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Resumo

MENDES, Marcos Vinicius, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2015. Toxicidade e alteragbes comportamentais no percevejo-marron-da-
soja decorrentes da exposicao por contato a imidaclopride. Orientador:
Eugénio Eduardo de Oliveira. Coorientador: Haddi Khalid.

FEuschistus heros tem se destacado como um dos percevejos que mais causa danos
em cultivos de soja no Brasil. Estes insetos podem causar varios danos a plantacao,
pois sao fitéfagos e utilizam de um estilete que possuem no aparelho bucal para su-
gar seiva da planta, afetando o desenvolvimento e a qualidade da semente, podendo
ainda transmitir microrganismos. O controle desta praga, ainda baseia-se forte-
mente no uso extensivo de inseticidas de agdo neurotdxica como organofosforados
e, mais recentemente, neonicotindides e piretréides. Estudos sobre a toxicidade de
neonicotinéides (aplicados isoladamente ou em mistura) em E. heros ja tem sido ob-
jeto de investigagoes. Entretanto, estudos com o objetivo de compreender os efeitos
colaterais da exposicao subletal de inseticidas a E. heros ainda sdo completamente
negligenciados. Doses subletais de neonicotindides e piretrdides sdo conhecidas por
causar perturbagoes em padroes comportamentais chaves em insetos, que conse-
quentemente podem conduzir a desordens na dindmica populacional destes animais.
Portanto, este trabalho foi conduzido com os objetivos de avaliar a toxicidade do
imidaclopride e uma possivel potencializagao desta toxicidade mediante adicdo de
sal de cozinha, bem como averiguar distirbios reprodutivos e comportamentais cau-
sados por exposicao subletal de E. heros a este inseticida. Neste contexto adultos
sexualmente imaturos de E. heros foram expostos a concentragoes subletais de imida-
clopride e os comportamentos locomotores e de acasalamento bem como, parametros
reprodutivos deste animais foram avaliados. As curvas de concentracao-mortalidade
obtidas dos bioensaios para todos os instares estudados e demonstraram que o in-
seticida apresenta maior toxicidade ao as ninfas de 4° instar quando na presenca do
sal de cozinha. Os estudos envolvendo disturbios comportamentais antes e depois
do acasalamento demonstraram que fémeas tratadas, quando acasaladas com ma-
chos néo-tratados, tiveram um menor tempo de corte um maior tempo de copula,
mostrando que possiveis essas alteragoes podem ser resposta da exposicido a doses

subletais de imidaclopride, alteragoes tais que podem acarretar a longo prazo, em
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um queda na taxa reprodutiva desses individuos. Quanto aos estudos sobre a de-
sempenho reprodutivo, apesar de um aumento no tempo de copula, essas fémeas
tratadas que foram acasaladas com machos nao-tratados apresentaram uma queda
no numero de posturas por dia e a auséncia de um pico de oviposicdo. Quando
comparados quanto ao niimero de ovos colocados por dia todos os individuos trata-
dos com doses subletais de imidaclopride possuiram uma queda no nimero de ovos
colocados por dia, todos os tratamentos com a presenca de dose subletal de inseti-
cida tiveram alteracoes, sendo que os tratamentos em que fémeas e machos foram
tratados e quando somente fémeas foram tratadas tiveram um pico de oviposi¢ao
significativamente menor e com certo atraso na ocorréncia quando comparados ao
controle. Esses resultados mostram a necessidade de mais estudos acerca das alte-
ragoes causadas por doses subletais de inseticida em pentatomideos e também em
outros insetos. A compreensdao minuciosa de como a exposigoes subletais a insetici-
das alteram padroes comportamentais de insetos contribui, em ultima andlise, para

um manejo de praga mais eficiente.
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Abstract

MENDES, Marcos Vinicius, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2015.
Toxicity and behavioral changes in brown stink bug from exposure by
imidacloprid contact. Advisor: Eugénio Eduardo de Oliveira. Co-advisor: Haddi
Khalid.

Fuschistus heros has emerged as one of the bugs that causes more damage to soy-
bean crops in Brazil. These insects can cause various crop damage because they are
phytophagous and use of a stylus having their mouthparts to suck sap of the plant,
affecting the development and seed quality, and may transmit microorganisms. The
control of this pest, still relies heavily on the extensive use of neurotoxic insecticides
such as organophosphates and, more recently, neonicotinoids and pyrethroids. Stu-
dies on the toxicity of neonicotinoid (used alone or in mixture) in E. heros has been
the object of investigations. However, studies in order to understand the side effects
of sublethal exposure to insecticides F. heros are still quite neglected. Sublethal do-
ses of pyrethroids and neonicotinoids are known to cause disturbances in key insect
behavioral patterns, which in turn can lead to disorders in the population dynamics
of these animals. Therefore, this study was conducted with the objective to evalu-
ate the toxicity of imidacloprid, a possible potentiation of this toxicity by adding
table salt and determine reproductive and behavioral disorders caused by sublethal
exposure of F. heros to this insecticide. In this context sexually immature adults
of E. heros were exposed to sublethal concentrations of imidacloprid and locomotor
behavior and mating and reproductive parameters, this animals were evaluated. The
curves of concentration-mortality for all the studied instars and demonstrated that
the insecticide presents higher toxicity to the 4th instar nymphs in the presence of
table salt. Studies involving behavioral disturbances before and after mating treated
females showed that when mated with untreated males have a shorter cutting time
a longer coupling, showing potential responses of physiological changes caused by
sublethal deoses imidacloprid, such changes that may result in a decrease in the re-
productive rate of these individuals, changes in the morphology of the reproductive
system of males and females can influence throughout the life cycle. As for studies on
reproductive performance, despite an increase in mating time, these treated females

that were mated with untreated males showed a drop in the number of eggs per day



and the absence of a peak of oviposition. When compared to the number of eggs laid
per day all subjects treated with sublethal doses of imidacloprid owned a drop in
the number of eggs laid per day, all treatments with the presence of sublethal dose
of insecticide had changes, the treatments that females and males were treated and
when only females were treated peaked significantly lower oviposition and with some
delay in the occurrence compared to controls. These results show the need for more
studies about the changes caused by sublethal doses of insecticide in pentatomids
and also in other insects. A thorough understanding of how to sublethal exposure
to pesticides alter behavioral patterns of insects contributes ultimately to a more

efficient pest management.



