Brasil) foram periodicamente introduzidos
a colonia a fim de aumentar a variabilidade genética dos insetos utilizados no bioensaio.
A colonia foi criada seguindo métodos previamente descritos (Borges et al. 2006; Silva et
al. 2011) e mantida sob condic¢oes controladas (27 + 2 °C, 60 + 20% de umidade relativa e

fotoperiodo de 14 h).
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1.2.2 Bioensaio de concentracdo-mortalidade

Os bioensaios de concentragdo-mortalidade seguiram métodos que foram adaptados a
partir de estudos toxicolégicos de E. heros em laboratério (Willrich et al. 2003, Snodgrass
et al. 2005). Foi utilizado uma formulacdo comercial do inseticida neonicotinoide imi-
daclopride (granulos dispersiveis em dgua a 700 g de ingrediente ativo (i.a.)/L; Bayer
CropScience, Sao Paulo, Brasil) veiculado em 4dgua (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 concentragdes (0,042; 0,126; 0,42 e 1,26 ug i.a./ cm?, equiva-
lente a respectivamente 1, 3, 10 e 30% da dose recomendada para utiliza¢do no campo,
que é 4,2 ug i.a./cm?) com adigdo ou nao de NaCl para avaliar a mortalidade de adul-
tos recém-emergidos (< 24 h). No controle, os insetos foram expostos a dgua destilada
e deionizada com adi¢do ou ndo de NaCl. Dez repeti¢cdes, cada uma com dez adultos
recém-emergidos, foram utilizadas em cada concentragdo. A parte interna do topo de
cada frasco foi revestida com Teflon PTFE (DuPont, Wilmington, DE, EUA) e fechado
com um pedaco de organza e um eldstico para evitar a fuga dos insetos. Insetos foram
contados como mortos quando eram incapazes de andar o comprimento do seu corpo

quando pingadas com um pincel de cerda fina ap6s uma exposicdo de 48 h ao inseticida.

1.2.3 Exposicdo a doses subletais de imidaclopride

Adultos machos e fémeas recém-emergidos (< 24 h) de E. heros foram expostos sepa-
radamente durante 48 h ao residuo seco de imidaclopride nas diferentes concentra¢oes
utilizadas no bioensaio de concentragdo-mortalidade. Apds realizado este bioensaio e
observado efeito no comportamento de cépula na concentragdo de 0,126 ug i.a./cm?, foi
realizado outro bioensaio de exposi¢do subletal a esta concentra¢do de interesse com adi-
¢dooundodeNaCl, 0,5% p/v ou dgua destilada e deionizada com adigdo ou ndo desse sal
na mesma concentragdo (controle). Apds a exposicdo, fémeas e machos foram mantidos

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

1.2.4 Bioensaio de comportamento sexual

Apo6s a maturagdo sexual, 20 a 25 casais virgens previamente expostos, como nas con-
di¢des anteriores, foram destinados ao acasalamento. Todo comportamento foi gravado
com auxilio de uma filmadora digital (HDR-XR520V, Sony, Téquio, Japdo) por 13 h. Ap6s
esse periodo, os casais foram separados e mantidos individualmente em placas de Petri.
A andlise da filmagem possibilitou avaliar o tempo até a primeira cépula, o nimero de
copulas, a duragdo média e a duragdo total de acasalamento para cada casal. O nimero
de casais que ndo se acasalaram foi sempre inferior a 2% e seus resultados ndo foram

utilizados na anélise estatistica.

1.2.5 Bioensaio de reproducdo

Ap6s o acasalamento, 20 a 25 casais da concentragdo de interesse, 0,126 ugi.a./ cm? com
adi¢do ou ndo de sal de cozinha (NaCl, 0,5% p/v) ou dgua destilada e deionizada com
adi¢do ou ndo de sal de cozinha na mesma concentragado (controle), foram monitorados
separadamente até a morte. O ntmero total de ovos depositados e ninfas emergidas
foram registrados diariamente até a morte de cada fémea. Insetos foram contados como
mortos quando eram incapazes de andar o comprimento do seu corpo quando pingadas

com um pincel de cerda fina.

1.2.6 Andlise estatistica

A mortalidade causada foi submetida a andlises de covaridncia com a solucao inseti-
cida (imidaclopride ou imidaclopride com adi¢do de NaCl) como varidvel independente
e a concentragdo da solugdo inseticida como covaridvel. Anadlises de regressdo linear
complementar foram realizadas quando necessario (PROC REG, SAS Institute 2008). As

premissas de normalidade e homogeneidade de variancia foram verificadas e nenhuma
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transformacao de dados foi necesséaria (procedimento UNIVARIATE, SAS Institute 2008).
Os parametros de comportamento de acasalamento foram submetidos a andlise de va-
ridncia univariada (ANOVA) ou Kruskal-Wallis one-way ANOVA on ranks quando ndo
foram satisfeitas as premissas de normalidade e homogeneidade. Todas as comparagoes
multiplas por pares, sempre que necessario, 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 didria foram submetidos a analise de regressdo para detec-
tar tendéncias didrias que resultaram cada tratamento ao longo do tempo. O modelo
de regressdo foi escolhido com base na parcimonia, menores erros padrdes e acentua-
dos aumentos em R? com a complexidade do modelo. Os modelos de regressdo para
cada tratamento foram considerados diferentes entre si se os limites de confianca de seus

parametros ndo se sobrepuseram.

