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RESUMO

SANTOS JUNIOR, Valdeir Celestino, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2021. Inseticidas reguladores de crescimento de insetos afetam o
desenvolvimento e a reprodugao do predador Podisus nigrispinus (Hemiptera:
Pentatomidae). Orientador: José Cola Zanuncio. Coorientadores: Angelica Plata
Rueda e Luis Carlos Martinez.

Os controles bioldgico e quimico devem ser compativeis para o sucesso do manejo
integrado de pragas em sistemas agricolas e florestais. Os inseticidas reguladores
de crescimento foram desenvolvidos com o intuito de aumentar a seletividade e
diminuir a toxicidade dos inseticidas. A sobrevivéncia, malformacdes, parametros
reprodutivos e o corpo gorduroso de adultos do percevejo predador Podisus
nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae), emergidos de ninfas de quinto instar
expostas aos inseticidas azadiractina, novalurom, piriproxifen e tebufenozida foram
avaliados. Azadiractina, novalurom e piriproxifen reduziram a sobrevivéncia e todos
os inseticidas causaram morte durante a ecdise e malformagdes nas asas,
assimetria no escutelo, dobras nas pernas de adultos de P. nigrispinus. Azadiractina
e novalurom reduziram os periodos de oviposi¢cao, pos oviposicdo, numeros de ovos
por fémea, de ovos por postura e de postura por fémea e a longevidade de fémeas
emergidas de ninfas expostas a esse inseticidas. Novalurom reduziu a longevidade
de machos de P. nigrispinus mas aumentou o numero de ovos nas fémeas
acasaladas com estes machos emergidos de ninfas expostas ao inseticida. O
piriproxifen reduziu a longevidade, os periodos de pré-oviposicado e oviposigao e os
numeros de ovos por fémea e postura por fémea emergida de ninfas expostos e o
tebufenozida reduziu a longevidade de machos de P. nigrispinus emergidos de
ninfas de quinto instar expostas a esse inseticidas. O aumento de vacuolizagéo e a
perda de formato regular de células do corpo gorduroso foram observados em
adultos de P. nigrispinus emergidos de ninfas expostas a todos os inseticidas.
Azadiractina, novalurom e piriproxifen reduziram a sobrevivéncia de adultos e os
parametros reprodutivos de fémeas, e todos os inseticidas causaram malformagdes

e aumentaram a vacuolizag&do no corpo gorduroso de P. nigrispinus.

Palavras-chave: Azadiractina. Controle biologico. Novalurom. Piriproxifen.

Tebufenozida.



ABSTRACT

SANTOS JUNIOR, Valdeir Celestino, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2021. Insect growth regulators insecticides affect the development and
reproduction of the predator Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae).
Adviser: José Cola Zanuncio. Co-advisers: Angelica Plata Rueda and Luis Carlos
Martinez.

Biological and chemical controls must be compatible for a successful integrated pest
management in agricultural and forestry systems. Insect Growth regulators
insecticides were developed with the aim of increasing selectivity and minimizing
insecticide toxicity. Survival, malformations, reproductive parameters and fat body of
adults of the predatory stink bug Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera:
Pentatomidae) emerged from fifth instar nymphs exposed to the insecticides
azadirachtin, novalurom, pyriproxyfen and tebufenozide were evaluated. Azadiractin,
novalurom and pyriproxyfen reduced survival and all insecticides caused death
during ecdysis and wing malformations, scutellum asymmetry, folding of the legs in
adults of P. nigrispinus. Azadiractin and novalurom reduced the oviposition and post-
oviposition periods, the number of eggs per female, eggs per laying, and number of
laying per female and the longevity of females emerged from nymphs exposed to
these insecticide. Novaluron reduced the longevity of P. nigrispinus males but
increased the number of eggs in females mated with these males emerged from
nymphs exposed to the insecticide. Pyriproxyfen reduced longevity, pre-oviposition
and oviposition periods and the number of eggs per female and egg laying per
female emerged from exposed nymphs, and tebufenozide reduced the longevity of
males of P. nigrispinus emerged from fifth-instar nymphs exposed to it. Increased
vacuolization and loss of regular shape of fat body cells were observed in P.
nigrispinus adults emerged from nymphs exposed to all insecticides. Azadiractin,
novalurom and pyriproxyfen reduced adult survival and female reproductive
parameters, and all insecticides caused malformations and increased vacuolization in

the fat body of P. nigrispinus.