1. Introducao

A cultura da soja (Glycine maz L.) tem apresentado varias problemas com ataque
de pragas durante todo o ciclo. Dentre as diversas pragas, um pentatomideo tem
se destacado como uma dos principais causadores de injurias ao desenvolvimento
e produtividade da cultura, o Euschistus heros (Fabr., 1974) (Gallo et al., 2002).
Incidéncias dessa praga tem aumentado nos ultimos anos, reduzindo a produtividade
das lavouras ou diminuindo a quantidade e/ou a qualidade dos graos (Panizzi et al.,
2014).

O percevejo-marrom-da-soja, como é conhecido popularmente (Panizzi, 2004), du-
rante o desenvolvimento, apresenta cinco ecdises até o inseto atingir a fase adulta
(Costa lima, 1940) e mede aproximadamente 13 mm de comprimento (11 a 15 mm).
Enquanto adulto apresenta coloracdo marrom-escura ou avermelhada. Possui dois
prolongamentos laterais no protérax em forma de espinhos pontiagudos e uma man-
cha branca tipica em forma de “meia-lua” na extremidade do escutelo, o que facilita
a identificagdo. Os ovos podem ser amarelos, verde-claros ou beges e sdo normal-
mente depositados em massas de 6 a 15 unidades, dispostas em duas ou trés fileiras
paralelas (Degrande e Vivan, 2009).

O habito de se alimentar diretamente dos graos afeta o rendimento e a qualidade
das sementes. O ataque constante destes insetos diminui ainda o niimero de sementes
e, em menor escala, o nimero de vagens por planta e o niimero de sementes por
vagem de soja. A transmissdo de microrganismos como, por exemplo, a inoculacao
de fungos pelos pentatomideos, também pode ocorrer juntamente com os danos
diretos causados nas sementes de soja (Panizzi e Slansky,1985).

Uns dos inseticidas mais utilizados atualmente sdo os neonicotinéides. Foram
desenvolvidos nos anos 90 e sao registrados para o uso em uma ampla variedade de
culturas e muito eficazes contra insetos sugadores (Fairbrother et al., 2014). Este
grupo de inseticida possui moléculas relativamente pequenas e sao altamente solavel
em agua. Apods a absor¢ao pela planta, este composto e os seus metabdlitos circulam
(principalmente através do xilema) ao longo de tecidos de plantas e proporcionam um
periodo de protegao contra uma série de insetos (Nauen e Elbert, 2003;. Magalhaes

et al., 2008). Sao neurotoxinas sintéticas que atuam como agonistas dos receptores



de acetilcolina e possuem a capacidade de alterar as fun¢des normais do sistema
nervoso de insetos (Matsuda et al., 2001). No Brasil, a aplicagdo de neonicotindides
tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos porque esses compostos foram
utilizados para substituir as aplicages de insecticidas com acdo a longo prazo. Os
neonicotindides tornaram-se os inseticidas mais comuns utilizados para controlar o
percevejo-marrom-da-soja, F. heros (Sosa-Gémez et al., 2006).

No entanto, a sustentabilidade do uso de neonicotindides é fortemente dependente
de seu uso adequado. O uso inadequado desses compostos tem posto em risco
a saude humana e causado problemas ambientais. Consequentemente, tem sido
crescente o interesse no desenvolvimento de estratégias alternativas para o manejo de
insetos-praga (Kogan, 1998). Aplicagoes indiscriminadas de inseticidas podem levar
a perda de biodiversidade, alteragoes no funcionamento da biota local, a selecao de
populagoes resistentes ao inseticida, ressurgimento e/ou surtos de pragas de insetos,
e grande mortalidade de organismos nao-alvo, incluindo os seres humanos (Quarcoo
et al., 2014). Na tultima década, as preocupagdes em relacido ao destino ambiental
e efeitos destes compostos, incluindo persisténcia no solo, efeitos sobre as espécies
polinizadoras e outros organismos nao-alvo, foram associadas com a generalizada
utilizacao destes pesticidas sintéticos (Goulson, 2013).

Os estudos acerca dos efeitos de pesticidas em invertebrados tém aumentado cada
vez mais em todo o mundo (Thompson, 2003). Estudos demonstrando os potenciais
impactos negativos sobre organismos nao-alvo levou a grande preocupacio sobre
o seu impacto ambiental (Goulson, 2013). Os efeitos subletais sobre a fisiologia e
comportamento de insetos expostos a esses compostos tem atraido grande atencgao
de pesquisadores recentemente (Guedes e Cutler, 2014).

Durante muito tempo, o método para estimar os efeitos secundéarios dos produtos
quimicos para artrépodes foi determinar uma dose letal (DLsp) ou concentracao
letal (CLsp) estimada (Croft, 1990). Porém com o aumento na demanda pelo uso
desses produtos e o aumento nos estudos sobre os efeitos de tais no ambiente (Ferrari,
1986) tem-se uma grande necessidade de maiores estudos acerca de efeitos nao letais.
Os efeitos subletais sdo definidos como efeitos fisiolégicos e/ou comportamentais
em individuos expostos a concentracbes menos elevadas de um composto toxico

(Guedes e Cutler, 2014). Estes efeitos podem desencadear uma série de alteragoes



em caracteristicas de histéria de vida chaves para o organismo, tais como: tempo de
vida, a taxa de desenvolvimento, reprodugdo e outros (Desneux et al., 2004, 2006;
Biondi et al., 2012; Planes et al., 2013; Saber e Abedi, 2013; Bengochea et al., 2014).
Tendo consequéncias, sem duvida, importantes ao nivel populacional dos individuos
expostos (Stark e Banks, 2003; Stark et al., 2004; Ali et al., 2012; Biondi et al.,
2013).