1.3 Resultados

1.3.1 Bioensaio de concentracdo-mortalidade
O modelo de analise de covaridncia para mortalidade causada por imidaclopride de-

monstrou significAncia para as fontes de variagdo bem como sua intera¢do (Tabela 1.1).

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

Fontes de variacdo gl F p
Modelo 3 27,8 <0,0001*
Erro 46 - -

Sal (S) 17,5 0,0001*

1
Concentragao do inseticida (C) 1 61,3 <0,0001*
Interagdo Sx C 1 85 0,005*

*diferenca significativa (P <0,05).

Os dados apresentados na Figura 1.1 permitem inferir que de acordo com o aumento
da concentragdo inseticida houve maior porcentagem de mortalidade de E. heros. A adi-
¢do de sal de cozinha a solugdo inseticida incrementou a mortalidade em todas as con-
centracdes utilizadas (Figura 1.1). Mesmo em baixa concentragio (0,42 g i.a./cm?, que
corresponde apenas a 10% da dose de campo), a solucdo inseticida com adicdo de sal

de cozinha causou cerca de 50% de mortalidade, enquanto a solugdo sem adicdo de sal
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propiciou mortalidade préximo a 25% (Figura 1.1), evidenciando que este saborizante

promove substancial efeito sinérgico a solucéo.

100~
’ imidaclopride
y=10,8 + 29,8x; F, ,,=60,6; R°=0,55; P<0,0001

i imidaclopride + NaCl
75 @~ y=22,1 + 42,5x; F, ,=79,3; R°=0,62; P<0,0001
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Figura 1.1: Toxicidade do residuo seco de imidaclopride a adultos de Euschistus heros. Os simbolos

representam a mortalidade média de 10 repeti¢Ges e as barras verticais representam o erro padrao
médio (+ EP).

1.3.2 Bioensaio de comportamento sexual

No primeiro bioensaio de comportamento sexual, o impacto nos casais tratados com
0,126 ug i.a./cm? de imidaclopride foi maior que nas demais concentracdes utilizadas
(Figura 1.2). Redugoes estatisticamente significativas foram encontradas para tempo to-
tal de cépula (F = 11,37, gl = 4, P <0,001) (Figura 1.2A) e tempo médio de cépula (F =
5,85, gl =4, P <0,001) (Figura 1.2B) comparado aos demais tratamentos; houve ainda um
retardamento do tempo até a primeira cépula comparado ao controle (H= 19,22, gl = 4,
P <0,001) (Figura 1.2C). Para o niimero de vezes que o casal copulou ndo foi encontrada
diferenca estatistica significativa (Figura 1.2D).

Munido desse resultado, o segundo bioensaio de comportamento sexual foi realizado
para investigar os impactos da concentragdo de 0,126 g i.a./cm? de imidaclopride com
associacdo ou ndo de NaCl (Figura 1.3). Ndo foram encontradas diferencas estatisticas

significativas para tempo total de cépula (Figura 1.3A) e tempo até a primeira cépula
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(Figura 1.3C). Entretanto, para tempo médio de cépula, os casais tratados com solugdo
inseticida que continha NaCl apresentaram um decréscimo significativo para aqueles tra-
tados com solugdes que ndo 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 solug¢des inseti-
cidas que continham NaCl permitiram maior nimero de cépulas quando comparadas a

solucdo contendo somente inseticida (H = 13,75, gl = 3, P = 0,003) (Figura 1.3D).
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Figura 1.2: Exposicdo subletal de residuo seco de imidaclopride ou dgua destilada em adultos de
Euschistus heros e efeitos no comportamento de acasalamento. O tempo até a primeira cépula
(A), numero de cépula (B), duragdo total de copula (C) e duragdo média de cépula (D) foram
registrados. Casais de E. heros agrupados pela linha horizontal na mesma altura ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 1.3: Exposicdo subletal de residuo seco de imidaclopride (0,126 ugi.a./cm?) ou d4gua desti-
lada associados ou nédo a NaCl (0,05% p/v) em adultos de Euschistus heros e efeitos no comporta-
mento de acasalamento. O tempo até a primeira copula (A), namero de cépula (B), duragdo total
de cépula (C) e duracdo média de cépula (D) foram registrados. Casais de E. heros agrupados pela
linha horizontal na mesma altura ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P <0,05).

1.3.3 Bioensaio de reprodugdo

Entre os pardmetros de fecundidade e fertilidade didria, a exposi¢do a concentragdo de
0,126 pgi.a./cm? de imidaclopride associado ou ndo a NaCl aumentou o ndmero diario
de ovos colocados por fémea (Figura 1.4A, Tabela 1.2), porém reduziu o ntimero didrio
de massa de ovos por fémea (Figura 1.4B, Tabela 1.2) e o namero didrio de ninfas emer-
gidas por fémea (Figura 1.4C, Tabela 1.2). Em todos os parametros, casais tratados com
solugdes inseticidas que continham NaCl foram estatisticamente diferentes do controle
(dgua destilada).

Apesar disso, apenas o NaCl na solugdo foi capaz de propiciar maior ndmero de ovos
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(Figura 1.5A, Tabela 1.3) e maior namero de ninfas emergidas (Figura 1.5B, Tabela 1.3) ao

longo da vida da fémea.
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Figura 1.4: Exposigdo subletal de residuo seco de imidaclopride ou dgua destilada associados ou
nao 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 regressdo nao linear dos resultados diarios de fecun-
didade e fertilidade. Os simbolos representam médias dos dados observados. Os parametros da
equacdo sdo mostrados na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2: Sumadrio das andlises de regressao nao-linear dos pardmetros de fecundidade e fertilidade de adultos de Euschistus heros mostrados na Figura

1.4.