Keywords: Azadirachtin. Biological control. Novaluron. Pyriproxyfen. Tebufenozide.
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Introducao Geral

A agricultura comercial em larga escala do Brasil € internacionalmente
reconhecida pelo seu desenvolvimento econdmico e aumento em exportacoes, se
tornando um dos maiores produtores de alimento, biocombustiveis e fibras do
mundo (Martinelli et al., 2010; Ferreira et al., 2012; Barros et al., 2020). A produgéo
agricola brasileira em 2020 foi de R$ 439,8 bilhdes com aumento de 2% em relagédo
a 2019, o unico setor com crescimento neste ano (IBGE, 2021). A modernizacédo do
setor agricola, a redugdo da expansao e exploragdo de ecossistemas naturais e a
preservagao da biodiversidade sdo desafios enfrentados pela agricultura brasileira
(Martinelli et al., 2010), pois o uso de inseticidas de amplo espectro reduzem a
biodiversidade (Epstein et al., 2000), incluindo polinizadores e inimigos naturais,

fundamentais para a manutencdo da agricultura (Oliver et al., 2015).

O controle quimico é a principal forma de manejo de pragas em grandes
areas e o uso de inseticidas aumentou em 152% no Brasil nos ultimos 15 anos
(Santos et al., 2018). Inseticidas sdo importantes no manejo de pragas agricolas e
urbanas, mas a preocupag¢ao com efeitos toxicos em organismos ndo alvos, como
inimigos naturais, polinizadores e humanos tem aumentando (Fernandes et al.,
2016; Richardson et al., 2019). A pressado da sociedade por inseticidas menos
toxicos, selegcéo de resisténcia de pragas e mudangas de praticas agrondmicas tem
forgado a industria a buscar inseticidas mais seletivos e menos toxicos a organismos
nao alvos, como os reguladores de crescimento de insetos (Schneider et al., 2004;
Sparks et al., 2019). Esses inseticidas sdo agonistas do receptor do ecdisénio,
inibidores da biossintese de quitina e analogos ao horménio juvenil (IRAC, 2014). A
azadiractina, novalurom, piriproxifen e tebufenozida sao inseticidas reguladores de

crescimento ou de agao incerta, mas que apresenta efeitos na regulagdo hormonal



de insetos, e utilizados em areas de eucalipto e soja (IRAC, 2014; AGROFIT, 2021).

A A azadiractina é o principal composto com caracteristicas farmacologicas
extraido da planta indiana Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) e tem sido usada
por décadas como regulador de crescimento em manejo de pragas com menor
impacto ambiental e menor toxidade a inimigos naturais (Bezzar-Bendjazia et la.,
2017; Khan, 2020; Shu et al., 2021). Azadiractina afeta o sistema neurosecretor do
inseto, liberando bloqueadores da sintese dos horménios protoracicotropico e
alatostatina, que controlam a sintese de ecdisbnio e horménio juvenil pelas
glandulas protoracicas e corpora allata, respectivamente (Luntz & Nisbet, 2000;
Zhou et al., 2020). Os efeitos causados pela azadiractina em insetos incluem danos
histopatoldgicos, redugao da alimentagao e reproducédo e alteragées no crescimento
e desenvolvimento (Zanuncio et al., 2016; Amaral et al., 2018; Farder Gomes et al.,

2021).