Para inseticidas sistémicos, os efeitos subletais podem até ser mais prejudiciais do
que efeitos letais sobre os inimigos naturais (Zotti et al., 2013; Gontijo et al, 2014).
Efeitos subletais podem comprometer a ecologia de individuos que sao importantes
para o equilibrio de ecossistemas naturais ou manejados ( Biondi et al., 2012, 2013).

E interessante destacar que além da recomendacio dos diversos inseticidas uti-
lizados para controlar estes percevejos pragas, alguns trabalhos tem apontado que
a adicao de sal de cozinha (0,5%) & calda de organofosforados propicia uma redu-
¢ao de 50% da dose do inseticida, sem que ocorra prejuizo da eficiéncia de controle
(Avila, 2014). O sal de cozinha (NaCl) é potencializador do efeito de inseticidas em
pentatomideos e ainda podem controlar essas pragas dos graos (Corso e Gazzoni,
1998), podendo ainda ter um efeito atrativo dos insetos na planta, levando-os a es-
tarem em contato com o inseticida por maior tempo (Corso, 1990). Porém, o efeito
sinérgico da adigao do sal de cozinha ainda requer estudos que venham a esclarecer
como ocorre esse fendmeno e o porqué dele acontecer somente para alguns grupos
de inseticidas.

Frente a todas essas informacoes, este trabalho foi conduzido com o objetivo de
avaliar o efeito do inseticida imidaclopride sobre E. heros e ainda avaliar os efeitos
da exposicdo por contato ao inseticida em concentragoes subletais na reproducgao e

ciclo de vida desses insetos.

2. Materiais e métodos

2.1. Os insetos

A colonia inicial de E. heros foi estabelecida a partir de 1200 ovos cedidos pelo La-

boratério de Semioquimicos, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia,



Distrito Federal, Brasil). A colonia foi iniciada a partir desses individuos e criada em
condigoes controladas (27 £ 2 ° C, 75 £+ 5% de umidade relativa, com um L: D foto-
periodo de 14:10 h) para prevenir diapausa. Todos os estadios de desenvolvimento de
E. heros foram conduzidos baseados em métodos anteriormente estabelecidos (Bor-
ges , 2008; Silva et al., 2008). Para aumentar a variabilidade genética individuos
dos insetos utilizados nos experimentos, foram recolhidos exemplares em campo de
fazendas de soja na regidao de Tangard da Serra (Mato Grosso, Brasil), de campos
experimentais de soja na Universidade Federal de Vigosa na cidade de Vigosa (Minas

Gerais, Brasil) e rotineiramente introduzidos na populagao do laboratorio.

2.2. O inseticida

O inseticida utilizado neste trabalho foi imidaclopride em formulacio comercial,
um inseticida neonicotinéide (granulos soliveis em dgua a 700 g ingrediente ativo
(i.a.)/ litro; Bayer CropScience, Sao Paulo, SP, Brasil), tendo os cdlculos de dosagem
subletais sendo baseados na dose de campo recomendada (750mg de inseticida,/2001

de calda).

2.3. Toxicidade e efeito subletal

Para definir a concentragdo considerada subletal para E. heros foram realizados
experimentos de toxicidade em individuos adultos e ninfas de 4° e 52 instar. Grupos
de 10 insetos recém-emergidos (com no maximo 24 horas de ecdise do instar respec-
tivo) eram acondicionados em frascos de vidros (250ml , EME Equipment, Paulicéia,
SP, Brasil). As paredes internas destes frascos eram previamente recobertos com 2
ml de solugdo inseticida (concentragdes de 0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 a 3 vezes
a concentracao recomendada para aplicagdo a campo [3,75 mg de inseticida/L de
calda] e deixadas secar homogeneamente. Os frascos foram secos com o auxilio de um
rotor, com circulagao de ar através de um ventilador, com o tempo médio de secagem
2h para cada experimento. Apds a secagem, foi colocada uma camada de teflon na

borda superior dos frascos para evitar a fuga dos individuos, a vedagem dos frascos



foi feita com organza (8X8cm) fixada com um eldstico. Os insetos depositados em
cada um dos frascos foram avaliados apdés 1 hora de exposi¢do e posteriormente a
cada 6 horas num periodo de 48horas, apds este periodo foram avaliados somente a
cada 24 horas (72 - 96 horas). Em cada uma das avaliagoes foram descritos a mor-
talidade e os comportamentos dos insetos no momento da avaliacdo. Um controle
utilizando somente agua destilada e deionizada foi utilizada. Foram realizados 10
repeticoes de cada tratamento, totalizando 800 insetos (100 insetos em cada uma

dos concentragoes testadas).

2.4. Adicao de sal

Foi realizado posteriormente outro experimento afim de avaliar a influencia da adi-
¢ao de sal na acgao de inseticida. O experimento foi conduzido de forma semelhante ao
realizado anteriormente para definir a toxicidade e dose subletal. As concentragoes
de inseticida foram acrescidas de 0,50 g de sal de cozinha (NaCl) a cada 100 ml da
solucao de inseticida. Como controle foram utilizados um tratamento contendo dgua
(destilada e deionizada) + sal de cozinha, no mesmo volume ao dos experimentos
entdo realizados e outra somente dgua (destilada e deionizada). O mesmo ntimero
de insetos foi utilizado nesse experimento. Os insetos tratados foram avaliados apos
1 hora de exposi¢do e posteriormente avaliados apds 24 e 48 horas de exposigdo. A
cada avaliacdo foram descritos a mortalidade e os comportamentos realizados pelos

insetos no momento da avaliagao.

2.5. Analise comportamental

Para avaliar as alteracbes comportamentais decorrentes da exposicdo subletal a
imidaclopride, em todas as avaligées dos experimentos foram anotados os comporta-
mentos observados no momento da analise. Os comportamentos foram categorizados
em: estado normal, posicdo soerguida, caminhando lentamente, caminhando apos
estimulo, tremulacdo das patas, imével e morto. Apds uma andlise parcial dos re-

sultados os comportamentos com maior porcentagem de alteragdo foram andlisados



por estatistica descritiva, sendo eles: caminhando lentamente e caminhando apds
estimulo. Os mesmos foram entdo reunidos e categorizados como dificuldade na

locomocao.