Variavel Modelo Tratamento a* b* xo* gl F p R?
Ovos/femea  y= s Agua 061 3 (155.mm6a (99163 2 1085 <0000L 089
Agua + inseticida (25’57_'2 08 ( 6’02_()&15’ a (9/11_2';15,9) 23 130,0 <0,0001 0,91
Agua + sal (21’2%'38,2) (20,9 ?25,7) b (8’21_5'273’ g 23 413 <00001 076
Inseticida + sal (22,55—/58,5) @7, 04_8%, Hb (- 1’; Lf’gol 0) 23 156 <0,0001 0,54
Eclosdo/fémea V=13 ( X‘ibxo E Agua 07 (_)’39) R (16,92-25?3 2a (11,;5_’Li 92) 23 953 <0,0001 0,88
Agua + inseticida 08 (_)’1910) a (1 6,52-1;5,7) a @ 3,16_’1 9,3) 23 119,0 <0,0001 0,90
Agua + sal 06 -O(’)?S) ab (20,9 ?85’52, 1) ab (5’31_6’237,3) 20 26,3 <0,0001 0,70
Inseticida + sal 05 (_)’g, 6)b (28,73-74’1%, Hb (3, 66_’21 6,0) 23 1109 <0,0001 0,90
Massa de ovos/fémea y = " (x”_bxo E Agua (3.6 %,2,8) a 1 9,27_’2) 46) (21;5_’:9))0,0) 20 354 <0,0001 0,75
Agua + inseticida 2,9 —32,’36) ab (23,:232_’11/1) (9/31_5’261/9) 23 60,0 <0,0001 0,82
Agua + sal 2,0 _3;9) b (22’3?'29/0) (20/2?';9/7) 23 405 <0,0001 0,76
Inseticida + sal 2,6 :_)”g’ b (27,18?’1149’2) -3 4/57 ’_6 19,8) 23 10,2 0,0007 0,42

*Parametros estimados. Valores seguidos por diferentes letras na coluna foram significativamente diferentes (baseados na nao-sobreposigao dos limites de confianga).
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Figura 1.5: Exposigdo subletal de residuo seco de imidaclopride ou dgua destilada associados ou
ndo 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 regressdo ndo linear dos resulta-
dos diarios de fecundidade e fertilidade. Os simbolos representam médias dos dados observados.
Os parametros da equagdo sdo mostrados na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3: Sumadrio das andlises de regressdo ndo-linear dos pardmetros de fecundidade e fertilidade acumulados de adultos de Euschistus heros mostrados

na Figura 1.5.

Variavel Modelo Tratamento a* b* xo* gl F p R?

Oves  ¥= e Agua (332,13 %23,8)51 (7,79—’?1,6) (18,62-0562,7)51 15 4064 <00001 058

Agua + inseticida (31 4,1?’%7:,"21’1” , 49_'(1’0’6) (18’11_95,6)61 12 521,2 <0,0001 0,99

Aguarsal 0 i (105,155  (44.40mb 12 4866 <0000 098

Inseticida + sal @ 43,645—3?5/218, 6)b (10’1‘?’? 6,9) (25’52_9%’ b 13 3179 <0,0001 0,98

Ninfas ¥ = e, Agua (330,54-163'31,4)51 65 -8,160,6)a (17,21-9§62,0)a 7 3290 <00001 098
Agua+inseticida (351,;?::1’? 43)a (7’5_91’16,7) b (20,52-3é25,8)a 9 416,4 <0,0001 0,99

Agua +sal (4:77,45 ?26,26,7)b (11,11-41?;,2)1) (27,53-34’1%,1)1) 1079994 <00001 098

Inseticida + sal 5445 118 29,2 10 515,2 <0,0001 0,99

(492,3 - 596,8) b

(94 -14,1) ab

(25,8 - 35,6) ab

*Parametros estimados. Valores seguidos por diferentes letras na coluna foram significativamente diferentes (baseados na nao-sobreposicao dos limites de confianga).
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1.4 Discussao

Os resultados deste estudo sugerem que NaCl em adigdo a 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 associagdo
da molécula adjuvante nessa fase de vida altera o padrdo de fertilidade e fecundidade
deste artrépode.

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 eficacia de controle de pentatomideos (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 sdo amplamente utilizadas em
campos de produgdo como o imidaclopride.

Trabalhos anteriores j4 haviam demonstrado que dreas tratadas com baixas concentra-
¢oes de NaCl sdo preferidas por E. heros (Corso 1990; Corso e Gazzoni 1998; Marcomini
et al. 2016), que pode ser uma resposta dos neurdnios que expressam os receptores Grba
- que responde ao estimulo de baixas concentra¢des de NaCl - e/ou Gré6a - que resulta
no comportamento de aversdo a NaCl em insetos (Marella et al. 2006; Yarmolinsky et al.
2009). Essa resposta fisioldgica pode induzir o maior contato com a molécula inseticida,
refletindo assim em uma resposta comportamental modificando o hdbito alimentar e con-
sequentemente, ocorrendo uma maior ingestdo de inseticida (Corso e Gazzoni 1998), que
pode ser uma explicagdo para esse acréscimo na mortalidade.