Novalurom € uma benzoiluréia, inibidor da sintese de quitina e uma
alternativa para o Manejo Integrado de pragas das ordens Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenopetra e Diptera, com baixa toxicidade a mamiferos e insetos benéficos
(Kostyukovsky & Trostanetsky, 2006; Joseph, 2020). As benzoiluréias desregulam o
crescimento de imaturos a partir da inibicdo da sintese de proteinas precursoras da
quitina, interferindo na formagéao da cuticula (Ishaaya et al., 2003; Cutler & Scott-
Dupree, 2007; Catchot et al., 2020). Efeitos subletais como malformagéo, redugéo
na reproducio e sobrevivéncia sao sintomas comuns em insetos contaminados com

novalurom (Catchot et al., 2020; Martinez et al., 2020).

Piriproxifen € um inseticida regulador de crescimento de insetos, utilizado no
manejo de pragas agricolas e urbanas, principalmente em paises em

desenvolvimento (Sullivan & Goh, 2008). Mimico do hormdnio juvenil, o piriproxifen
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evita a muda e a reproducao de insetos através da desbalango do horménio juvenil e
ecdisonio, hormoénios responsaveis pela metamorfose (Devellers, 2020).
Malformacao, citotoxidade, diminuicdo de parametros reprodutivos e sobrevivéncia
sdo alguns efeitos de doses subletais do piriproxifen em insetos (Fiaz et al., 2019;

Qian et al., 2020; Alzahrani, 2021).

Tebufenozida € um regulador de crescimento de insetos, utilizado no manejo
de pragas da ordem Lepidoptera, pouco toxico a mamiferos e com baixo impacto
ambiental (Smagghe et al., 1996; Xu et al., 2017). Agonista do ecdisbnio, a
tebufenozida causa a muda prematura do inseto por ativar genes que regulam o
inicio do processo, mas permanece em alta dose nos tecidos, impedindo que genes
responsaveis por finalizar a muda sejam expressos, levando o inseto a morte
(Retnakaran et al., 2001). Efeitos subletais do tebufenozida incluem malformacdes,
diminuicdo de fertilidade, fecundidade e longevidade e histotoxicidade (Reinke &

Barrett, 2001; van Frankenhuyzen & Régniere, 2006; Jiang et al., 2020).

O controle biolégico é tao eficiente quanto o quimico a longo prazo e pode ser
usado como alternativa ou complementando este ultimo (Molina Rugama et al.,
1997; Santos Junior et al., 2019; Janssen & van Rijn, 2021). O controle biolégico é
aplicado em mais 30 milhdes de hectares no mundo, sendo a Europa o maior
mercado de agentes biologicos invertebrados e os Estados Unidos o maior mercado
para microrganismos (van Lenteren et al., 2017). O controle biolégico no Brasil vem
aumentando pela insatisfagdo de agricultores com a ineficacia de inseticidas no
controle de algumas pragas (Parra & Coelho Junior, 2019). Parasitoides como
Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) e Trichogramma spp.
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) sdo exemplos de amplo uso na agricultura

brasileira (Parra & Zucchi, 2004; Parra et al., 2014). Entre os predadores ja utilizados
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no controle biolégico em areas agricolas e florestais, Pentatomidae € uma das
maiores familias da subordem Heteroptera, com uma estimativa de 10% das
especies, entre estes, a tribo (Zanuncio et al., 1998; Ferreira et al., 2008; Araujo et

al., 2011).

Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae) é um inseto
zoofitofago, nativo da América do Sul e Central, e utilizado no manejo de lagartas
em algodéo, eucalipto e soja (Medeiros et al., 2004; Zanuncio et al., 2014; Castro et
al., 2015). Esse inimigo natural foi relatado predando mais de 25 espécies de
lagartas com eficiéncia e pode ser criado em laboratérios e liberado em campos
agricolas e florestais para o controle biolégico (Saavedra et al., 1997; Torres et al.,

2006; Torres et al., 2009).