2.6 Comportamento de acasalamento

Os bioensaios seguiram métodos que foram adaptados de estudos realizados com
percevejos em frascos de vidro (Willrich et al., 2003, Snodgrass et al., 2005). Machos
e fémeas recém emergidas (<24h) foram coletados na criacdo de laboratério e eram
expostos ou a dosagem subletal (0.042 ug de i.a/cm?, equivalente a 1% da concen-
tragdo recomendada para aplicagdo a campo) de imidaclopride ou a dgua destilada
(controle). A exposi¢ao seguiu os mesmos procedimentos descritos anteriormente.
Quatro tratamentos com imidaclopride foram estabelecidos: ¢ e & tratados, ¢ tra-
tadas e & nao-tratados, @ ndo-tratadas e & tratados, ¢ e & nao-tratados. 20 casais
para cada tratamento foram utilizados. Apés o periodo de exposicao (48h), os insetos
foram depositados em potes forrados com papel para controlar a umidade, contendo
uma mistura de vagens frescas de feijao verde (Phaseolus vulgaris L.), sementes de
soja seca (Glycine maz L.), amendoim sem casca (Arachis hypogaea L.) e sementes
de girassol (Helianthus annuus L.), com suprimentos reabastecidos a cada 3 dias ,
sendo observados, efetuado a troca de alimento e limpeza do pote de criacdo. No
décimo dia apds a exposicdo ao inseticida, os insetos foram depositados em placas de
Petri de vidro (13,5cm didmetro) forradas com papel filtro limpo colados por meio
de solugao de cola (30%) com dgua (70%). Os individuos foram separados em casais
de acordo com os tratamentos descritos acima e filmados por 13 horas. Os seguintes
parametros foram observados: tempo de laténcia, tempo de corte, tempo de cépula,
numero de copulas. Ao todo foram 25 repeticoes para cada tratamento, totalizando

200 individuos utilizados em todos os experimentos.

2.6. Sobrevivéncia e desempenho reprodutivo

A fim de avaliar as alteracoes decorrentes da exposicdo a concentracao subletal

de imidaclopride na reprodugao e ciclo de vida desses organismos, forams separados



outros 80 casais (20 para cada tratamento descrito acima). Tanto a exposigdo ao
inseticida como o periodo que antecedeu a cépula e o periodo que os casais ficaram
juntos foi semelhantes aos descritos acima. Somente os casais que copularam pelo
menos uma vez ao longo das 13 horas foram utilizados no experimento. Apds as
filmagens os casais foram novamente separados e colocados individualmente em pla-
cas de Petri de poliestireno (9,2cm didmetro) forradas com papel para controlar a
umidade, contendo vagens frescas de feijao verde (Phaseolus vulgaris L.), sementes
de soja seca (Glycine max L.), amendoim sem casca (Arachis hypogaea L.) e semen-
tes de girassol (Helianthus annuus L.) e um corte de TNT (3x3 c¢cm) como local de
oviposi¢cao. Os suprimentos eram reabastecidos a cada 3 dias , sendo observados,
efetuado a troca de alimento e limpeza do pote de criagdo. Todos os individuos fo-
ram acompanhados diariamente e observados quanto a mortalidade, posturas e ovos
colocados por dia, e ainda por emergéncia de imaturos. Os individuos foram conside-
rados mortos quando nao reagiam quando estimulados com um pincel. Diariamente
eram contados e anotados o nimero de posturas e o numero total de ovos colocados
por cada fémea em todos os tratamentos. Os ovos colocados eram depositados em
formas de gelo e separados por individuo, tendo um local de deposi¢do dos ovos
correspondente para cada inseto, separados também por dia. As formas foram de-
marcadas e vedadas com papel insulfime. Diariamente contava-se para cada fémea,

o numero de imaturos emergidos, apds a contagem as ninfas eram descartadas.

2.7. Andlise estatistica

As curvas de concentragao-mortalidade foram estimadas nos experimentos re-
alizados na primeira parte deste trabalho, obtidas usando o procedimento PROC
PROBIT (Instituto SAS, 2008). Os comportamentos foram analisados por meio de
estatistica descritiva observando o comportamento mais relevante em cada trata-
mento ao longo do periodo de exposicdo. Os resultados do estudos do comporta-
mento de acasalamento foram analisados pelo teste Anova One Way , seguidos do
teste Tukey’s HSD quando necessario, no software SigmaPlot (Systat Software, San
Jose, CA, EUA). Os resultados do bioensaio de sobrevivéncia foram submetidos a

analise de sobrevivéncia efetuada usando os estimadores de Kaplan-Meier (Log mé-



todo de classificacdo) com 12,0 SigmaPlot (Systat Software, San Jose, CA, EUA).
Analises de regressdo foram realizadas para reconhecer as tendéncias da fecundidade
e fertilidade resultados didrios de cada tratamento através do tempo. As premissas

de normalidade e homogeneidade de varidncia foram verificadas, e nenhuma trans-

formacao de dados foi necessarios (PROC UNIVARIATE, SAS Institute, 2008).

3. Resultados

3.1. Bioensaios de concentracao-mortalidade

O modelo de analise de regressao do tipo Probit foi adequado para os resultados
de concentragdo-mortalidade (y2 < 3,0 e P > 0,05). Os resultados dos bioensaios
de concentracao-mortalidade sdo apresentados na Tabela 1. Quando comparados
os testes realizados com ou sem adi¢do de sal, pode-se constatar que ninfas de 4°
instar sdo mais suscetiveis a agdo do inseticida quando na presenga de sal (razao
de CLso - Inseticida/ CLso - Inseticida4-Sal = 3,45), para adultos e ninfas de 5° os
resultados nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa na adi¢ao de sal

ao inseticida.