Apesar de ser um efetivo método de redugdo de populagdes naturais de insetos em
concentragdes letais, imidaclopride em exposigdo 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
concentracdo de 0,042 ugi.a./L de imidaclopride é capaz de provocar alteragdes compor-
tamentais e morfofisiol6gicas em machos e fémeas de E. heros (Haddi et al. 2016; Santos
et al. 2016), porém o efeito do NaCl associado a essa concentragdo ndo foi investigado.
Nossa investigagao testou diferentes dosagens subletais e a de 0,126 g 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 adi¢do de NaCl, molécula adjuvante que também propiciou mudangas
nos padrdes de fecundidade e fertilidade de E. heros.

Um resultado alarmante encontrado nesse estudo foi que, apesar da porcentagem de
emergéncia de ninfas ser menor em solugdes inseticidas com NaCl (Figura 1.4C), a pre-
senca do sal nesta solu¢do propiciou uma maior oviposi¢do o que representou um maior
ntmero total de ovos por fémeas (Figura 1.5A) e maior niamero de ninfas emergidas (Fi-
gura 1.5B). Uma das provaveis causas desse incremento reprodutivo é que o NaCl poten-
cializou a agdo do imidaclopride tanto aumentando a frequéncia de c6pula em machos
quanto potencializando o desenvolvimento ovariano em fémeas por agdo 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 adi¢do de NaCl superam o estresse inseticida
e ainda incrementam seu fitness. Isso sugere uma possivel hipdtese que explicaria o ra-
pido crescimento populacional de E. heros que estd ocorrendo em campos de producdo
de soja, visto que a utilizacdo de NaCl em caldas inseticidas é frequente nessas areas.
Além disso, esse estudo implica diretamente no manejo de E. heros, indicando que ndo é
recomendado expor adultos a dosagens subletais de imidacloprid com adig¢do de NaCl.
Todavia, investigagdes que permitam maiores detalhes nos mecanismos fisioldgicos en-
volvidos nesses processos, assim como a investigacdo de outras dosagens subletais com
adigdo de NaCl e aplicagdo desses ensaios em campos de produgdo, se fazem necessarios
para preencher essa lacuna e elucidar quais processos estdo envolvidos nessa mudanga

comportamental.
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Crescimento populacional de Euschistus heros quando ninfas sao
subletalmente expostas a imidaclopride e NaCl

Resumo

Inseticidas, dependendo da sua forma de uso, sdo responsaveis pela redugdo de inimi-
gos naturais e selecdo de populagdes resistentes. Em lavouras de soja, Euschistus heros tem
sido a principal praga, responsavel 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 seguranca de aplicagdo.
Adicionado a isso, muitos agricultores utilizam NaCl no preparo das caldas inseticidas
visto que esta molécula potencializa a agdo desses compostos. Todavia, os efeitos suble-
tais dessas caldas sdo 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 dindmica populacional de E. heros cujas
ninfas foram subletalmente expostas a caldas inseticidas contendo imidaclopride e NaCl.
Cloreto de Sédio (0,5% p/v) em associagdo com imidaclopride na concentragao de 0,126
pg i.a./cm? (equivalente 3% da dose recomendade para utilizagdo no campo, que é 4,2
pg i.a./cm?) impactou negativamente o comportamento sexual de E. heros. Essa concen-
tracdo associada a NaCl proporcionou um incremento no nimero de ovos depositados
comparado com as solugdes que ndo continham esse adjuvante. Todavia, todos os insetos
tratados com inseticida associado ou ndo a NaCl sofreram drastica redu¢do no ntimero
de ovos e na eclosdo didria e acumulada ao longo da vida da fémea. A estimativa de
crescimento populacional foi reduzida com a exposicdo de ninfas a solugdes inseticidas
tanto na taxa liquida de reproducédo (Rg) quanto na taxa intrinseca de crescimento (r) e
no tempo de geragdo (T). Houve ainda uma potencializagdo nesse decréscimo com o uso
de NaCl em todas as concentrag¢des subletais utilizadas. Dessa forma, este estudo sugere
que a exposi¢do de ninfas de 5° instar de E. heros a dosagens subletais de imidaclopride
com adi¢do ou ndo de NaCl reduz o potencial reprodutivo e a estimativa de crescimento
populacional nesta espécie, informagdo 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 ugi.a./ cm? (equivalent to 3% of the recommended dose for field use, which
is 4.2 ugi.a./cm?) 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 (Rp) 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
5! 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 Introducao

O surto de pragas secundarias e o ressurgimento de pragas sdo reac¢des ecolédgicas influ-
enciadas principalmente pelo uso de inseticidas, que podem estar atrelados a reducdo
de inimigos naturais e selegdo de populagdes resistentes (Desneux et al. 2007; Guedes
e Cutler 2014), comprometendo o controle sustentdvel de pragas. Quando usada ade-
quadamente, essa ferramenta permite um eficaz controle de insetos, contribuindo para o
aumento de rendimento na produgao agricola (Ghimire e Woodward 2013; Macfadyen et
al. 2014; Guedes et al. 2016).