Populagdes de P. nigirspinus sao liberadas de forma inundadtiva ou
inoculativas em areas agricolas e florestais no quinto instar ou na fase adulta, e
podem ser expostos topicamente ou através do consumo de presas contaminadas
por inseticidas aplicados para controle de Lepidopteras e outras pragas, quando
estas atingem altas populagbes (Torres et al., 2006; Muller, 2018). Inseticidas
reguladores de crescimento de insetos podem afetar o desenvolvento de ninfas e

reproducao de adultos quando P. nigrispinus sao expostos (De Clearcq et al., 1995;).
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CAPITULO 1

Azadiractina e novalurom causam malformagoes e reduzem a reproduc¢ao do

predador Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)

1. Introdugao

O predador (generalista Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera:
Pentatomidae) pode ser criado massalmente em laboratério (Santos et al., 2018) e
liberado em campo para o manejo integrado de lagartas de Lepidoptera como Blera
varana Schaus (Notodontidae), Sarsina  violascens (Henrrich-Schéaffer)
(Lymantriidae) e Thyrinteina arnobia (Stoll) (Geometridae) em plantios de eucalipto,
Anticarsia gemmatalis Hubner, Rachiplusia nu (Guenée) e Pseudoplusia includens
Walker (Noctuidae) em soja e Alabama argillacea Hubner, Heliothis virescens (F.) e
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Noctuidae) em algodao (Torres et al., 2006).
Entretanto, estas pragas sdo comumentes controladas com inseticidas quimicos,
que embora eficientes, reduzem a biodiversidade, contaminam o solo, poluem a
agua e causam efeitos colaterais em produtores e consumidores de produtos
agricolas (Dasgupta et al., 2007; Bonmatin, et al., 2021; Reiber et al., 2021).

O controle biologico utiliza organismos para reduzir as populagdes de
organismos pragas, como uma alternativa sustentavel na agropecuaria (van
Lenteren et al., 2018; Carvalho et al., 2020). Predadores, parasitoides e agentes
microbianos s&o, respectivamente, os organismos mais comercializados no mundo
para o controle biolégico (van Lenteren et al., 2018). Porém, inseticidas de amplo

espectro no controle de pragas podem afetar inimigos naturais em campo (Santos
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Junior et al., 2020). Por outro lado, inseticidas botanicos, como a azadiractina, com
baixa toxicidade a vertebrados e rapida degradagdo no ambiente, e os reguladores
de crescimento, como novalurom, podem ser seletivos a insetos benéficos (Isman,
2006; Santorum et al., 2019).

A azadiractina, um tetranortriterpenoide obtido de Azadirachta indica
(Meliaceae) (Francesena & Schneider, 2018) com multiplos modos de acé&o
causando deterréncia, mudancas de comportamento, interrupcdo da ecdise,
alteragdes no tempo de desenvolvimento, malformag¢des anatébmicas e disturbios
hormonais que levam a esterilidade de insetos, é utilizada no manejo de insetos
(Mordue Luntz & Nisbet, 2000; Chaudhary et al., 2017). Além de afetar o
desenvolvimento, alteragdes na atividade do hormdnio ecdisdnio, pela azadiractina,
causam esterilidade devido a auséncia de ovdécitos nos ovarios de insetos (Barbosa
et al., 2015). Esse composto reduz a oviposicdo mediando a sintese de vitelogenina
em rainhas de Afta sexdens Linnaeus (Formicidae: Attini) (Amaral et al., 2018) e
causa citotoxidade no intestino médio e no corpo gorduroso de lagartas de Anticarsia
gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) (Almeida et al., 2014).

O novalurom, derivado das benzoiluréias, interrompe a biossintese de quitina
e causa deposicao irregular na cuticula interrompendo a ecdise, causando a morte
de insetos (Ishaaya et al., 2003; Santorum et al., 2019). Esse inseticida ndo causa
efeitos letais em insetos adultos, porém diminui a fecundidade e fertilidade dos
mesmos (Alyokhin et al., 2009; Djeghader et al., 2014) e causa citotoxidade em
ovarios e testiculos e reduz a espermatogénese, ovogénese e o numero de ovos em
Bombyx morri L. (Lepidoptera: Bombycidae) (Santorum et al., 2021).