3.2. Analise comportamental de E. heros sob exposicao ao imidaclopride

A cada avaliacdo, os insetos foram avaliados quanto & mortalidade total em
cada tratamento a ainda aos seguintes comportamentos: Estado normal, Posi¢do
Soerguida, Caminhando Lentamente, Caminhando apés estimulo, Tremulacdo das
patas, Imével e Morto. De todos os comportamentos observados nos individuos,
0s que mais se mostraram relevantes: caminhando lentamente e caminhando apds
estimulo (concentragdes maiores) e estado normal (concentragoes menores). Este
resultado mostra uma maior influéncia da acdo do inseticida na locomocao de FE.
heros. Assim, apds a andlise descritiva dos comportamentos observados pode-se
constatar que individuos de 4° instar tiveram uma maior dificuldade de locomogao
ap6s 24 horas na concentragao 0,01 X da dose de campo (53%), quando na adicao de
sal a porcentagem de individuos com dificuldade de locomogéo foi ainda maior (66%),
ainda que numa concentragao menor que a anterior, de 0,003X da dose recomendada,
0 mesmo se repetiu em 48 horas. Para o 5¢ instar, o mesmo ocorreu nas concentracoes
de 0,01X (72%) e com adicao de sal 0,003X (62%) em 24 horas, para 48 horas,
porém nao houve diferenca no comportamento quando comparados ao controle. Para
adultos a concentragdo que mais atingiu o comportamento de locomocao apds 24
horas foi de 0,03X da dose campo recomendada e com adi¢do de sal foi para 0,1X
(67%), ja apds 48 horas o mesmo se repetiu, mas somente para insetos tratados
somente com o inseticida, quando o sal foi adicionado o tratamento mais eficiente
para alterar ese comportamento foi de 0,03X (63%). Apds essas andlises pode-se
perceber acdo de doses subletais do inseticida, afetando a capacidade de locomogao
desses pentatomideos e ainda mais afetados quando o sal de cozinha é adicionado
a mistura. A porcentagem de individuos considerados normais foi descrita a fim de
mostrar a discrepancia na porcentagem de individuos que tiveram sua locomocgao
afetada pelo inseticida com aqueles que continuaram a se locomover normalmente,
tendo para esse comportamento somente as maiores porcentagem nos controles.

Apés a definicdo da concentragao subeltal do inseticida imidaclopride através dos
bioensaios de concentracdo-mortalidade para adultos foram observados os efeitos
subletais em machos e fémeas recém emergidos antes e depois do acasalamento, seus

efeitos na reproducéo e ciclo de vida desses individuos.



3.3. Comportamento de acasalamento

No estudo de comportamento de acasalamento, nao houve diferenca significativa
no tempo de laténcia (One Way Anova, P= 0,433), como observado na Figura 1.A.
Entretanto, diferencas significativas foram encontradas no tempo de corte (One Way
Anova, P = 0,017) (Figura 1.B), onde fémeas tratadas acasaladas com machos-nao
tratados tem um menor tempo de corte.

Os adultos ainda foram avaliados quanto ao ntmero e tempo de copula. Nao
houve diferencga significativa no nimero de cépulas (OneWay Anova, P = 0,656) em
nenhum dos tratamentos estudados, como mostra a Figura 2.A. Houve uma diferenca
significativa no tempo total das cépulas (OneWay Anova, P = 0,030), onde fémeas
tratadas com doses subletais de imidaclopride quando acasaladas com machos nao-
tratados demonstrou um tempo maior de céopula quando comparadas com os outros

tratamentos (Figura 2.B).

3.4 Sobervivéncia

Os individuos foram avaliados quanto a mortalidade num periodo de 10 dias
apoOs a exposicao, sendo mantidos sob condigoes normais de laboratério até atingi-
rem a maturidade sexual antes do acasalamento para estudos posteriores. A partir
dessa analise pode-se constatar que machos expostos ou ndo ao inseticidas tratados
tiveram mortalidade média de 23 %. J4 fémeas tratadas tiveram mortalidade de
média 35% e fémeas nao-tratadas tiveram mortalidade média de 18% durante esse
periodo. Entretanto, esta diferenca nao se manteve no periodo total de avaliagao
(90 dias), conforme demonstrado na Figura 3A. Resultados similares também foram

observados para machos, Figura 3B.

3.5 Desempenho reprodutivo

Como demonstrado na Figura 4.A, diferengas significativas foram observadas no
nimero de posturas depositadas por fémeas por dia. Fémeas quando acasaladas
com machos tratados, independente de estarem ou nao sob o efeito de doses su-

bletais do inseticida demonstraram uma queda no ntmero médio de posturas ao
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longo do tempo. Estas fémeas também mostraram um retardo no pico de posturas
quando comparadas com fémeas nao-tratadas acasaladas com machos nao-tratados.
O pico de fémeas tratadas (aproximadamente aos 61 dias) e fémeas nao-tratadas
(aproximadamente aos 50 dias), ambas acasaladas com machos tratados tiveram um
retardo significativo no pico de oviposi¢ao das posturas.

Ja na Figura 4.B pode-se observar as divergéncias no nimero total de ovos de-
positados por fémeas ao longo dos meses de analise do experimento, onde casais de
machos e fémeas nao-tratados tem uma diferenga significativa quando comparados
aos tratamentos com a presenca do inseticida. O tratamento contendo fémeas trata-
das acasaladas com machos nao-tratados se mostrou mais eficiente no niimero total
de ovos que os demais tratamentos contendo inseticida, porém nao na mesma escala
observadas para individuos em condig¢oes normais.

Fémeas nao-tratadas quando acasaladas apresentaram uma queda significativa no
nimero de ovos colocados e ndo apresentaram um pico de oviposicao ao longo do
periodo estudado (Figura 5A).0s ovos colocados por fémeas em todos os tratamentos
avaliados foram avaliados quanto a emersao de ninfas. Na Figura 5.B temos o total de
individuos emergidos, porém nao houve diferenga entre a quantidade total de ninfas

emergidas ao longo dos meses de experimento nos quatro tratamentos estudados.