Em campos de producdo de soja (Glycine max), diversos organismos sdo 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 secundéria
para praga-chave (Panizzi e Corréa-Ferreira 1997; Saluso et al. 2011; Panizzi et al. 2012;
Panizzi 2013) e, consequentemente, é mais exposto a acdo desses xenobidticos. Essa expo-
sicdo tem sido mais frequente a inseticidas do grupo neonicotinoide, como imidaclopride,
que atualmente sdo 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 sdo expostos a dosagens subletais
desse composto, hd mudanga nos padrdes reproduivos e na sobrevivéncia desse inseto-
praga que podem permitir o aumento populacional (Santos et al. 2016; Haddi et al. 2016).
Além disso, Cloreto de Sédio (NaCl) é um adjuvante usado nas solugdes inseticidas que
aumenta o potencial de mortalidade das formulag¢oes (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 artrépode-praga.

Fases imaturas de inumeras espécies de insetos sofrem a¢do de moléculas insetici-
das, que podem provocar mudangas comportamentais e fisiolégicas quando o individuo
atinge a fase adulta (Kim et al. 2006; Yin et al. 2008; Santos et al. 2016; Celestino et
al. 2014). Estagios ninfais de E. heros também estdo expostos a essas dosagens subletais

de caldas inseticidas no campo, porém ainda hé caréncia 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 dindmica
populacional desta espécie.

Mediante o exposto, as propostas dessa investigagdo sdo avaliar o comportamento re-
produtivo e o crescimento populacional de E. heros expostos na fase ninfal a dosagens

subletais de imidaclopride com associa¢do ou ndo a NaCl.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Coleta e criagdo dos insetos

A colonia de E. heros estabelecida em laboratério foi proveniente de individuos obtidos
de uma coldnia ja existente mantida na EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Brasilia, DF, Brasil). Individuos coletados em cultivos de soja no municipio de Tangara
da Serra (Mato Grosso, Brasil) e de cultivos de soja de campos experimentais da Universi-
dade Federal de Vigosa (Vigosa, Minas Gerais, Brasil) foram periodicamente introduzidos
a colonia a fim de aumentar a variabilida®de genética dos insetos utilizados no bioensaio.
A colonia foi criada seguindo métodos previamente descritos (Borges et al. 2006; Silva et
al. 2011) e mantida sob condi¢oes controladas (27 + 2 °C, 60 + 20% de umidade relativa e

fotoperiodo de 14 h).

2.2.2 Exposicdo a doses subletais de imidaclopride

Insetos de 5° instar (<48 h) foram expostos individualmente durante 48 h ao residuo seco
de imidaclopride em diferentes concentrac¢oes (0,042 e 0,126; ugi.a./ cm?, equivalente a
respectivamente 1 e 3% da dose recomendada para utilizagdo no campo, que é 4,2 ug
i.a./cm?) associado ou ndo a sal de cozinha (NaCl, 0,5% p/v) ou 4gua destilada e deioni-
zada associado ou ndo a sal de cozinha (NaCl, 0,5% p/v) (controle). As paredes internas
de frascos de vidro de 20 mL foram revestidos com 550 uL de solucdo. Apds a exposi-
¢do, os individuos foram mantidos separados em recipientes de pléstico e alimentados ad

libidum até a morte.
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2.2.3 Bioensaio de comportamento sexual

Ap6s a maturagdo sexual (a partir do 13° dia no estdgio adulto), 20 a 25 casais virgens pre-
viamente expostos no 5° instar foram destinados ao acasalamento. Todo comportamento
foi gravado com auxilio de uma filmadora digital (HDR-XR520V, Sony, Téquio, Japao)
por 13 h. Apés esse periodo, os casais foram separados e mantidos individualmente em
placas de Petri. A anélise da filmagem possibilitou avaliar o tempo até a primeira cépula,
o ntimero de acasalamentos, a duragdo média de cada acasalamento e a duragao total de
acasalamentos para cada casal. O nimero de casais que ndo se acasalaram foi sempre

inferior a 2% e seus resultados ndo foram utilizados na anélise estatistica.

2.2.4 Bioensaio de reprodugdio

Apo6s o acasalamento, 20 a 25 casais de cada tratamento foram monitorados separada-
mente até a morte. O ntimero total de ovos depositados e ninfas emergidas foram regis-
trados ap6s a morte de cada fémea. Insetos foram contados como mortos quando eram
incapazes de andar o comprimento do seu corpo quando pingadas 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 ug i.a./cm? de imidaclopride associado ou ndo a sal de
cozinha (NaCl, 0,5%) ou 4gua destilada e deionizada associado ou nédo a sal de cozinha
(NaCl, 0,5% p/v). Todos os estagios de desenvolvimento de E. heros foram incluidos (ovo,
ninfa e adulto). Individuos de 5° instar foram expostos a residuo seco de inseticida como
descrito anteriormente. A sobrevivéncia e a duragdo de cada estagio de desenvolvimento
foram registrados, assim como a fertilidade das fémeas 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).

31



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

As matrizes de projegdo resultante compreendem um conjunto de elementos que se
referem a probabilidade de um individuo sobreviver e permanecer no mesmo estdgio de
vida (P;) e um conjunto de elementos que se referem a probabilidade de um individuo
sobreviver e passar para o proximo estagio de vida (G;) (Keyfitz e Caswell, 2005). Essas
probabilidades sdo calculadas com base na sobrevivéncia (c;) e desenvolvimento (vy;) de
cada estagio de vida (i), tais que P;=0(1-7;) e G;=0;7; (Celestino et al. 2014; Vilca Mallqui
et al. 2014). Esse procedimento permitiu estimar a taxa de crescimento populacional (1),

taxa liquida de reprodugdo (Rp) e o tempo de geracéo (T).