Liberagbes inundativas e inoculativas em areas agricolas e florestais de P.

nigirspinus no quinto instar ou na fase adulta podem expor estes insetos
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topicamente ou através do consumo de presas contaminadas por inseticidas
aplicados para controle de Lepidopteras e outras pragas (Torres et al., 2006; Muller,
2018). Inseticidas podem afetar reproducdo de inimgos naturais, prejudicando o
controle biologico (Resende-Silva et al., 2019). A reproducdo sexual é a principal
forma de produzir descendentes e inseticidas compativeis com inimigos naturais s&o
importantes no manejo de pragas em areas agricolas e florestais (Simonet et al.,
2004; Santos Junior et al., 2019). O corpo gorduroso produz vitelogenina, principal
proteina componente da gema do ovo e essencial para reprodugao e defesa de
tecidos importantes no inseto (Jiang et al., 2020; Guo et al., 2018).

Doses de campo e, mesmo, mais baixas de azadiractina e novalurom reduziram
a reproducgao de inimigos naturais, o que afeta o controle biolégico (Zanuncio et al.,
2016; Matioli et al., 2019). O objetivo deste estudo foi verificar se os inseticidas
azadiractina e novalurom causam danos ao desenvolvimento e reproducdo do
predador ndo alvo P. nigrispinus. Para tanto foram avalidadas a sobrevivéncia,
malformagdes, parametros reprodutivos e o corpo gorduroso de adultos emergidos

de ninfas expostas aos inseticidas piriproxifen e tefubenozide.

2. Material e Métodos
2.1. Insetos
Ninfas de quinto instar e adultos de P. nigrispinus foram obtidos de criagao
massal do Laboratério de Controle Bioldgico de Insetos da Universidade Federal de
Vigosa em Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Esses insetos foram mantidos a 27 +2 °C,
75+ 5% UR e fotoperiodo de 12:12 h [L: D]. Ninfas e adultos de P. nigrispinus foram
alimentados com pupas de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae),

folhas de Eucalyptus grandis (W. Hill ex. Maiden) (Myrtaceae) e agua ad libitum.
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2.2. Exposigéo aos inseticidas

A azadiractina (Azamax 12 g L™; UPL do Brasil IndUstria e Comércio de Insumos
Agropecudarios S.A., Ituverava, SP, Brasil) e o novalurom (Rinon 100 EC 100g L™
Adama Brasil S.A., Londrina, PR, Brasil) foram usados nos experimentos. Esses
inseticidas foram diluidos em agua destilada para preparar uma solugdo estoque
(100 mL) com as doses recomendadas pelos fabricantes (novalurom 0,075 g L™ e
azadiractina 0,07 g L™") para o controle de pragas. Agua destilada foi usada como
controle. Um pL de cada inseticida ou agua destilada foi aplicado no térax de 285
ninfas de P. nigrispinus, individualizadas em tubos de vidro (22,5 cm®) e receberam
pupas de T. molitor como alimento, agua e folhas de E. grandis.
2.3. Sobrevivéncia

Ninfas de quinto instar de P. nigrispinus, apds exposicdo as doses comerciais do
novalurom e azadiractina, foram individualizadas em tubos de vidro (n= 30 por
inseticida) e agua destilada no controle (n= 30). O numero de insetos vivos foi,
diariamente, contabilizado por 50 dias apds exposi¢cao aos inseticidas e no controle.
2.4. Malformagbes anatémicas

A presenca ou ndo de malformagdes no corpo foi avaliada em adultos de P.
nigrispinus, emergidos das ninfas de quinto instar tratadas com novalurom e
azadiractina. O numero de malformagdes na cabecga, escutelo, asas e pernas, além
de morte durante ecdise foi observado em estéreomicroscopio.
2.5. Parametros reprodutivos