4. Discussao

A primeira parte deste trabalho avalia a toxicidade do inseticida imidaclopride
e os efeitos da adigdo de cloreto de s6dio (NaCl) no percevejo-marrom-da soja,
E. heros foram observados decorrentes a exposi¢do dos insetos a esses compostos.
As evidéncias obtidas nesse estudo dao uma perspectiva maior sobre como baixas
concentracoes desses compostos podem atuar nos organismos-alvo e possivelmente
proporcionar uma diminui¢do na quantidade de produtos depositados no ambiente.

Os resultados encontrados nesse trabalho demonstram a susceptibilidade desses
organismos também a doses subletais, o que pode facilitar o manejo de tais organis-
mos em campo. Os efeitos subletais encontrados reportam que essas respostas foram
encontrados em funcoes fisioldgicas importantes dos insetos, tais como locomocao e

reproducdo, alterando significativamente as fungées vitais desses individuos.
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Os disturbios encontrados aqui no comportamento locomotor dos insetos podem
estar relacionados a agdo desses inseticidas no sistema nervoso dos percevejos. Tra-
balhos anteriores haviam sugerido que E. heros tinham capacidade de dispersao
limitada e populagoes geograficamente distantes o que pode ser ainda mais afetado
na presenca de inseticida (Sosa-Gémez et al., 2004). Com base nessas evidéncias, os
autores sugerem que E. heros nao dispersar bem como outras espécies de percevejos
(McDermott e McDonald, 1993), tendo como base os resultados dos estudos aqui
realizados pode-se inferir que esses individuos estariam mais sujeitos aos efeitos do
inseticida ainda que em doses subletais, ndo necessitando de doses muito elevadas
para o declinio de populacoes consideradas pragas.

O efeito do inseticida se mostrou diferente nos instares estudados, sendo os inse-
tos de instares mais jovens os menos afetados com o efeito do inseticida. Trabalhos
prévios demonstraram que doses subletais de inseticidas pode aumentar o stress e
comprometer o sistema fisiolégico ou por outro lado alterar o comportamento dos
insetos (Boucias et al., 1996, Hiromori e Nishigaki, 2001 e Quintela e McCoy, 1998).
O conhecimento das formas jovens permite a identificacdo de alteracgdes na fisiologia
dos individuos e seu estudo reveste-se de grande importancia taxonémica, ecolégica
e econdmica , aponta Brailovsky et al., (1992). Como esses insetos, quando em fase
juvenil, necessitam de mais energia e ainda nao possuem um organismo completa-
mente preparado para as diversas alteracdes ambientais e possiveis injurias, tendo
como prioridade outros fatores, sendo assim um alvo mais vulneravel a acdo do in-
seticida (Calow e Sibly, 1990). Estudos realizados por Cock et al. (1996), relatam
resultados similares para quinto estadio e adultos de P. maculiventris através da
exposicao topica e ingestao de imidacloprid. Além disso, esses autores encontraram
maior toxicidade do imidacloprid para P. maculiventris no quinto instar por ingestao
que por contato residual que apoia os resultados encontrados neste estudo, trazendo
especulacoes de que adultos e ninfas de quinto instar estariam mais suscetiveis so-
mente quando em contato por ingestao.

Este trabalho estudou as consequéncias da adigdo de cloreto de sédio a mistura
do inseticida. De acordo com Gazzoni (1994), a adigao de sal de cozinha (NaCl)
na proporc¢ao de 0,5% aos inseticidas monocrotofés e endosulfan, nos tratamentos

mantiveram as mesmas fungoes bioldgicas sobre as pragas. Pesquisas mostram que
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o cloreto de s6dio nao tem acgado atrativa sobre os percevejos, mas afeta o compor-
tamento desses insetos, fazendo com que eles permanecam mais tempo nas areas
tratadas com sal (efeito arrestante), expondo-se, consequentemente, por um pe-
riodo maior ao produto aplicado (Corso e Gazzoni, 1998; Niva e Panizzi, 1996).
Corso, (1990) observou um resultado bastante expressivo, quando as doses desses
inseticidas, reduzidas em 70% e misturadas ao sal de cozinha, tiveram desempenho
praticamente igual as doses mais elevadas dos mesmos. O estudo de Corso, (1990)
usou outro grupo de inseticidas, no entanto, é interessante conhecer os efeitos do sal
em adicdo a outros compostos. Adicao de cloreto de sédio mostrou-se significativa
no combate ao percevejo em ninfas de 4° instar, isso pode ter sido influenciado pois,
esses insetos estdo fase de formacdo de todos o seu organismo, toda morfologia e
comportamento desses individuos sdo mais frageis que em instares mais proximos
a fase adulta, portanto eles estariam mais suscetiveis ao contato com o inseticida.
Estudos anteriores com outros pentatomideos mostram que quanto menor o instar
mais suscetivel pode ser o inseto & agdo do inseticida, isso pode ocorrer devido a
menor capacidade de desintoxicacao (Wilkinson, 1976; Picanco et al., 1997), devido
a acdo de atracdo do sal, esses insetos podem ter tido um contato prolongado com
o inseticida e assim tido um aumento na mortalidade dos insetos desse instar.

Uma segunda etapa desse trabalho estuda as alteragoes comportamentais decor-
rentes da exposicao de doses subletais de imidaclopride no comportamento reprodu-
tivo e ciclo de vida de E. heros. Apresentamos aqui, resultados que apontam uma
influéncia de doses subletais de imidaclopride no processo fisiolégicos e comporta-
mentais dos insetos submetidos a esses produtos.

Avaliando o comportamento reprodutivo, pdde-se constatar que fémeas tratadas
quando acasaladas com machos nao-tratados apresentam um menor tempo de corte e
consequentemente maior tempo de cépula. Pardmetros como duracao e frequéncia do
comportamento de acasalamento tém influéncia direta sobre o sucesso reprodutivo
de insetos (Rodrigues et al., 2009), inseticidas podem causar desvios nos atos de
acasalamento de insetos pragas e de inimigos naturais (Claver et al., 2003).