2.2.6 Andlise estatistica

Os parametros de comportamento de acasalamento foram submetidos & andlise de va-
riancia univariada (ANOVA) ou Kruskal-Wallis one-way ANOVA on ranks quando nao
foram satisfeitas as premissas de normalidade e homogeneidade. Todas as comparag¢oes
multiplas por pares, sempre que necessdrio, 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 didria foram submetidos a andlise de regressdo para detec-
tar tendéncias didrias que resultaram cada tratamento ao longo do tempo. O modelo
de regressdo foi escolhido com base na parcimonia, menores erros padrdes e acentua-
dos aumentos em R? com a complexidade do modelo. Os modelos de regressido para
cada tratamento foram considerados diferentes entre si se os limites de confianca de seus

parametros ndo se sobrepuseram.

2.3 Resultados

2.3.1 Bioensio de comportamento sexual

Em todos os parametros de comportamento sexual avaliados, ninfas de 5° instar expostas
a concentragdo de 0,126 ug i.a./cm? de imidaclopride com associagdo a NaCl sofreram

maior impacto que as demais concentrag¢des utilizadas (Figura 2.1). Para este tratamento,
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redugdes significativas foram observadas para o tempo até a primeira cépula (H = 21,76,
gl = 5, P <0,001)(Figura 2.1A), nimero de cépulas (H = 18,87, gl = 5, P = 0,002)(Figura
2.1B), tempo médio de copula (H = 24,36, gl = 5, P <0,001)(Figura 2.1C) e tempo total
de copula (Fs89 = 3,10, P = 0,013)(Figura 2.1D), quando comparado ao controle. Para a
concentracio de 0,042 ugi.a./cm? de imidaclopride com associagdo ou ndo a NaCl, houve
um acréscimo no tempo até a primeira cépula (H = 21,76, gl = 5, P <0,001)(Figura 2.1A).
Para os demais parametros ndo houve diferenga significativa entre a concentracdo que

representa 1% da dose de campo comparada ao controle.
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Figura 2.1: Exposigédo subletal de residuo seco de imidaclopride ou dgua destilada associados ou
ndo a NaCl (0,05% p/v) em ninfas de 5° instar de Euschistus heros e efeitos no comportamento de
acasalamento. O tempo até a primeira cépula (A), nimero de cépula (B), duragéo total de cépula
(C) e duragdo média de cépula (D) foram registrados. Casais de E. heros agrupados pela linha
horizontal na mesma altura nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P <0,05).
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2.3.2 Bioensaio de reproducdo

A exposigdo a diferentes concentragdes inseticidas com associagdo ou ndo de NaCl em
ninfas de E. heros promoveu mudangas nos parametros reprodutivos (Figura 2.2, Tabela
2.1). Fémeas expostas a maior concentragio da solucdo inseticida, 0,126 ug i.a./cm? de
imidaclopride, depositaram menor nimero de ovos diariamente (Figura 2.2A, Tabela 1.2)
e acumulado (Figura 2.3A, Tabela 2.2). No entanto, quando ha associacdo do sal nesta
solugdo, um aumento estatisticamente significativo da deposi¢do de ovos é observado
para ambas situagdes (Figura 2.2A, Tabela 1.2 e Figura 2.3A, Tabela 2.2, respectivamente).

Quando trata-se da porcentagem didria de emergéncia e do nimero total de ninfas
emergidas, o tratamento de 0,042 ug i.a./cm? de imidaclopride foi o tinico que néo pro-
piciou reducao (Figura 2.2B, Tabela 1.2 e Figura 2.3B, Tabela 2.2, respectivamente). Além
disso, quando trata-se do ntimero total de ninfas, 0 mesmo fendmeno ocorrido com o
nimero de ovos depositados veio a acontecer. A solucéo de 0,126 ug i.a./cm? de imi-
daclopride com NaCl propiciou maior ntimero de ninfas que a mesma solugdo sem o

saborizante (Figura 2.3B, Tabela 2.2).
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Figura 2.2: Exposigdo subletal de residuo seco de imidaclopride ou dgua destilada associados ou
ndo a NaCl (0,05% p/v) em ninfas de 5° instar de Euschistus heros e efeitos na fecundidade (A) e na
fertilidade (B). As linhas representam o ajuste da regressdo ndo linear dos resultados diarios de fe-
cundidade e fertilidade. Os simbolos representam médias dos dados observados. Os parametros
da equacéo sdo mostrados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Sumdrio das anélises de regressao nao-linear dos parametros de fecundidade de Euschistus heros mostrados na Figura 2.2.

Variavel Modelo Tratamento ar b* xo* gl F P R?
Ovos/fémea vy = " (x”_bxo B Agua (26,1 %93’22/3) ab (35,85—1867,3) a (22/33_0é239,3) a 31 199 <0,0001 0,53
Aguatsal™ o0 %42’67,8) be (40,35-2é65,0) a (25,33-1é88,3) a O1 369 <0001 068
0,042 imida*** (27,33_0563,9) - 44_2?3, Da (@B 63_8;163, 6a 28 286 <00001 065
0,042 imida +sal | 9’92_2'218) ¢ G 4’04_852’1) R (17’92_6518) L 81 377 <0000l 0,69
0,126 imida (20,5 %32,;,8) be (17’32_:2;’9) b 93 %31’;7) , 26 88 <0,0001 086
0,126 imida +sal ¢ _121'21) abe (413 ﬁ'g?)ﬁ) 2 (113 i2-1é99,3) b 31277 <00001 0,62
Eclosdo/fémea  y = -5y Agua (0,6 (-)’5,8) a (312 ?%f,@ ab (20,73-34’125,8) a O 136 <00001 043
Agua+sal oo -06? ab (287 ‘_1‘;91,5) b (53 1(2)50 pap 31 564 <0001 077
0,042 imida 0,5 (_)'g, 6)a (36,9 ?31’39’1) a (1 6,73-24,137,9) a 24 44 <0,0001 0,21
0,042 imida + sal (04 (_)’3/5) b (17,8 %%15/2) be (1,7 _811/7) b 30 121,38 <0,0001 0,88
0,126 imida (04 —0(’)?6) ab (12/21_8'295, 6) c (1,0 _7iz/ 6)b 26 84,0 <0,0001 0,86
0,126 imida + sal 04 33,3 68 31 452 <0,0001 0,76

01-07)ab  (21,0-456)abc (-42,5 - 28,9) abc

*Parametros estimados. Valores desses parametros seguidos por diferentes letras na coluna foram significativamente diferentes (baseados na nao-sobreposi¢ao dos limites de confianga).

**NaCl na solugio na concentragdo de 0,5% (p/v). ***Solugdo de imidaclopride em pg i.a./cm?.
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Figura 2.3: Exposigdo subletal de residuo seco de imidaclopride ou dgua destilada associados ou
ndo a NaCl (0,05% p/v) em ninfas de 5° instar de Euschistus heros e efeitos na fecundidade acu-
mulada (A) e na fertilidade acumulada (B). As linhas representam o ajuste da regressdo ndo linear
dos resultados diarios de fecundidade e fertilidade. Os simbolos representam médias dos dados

observados. Os parametros da equagdo sdo mostrados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: Sumadrio das andlises de regressdo ndo-linear dos parametros acumulados de fecundidade de Euschistus heros mostrados na Figura 2.3.

Variavel Modelo Tratamento a* b* x0* gl F p R?
Ovos Y= ey Agua (690,87%87,26,4);1 (14,51-6199,3)a (38,54—14’;;,4)a 18 8781 <00001 059
Agua +sal" (606,36 ?56125,3)b (15,21-7139,4)a (39,94-2 4'165,2)a 18 12062 <0.0001 0,99

0,042 imida*** (713,07?17'39,0)61 (s, 41_6%’0)61 0, 64_32125,7)a 16 14912 <0,0001 0,99

0,042 imida + sal (530,55?65'22’7)(: a 4,91_7119’3)‘3 7, 44_02112,9)a 18 10097 <0,0001 0,99

0,126 imida (298’93%?0’8)(3 9.2 }111,1)19 oL 42_452’7)b 15 3574 <0,0001 0,98

0,126 imida + sal (372;?1'320,1) 4 (s 41_9;2’7)61 s, 43_72172,1)a 18 450,8 <0,0001 0,98

Eclosdao/fémea y = " (x‘i;o)z Agua (588,86 %66’24,7) 3 (13,81-5187,8) a (358 ?2317) ab 17 10499 <0,0001 0,99
Agua + sal (577,46%%33,3)61 (11,9 }41'3,9) ab (309 %5,4) be 1+ 72 <0001 059

0042imida o 6’57(_)77’;18, Da (4 61-75_%,8)51 : 40,34_5?0,2)51 15 6755 <0,0001 0,99

0,042 imida +sal ¢ 6,5?13’56,2)13 08 }11’23,7)13 2 6,72_8532) 4 13 10699 <0,0001 099

0,126 imida (233,5?32';3’2)C ( 4’7?'§,8)C (15/11_71(;,8)8 6 4228 <0,0001 0,99

0,126 imida + sal L6 123 201 9 3285 <0001 0,98

(3614-501,8)b (9,0-156)ab (24,7-35,6) cd

*Parametros estimados. Valores desses parametros seguidos por diferentes letras na coluna foram significativamente diferentes (baseados na nao-sobreposi¢ao dos limites de confianga).

**NaCl na solugio na concentragdo de 0,5% (p/v). ***Solugdo de imidaclopride em pg i.a./cm?.
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2.3.3 Bioensaio de matriz estruturada na idade

Com exposigdo no quinto instar, todas as solugdes inseticidas com ou sem associa¢do de
NaCl reduziram o crescimento populacional de E. heros, cada uma com um resultado
distinto para as 20 gerag¢des projetadas (Figura 2.4). Apesar do controle e o controle com
adi¢do de NaCl apresentarem diferencas na taxa liquida de reproducao (Ro) (39,13 e 52,95,
respectivamente) e o sal propiciar um retardamento no tempo de geracao (T) (20,78) com-
parado ao controle (19,17), a curva dos dois modelos se sobrepde (Tabela 2.3, Figura 2.4).

Diferentemente, quando as ninfas foram expostas a solugéo de 0,126 ug i.a./cm? de
imidaclopride com adigdo 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 concentragdo de 0,042 ug i.a./cm? com adigao de NaCl,
que foi menor que a mesma solugdo sem a adi¢do de NaCl e a solugdo na concentracdo
de 0,126 pg i.a./cm? sem adicdo de sal (Tabela 2.3, Figura 2.4). Esses resultados mostram
a eficdcia do NaCl como potencializador inseticida e promotor da redugdo populacional

quando ha exposicdo em ninfas de 5° instar de E. heros.