Em situagoes em que os organismos sdo expostos a alguns inseticidas, respostas
bioquimicas e fisiolégicas podem ser esperadas. Uma dessas respostas é a desin-

toxicacdo ou o metabolismo do inseticida por enzimas. A degradacéo do inseticida
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pode ocorrer por varios processos nos quais o produto metabdlico é convertida numa
forma nao-t6xica ou mesmo eliminadas rapidamente do corpo do inseto (Beckel et
al., 2006). No entanto, este processo requer energia e 0s recursos para 0s Processos
fisiolégicos sdo realocados para desintoxicagdo. Uma vez que as fémeas e machos nao
tem alimentacdo durante este ensaio, a falta de energia ndo pode ser substituida.
Assim, pode-se inferir que as fémeas precisam de mais energia para reproducao, que
pode ser a partir de compostos nutricionais de secre¢do do macho. Embora o efeito
sobre a reproducao nao possa ser concluida, a longa duracdo da cépula pode au-
mentar o sucesso reprodutivo em que FE. heros pode ser associado com o aumento
da transferéncia de compostos nutricionais e material seminal durante o acasala-
mento (Tram e Wolfner, 1999). Os machos quando tratados sozinhos, tiveram um
tempo reduzido de cépula. Uma hipdtese é que esses machos poderiam sofrer alte-
ragoes na producao de espermatozoide e no processo de transferéncia para a fémea
(Rodrigues et al., 2009). A exposigdo ao inseticida e o processo de desintoxicagao
provavel também pode afetar a alocagdo de energia para o material nutritivo, eja-
culagao e esperma produzido. Muitos estudos experimentais tém demonstrado que
custos de producao de esperma e ejaculacdo podem ser consideraveis (Dewsbury,
1982; Nakatsumu e Kramer, 1982; Van Voorhies, 1992; Paukku e Kotiaho, 2005).

O namero de copulas ndo mostrou diferenca estatistica entre os tratamentos, po-
rém grande parte dos individuos copulou mais de uma vez com um tempo menor
de duracdo, sugerindo que um ou alguns acasalamentos nao sdo suficiente para as
féemeas obterem o material nutritivo necessario para obter o sucesso reprodutivo (Ri-
dley, 1990), além da obtencao de um maior ganho de material genético e nutricional
(Reynolds, 1996).

Trabalhos recentes apontam efeitos de doses subletais deste inseticida na oogenese,
sobre as fibras musculares do trato reprodutivo, ou alteragoes do estado hormonal
das fémeas tém sido sugeridos como possiveis causas de mudancas na oviposi¢ao
(Charpentier et al., 2014), o que pode resultar num aumento na taxa reprodutiva.
Neste estudo néo encontramos diferenga no ntimero total de ovos colocados pelas
fémeas nos diferentes tratamentos, porém foi possivel observar uma alteragdao no ni-
mero de posturas colocadas por dia onde fémeas tratadas que foram acasaladas com

machos nao-tratados tiveram uma maior taxa de posturas por dia, quando compa-
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rados com outros tratamentos com a presencga do inseticida. Observou-se também
uma alteracdo no ntmero de ovos colocados, onde fémeas nao-tratadas copuladas
com machos tratados demonstram uma menor taxa de oviposicao por dia, quando
comparadas com os outros tratamentos e o controle, sugerindo uma importancia na
fisiologia do macho na taxa de oviposi¢do. Essas alteracoes na taxa de posturas e
ovos diarios das fémeas de E. heros pode ser o resultado de efeitos compensatérios
para a sobrevivéncia reduzida causada por efeitos colaterais de imidaclopride. Um
tempo de vida mais curto tem sido relatado em pragas de insetos que foram expostas
a doses subletais de inseticida (Lee et al., 1998; 2000; Tan et al., 2012; Vilca et al.,
2014), porém nao foi encontrada diferenca na mortalidade neste trabalho.

Santos et al. (2015), mostra nado somente um desenvolvimento mais rapido do
ovario (maior drea folicular e maior comprimento ovariolo) em fémeas expostas ao
imidaclopride, mas também uma maior fecundidade e fertilidade das fémeas expos-
tas a doses subletais. Tais alteracGes nas respostas reprodutivas podem refletir as
mudancas no estado hormonal dessas fémeas, como ja foi hipotetizado por Charpen-
tier et al., (2014). As concentragoes subletais de inseticidas também pode causar
mudancas a nivel de célula no inseto que podem repercutir em consequéncias na
reproducao dos mesmos (Braeckman et al., 1997). Um maior o nimero de células
danificadas no desenvolvimento inicial de fémeas de E. heros expostas com inseticida
podem indicar efeitos colaterais que comprometem a sobrevivéncia de E. heros, mas
também suscitam efeitos compensatérios na reprodugao (Santos et al., 2015).

Esses resultados encontrados aqui podem dar uma maior perspectiva sobre uma
potencial ligagcao entre a exposi¢cdo de doses subletais de imidaclopride e os recentes
surtos de E. heros observadas nas lavouras brasileiras de soja. Apesar de ndo todos
os questionamentos esclarecidos, é mais um passo nas investigagoes, na tentativa
de elucidar os mecanismos fisiolégicos que provocam tais mudancas em relacdo a

sobrevivéncia e fertilidade de E. heros.
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Conclusoes gerais

e O neonicotinoide imidaclopride mostrou-se satisfatério no controle de todos
os instares de Fuschistus heros estudados, inclusive na presenca de cloreto de

sédio.