Tabela 2.3: Taxa de crescimento populacional (r), taxa liquida de reprodugédo (Rp) e tempo de gera-
¢do (T) de Euschistus heros expostos no 5° instar ninfal a concentragdes subletais de imidaclopride
associado ou ndo a NaCl com base na matriz estruturada por idade.

Tratamento r Ry T
Agua 0,19 39,13 19,17
Agua + 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 solugéo na concentracio de 0,5% (p/v). **Solugdo de imidaclopride em g i.a./cm?.
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Figura 2.4: Projecdo do crescimento populacional de Euschistus heros quando expostos a dosagens
subletais de residuo seco de imidaclopride ou dgua destilada associados ou ndo a NaCl (0,05%
p/Vv) no 5° instar ninfal com base em um modelo de matriz estruturada por idade. A densidade
populacional inclui todos os estddios de desenvolvimento da espécie (ovo, ninfa e adulto).

2.4 Discussao

Os resultados desse estudo sugerem que NaCl associado a concentra¢des 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 5° instar
ninfal. Além disso, essas solugdes reduzem a estimativa de crescimento populacional por
afetarem diretamente a sobrevivéncia e o desenvolvimento de cada estdgio de vida deste
artropode.

Trabalhos anteriores ja demonstraram a toxicidade de imidaclopride a ninfas de penta-
tomideos e, além disso, essa molécula é reportada por afetar o comportamento alimentar
e sobrevivéncia nesta familia 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 a alta demanda energética
para seu desenvolvimento (Soyelu et al. 2007). Nesta investigacdo, imidaclopride pode

ter influenciado na redugdo 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 equilibrio hormonal, afetando potencialmente a ultima ecdise
e o output reprodutivo da espécie (Nauen et al., 1998, Gerami et al., 2005). Em adigéo,
NaCl associado a molécula inseticida pode potencializar esses efeitos e resultar em um
decréscimo mais acentuado nos parametros reprodutivos e na estimativa de crescimento
populacional, visto que essa molécula fagoarrestante induz a permanéncia e maior con-
tato desses individuos em é&reas tratadas com inseticida (Corso 1990; Corso e Gazzoni
1998).

Dosagens subletais de imidaclopride provocam disttirbios reprodutivos e reducdo da
taxa de crescimento populacional quando atigem estdgios 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 agricolas da subordem Heteroptera.

Houve severa reducdo na fertilidade e na fecundidade (Figura 2.2, Figura 2.3) da ge-
racdo que sofreu exposicdo com NaCl associado ou ndo a concentragdes subletais de
imidaclopride, parémetros mais importantes em estudos com concentracdes subletais de
agroquimicos devido a influéncia direta na demografia populacional (Stark et al., 2004,
Biondi et al., 2013). De modo semelhante, estudos anteriores também relataram essa
dréstica redugdo na fecundidade e na fertilidade de hemipteros expostos a concentragdes
subletais de imidaclopride, compromentendo potencialmente sua dinamica populacio-
nal (Lashkari et al., 2007, Boina et al., 2009, Bao et al., 2009). Na nossa investigagdo, esse
fendmeno pode ser explicado pelo fato da solugdo inseticida estimular um adaptacdo
neuronal desses organismos expostos e isso implicar diretamente na estratégia reprodu-
tiva de E. heros visto o estresse alimentar passado pelo individuo no ultimo instar ninfal,
que implica diretamente na dindmica populacional (Agatz et al., 2013, 2014, Nyman et
al., 2013). Todavia, pode haver um trade-off e nas geragdes posteriores essa influéncia ne-
gativa ser revertida e proporcionar ganhos reprodutivos a 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 5°
instar ninfal a concentrag¢des subletais de imidaclopride associadas ou ndo a NaCl. Esse

resultado é uma ferramenta importante para compor o MIP (Manejo Integrado de Pragas)
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desta espécie, sugerindo que taticas de amostragem para a aplicacdo de calda inseticida
com associa¢do de NaCl no controle de E. heros em campos de produgdo considerem o
nimero de ninfas de 5° instar, visto que ha um significativo decréscimo populacional
da espécie. Nao obstante, estudos acerca do impacto dessas solugdes na fisiologia desses
processos e na dindmica populacional desta espécie em campos de producdo sdo necessa-
rias para elucidar esse comportamento com as intempéres climéticas encontradas nesses
ambientes. Além disso, estudos com geragdes posteriores a F1 sdo necessdrios para que

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

A associacdo 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 nimero de ovos e, consequentemente, obtendo maior ntimero de ninfas du-
rante toda a vida da fémea.

A exposigdo de ninfas de 5° instar de E. heros a dosagens subletais de imidaclopride
associado a NaCl ou nédo é capaz de reduzir drasticamente o potencial reprodutivo e a
estimativa de crescimento populacional desses individuos.

Apesar de preliminar, este estudo traz uma implicagdo pratica para o manejo de E.
heros. Quando for realizada pulverizagdo com NaCl na calda inseticida, a tomada de
decisdo deve levar em conta o nidmero de individuos no ultimo estdgio ninfal, visto e

eficdcia de manejo comparada a adultos.
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