¢ O inseticida apresentou maior toxicidade as ninfas de 4° instar quando cloreto

de sodio foi adicionado & mistura.

e No comportamento reprodutivo doses subletais de imidaclopride causaram
efeito no comportamento de corte e copula, aumentando o tempo de cépula
e diminuindo o tempo de corte em fémeas tratadas quando acasaladas com

machos nao-tratados;

e Os efeitos de doses subletais foram observados uma diferenga no ntmero de
posturas colocadas por fémeas a cada dia, fémeas tratadas quando acasaladas
com machos nao-tratados tendem a colocar menos posturas e nao um pico de

oviposicao.

e Fémeas acasaladas com machos tratados possuem um pico de oviposicao, po-
rém o mesmo é menor quando comparado ao controle e demora mais tempo

para acontecer.

e Também foi encontrada diferenca no ntimero de ovos colocados por fémeas
por dia, quando tratadas com doses subletais, as fémeas tem uma oviposicio
menor e ainda que nao tratadas quando acasaladas com machos tratados héa

uma reducao na taxa de oviposicao.
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Tabela 1. Toxicidade ao imidaclopride no percevejo-marron-da-soja Euchistus heros em adultos, 4° e 5° instar. Os valores das concentragdes letais (CL) foram estimadas

baseadas nos bioensaios de concentragdo-mortalidade usando analise de Probit Concentragdes sdo expressas em pg/cm? i.a.

Numero de Individuos Inclinacdo + EPM CLso (95% FL) (ug/cm?i.a.) CLso (95% FL) (ng/cm? i.a.) X2 P

Imidacloprid

Adulto 350 3.13+0.33 0.83 (0.60-1.25) 2.66 (1.65-5.49) 0,97 0,91

5° instar 700 1.33+0.09 0.02 (0.01-0.03) 0.84(0.55-1.46) 1,8 0,88

4° instar 600 0.87+0.10 2.14 (1.39-3.58) 42.46 (19.07-146.38) 3.21 0.96
Imidacloprid + Sal

Adulto 600 0.22+0.09 0.62 (0.32-1.08) 3.92 (2.09-10.73) 7.98 0,09

5° instar 600 1.17+0.09 0.04 (0.03-0.06) 0.40 (0.28-0.63) 433 0,36

4° instar 600 0.82+0.07 0.09 (0.05-0.14) 1.05 (0.71-1.66) 2.20 0,07
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Tabela 2. Porcentagem de E. heros com dificuldade de locomogdo e estado normal , expostos a doses letais e subletais do insetecida imidaclopride
* Dificuldade de locomogao = somatorio das porcentagens de indviduos com os comportamentos: caminhanado lentamente e caminhando ap6s estimu

Dificuldade na locomocgio * Normais
24 Horas 24 Horas
Concentragio 4° Instar 5° Instar Adultos Concentragio 4° Instar 5° Instar Adultos
IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL
Controle H,O 0 45 35 40 0 18 Controle H,O 73 54 52 43 100 71
Controle H,O + Sal - 38 - 10 - 16 Controle H,O + Sal - 58 - 73 - 68
0,003 X 10 66 49 62 0 43 0,003 X 64 6 9 10 100 51
0,01 X 53 59 72 52 18 61 0,01 X 9 0 0 2 62 23
0,03 X 50 50 50 49 29 62 0,03 X 13 0 0 0 29 24
0,1X 36 21 25 44 10 67 0,1X 17 0 0 0 4 3
0,3X 51 23 26 20 3 56 03X 0 0 0 0 0 7
1,0 X 40 17 6 15 13 52 1,0 X 0 0 0 0 2 0
3,0X 45 11 3 9 10 39 3,0X 3 0 0 0 0 0
48 Horas 48 Horas
Concentragio 4° Instar 5° Instar Adultos Concentracio 4° Instar 5° Instar Adultos
IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL IMI IMI + SAL

Controle H,O 33 57 56 53 0 26 Controle H,O 50 35 38 41 100 68
Controle H,0 + Sal - 59 - 35 - 20 Controle H,0 + Sal - 35 - 40 - 69
0,003 X 34 63 51 53 8 51 0,003 X 40 0 3 0 92 20
0,01 X 56 33 38 43 30 57 0,01 X 3 0 0 0 44 13
0,03 X 32 33 25 26 36 63 0,03 X 0 8 0 0 17 0
0,1 X 23 26 23 17 18 58 0,1 X 9 0 0 0 2 7
0,3X 24 19 9 14 13 42 0,3X 0 0 0 0 10 3
1,0 X 18 7 11 3 11 32 1,0X 0 0 0 0 0 0
3,0X 10 4 0 4 0 16 3,0X 0 0 0 0 0 0
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Figura 1. Tempo de laténcia (A) e tempo de corte (B) em adultos recém
emergidos de E. heros exposto a dose subletal do inseticida neonicotinéide
imidaclopride (0,01% dose de campo recomendada) por 48 horas. Tempo de
laténcia (OneWay Anova, P = 0,433). Tempo de corte (Tukey’s HSD Test, P =
0,017).
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Figura 2. Numero (A) e tempo de cépula (B) em adultos recém emergidos de E.
heros exposto & dose subletal do inseticida neonicotinéide imidaclopride (0,01%
dose de campo recomendada) por 48 horas. Ntumero de cépulas (OneWay Anova,
P = 0,656). Tempo de cépula (Tukey’s HSD Test, P = 0,030).
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Figura 3. Mortalide de machos (A) e fémeas de adultos (B) recém emergidos de
E. heros exposto a dose subletal do inseticida neonicotinéide imidaclopride (0,01%

dose de campo recomendada) por 48 horas ao longo de 90 dias apds o
acasalamento.
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Figura 4. Numero de posturas (A) e ovos depositados (A) por dia por fémeas de
adultos recém emergidos de F. heros exposto a dose subletal do inseticida
neonicotindide imidaclopride (0,01% dose de campo recomendada) por 48 horas ao
longo de 90 dias apds o acasalamento.
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Figura 5. Numero total de ovos depositados (A) e o nimero total de individuos
emergidos (B) por fémeas de adultos recém emergidos de E. heros exposto a dose
subletal do inseticida neonicotindide imidaclopride (0,01% dose de campo
recomendada) por 48 horas ao longo de 90 dias apds o acasalamento.
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