Os parémetros reprodutivos de P. nigrispinus foram observados em casais
desse predador, originados de ninfas de quinto instar (n= 50) expostas ao novalurom
e azadiractina. Uma fémea emergida da ninfa exposta e um macho ndo exposto,

ambos com dois dias de idade foram isolados em potes de plastico (8 x 9,5 cm, 250
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mL) formando 15 casais. O mesmo foi feito para casais formados por machos
emergidos de ninfas expostas aos inseticidas e com fémeas n&o expostas. Os
periodos de pré-oviposi¢cao, oviposi¢cao, pos-oviposicdo, os numeros de posturas,
ovos por postura, total de ovos, viabilidade e longevidade de machos e fémeas de P.
nigrispinus foram avaliadas.
2.6. Histopatologia do corpo gorduroso de machos e fémeas

Fémeas e machos de P. nigrispinus com trés dias apds muda (n= 4 por sexo),
emergidos de ninfas de quinto instar expostas ao novalurom e azadiractina, foram
crioanestesiadas a -4°C. O corpo gorduroso desses insetos foi dissecado em
solucao salina de insetos (0,1 M NaCl + 0,2 M KH,PO4 + 0,2 M NayHPO,), fixado em
solucdo de Zamboni por 24 horas a 4°C e desidratados em série crescente de etanol
(70°, 80°, 90° e 95°) (Martinez et al., 2019). Amostras do corpo gorduroso, foram
embebidas em historesina (Leica Biosystems GmbH, Heildelberger, Germany)
seccionadas com 3 um de espessura, coradas com hematoxilina e eosina e
examinadas em microscopio de luz Leica DMLS.
2.7. Estatistica

Dados de sobrevivéncia de P. nigrispinus foram submetidos a analise de
sobrevivéncia usando os estimador Kaplan-Meier (método de Matel-Cox) com o
programa GraphPad Prism v.8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
Dados de malformacdes e parametros reprodutivos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey
(P< 0,05) utilizando o programa SAS versao 9.0 (SAS Institute, Campus Drive Cary,
NC, USA). Dados dos parametros reprodutivos foram transformados com arco seno

x(%) para satisfazer as exigéncias de normalidade.
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3. Resultados

3.1 Sobrevivéncia

A sobrevivéncia de adultos de P. nigrispinus foi menor naqueles emergidos de
ninfas de quinto instar expostas aos inseticidas azadiractina e novalurom que no

controle (x°= 10,70, GL= 2, P< 0,0047) (Figura 1).
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—— Azadiractina

Probabilidade
(=]
wn
]

Q '_\—,|_
| |
0 10 20 30 40
Dias
Figura 1. Sobrevivéncia de adultos de Podisus nigrispinus (Hemiptera:
Pentatomidae) originados de ninfas expostas por contato a azadiractina e novalurom
analisada com o estimador Kaplan-Meier (Método de Matel-Cox; x*= 10,70, GL= 2,

P< 0,0047).

3.2 Malformacgéo
Malformacdes foram observadas na cabeca, escutelo, asas, pernas e durante
a muda em adultos de P. nigrispinus emergidos de ninfas expostas aos inseticidas,

mas ndo no controlee (Figuras 2a-0). O numero de malformagdes na cabega (F2 4=
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10,77; P< 0,0054), assimetria no escutelo (F24= 11,61; P< 0,0043), dobras e
redugdo da area membranosa das asas (F24= 16,26; P< 0,0015), dobras na tibia
posterior (F24= 17,96; P< 0,0011) e morte durante ecdise (F24= 10,77; P< 0,0054)
foram maiores em adultos emergidos de ninfas de quinto instar expostos a

azadiractina e novalurom que no controle.

ecdise

Azadiractina Controle

Novalurom

Figura 2. Anatomia externa de adultos de Podisus nigrispinus (Hemipera:
Pentatomidae) sem malformagdes nos insetos controle e com malformagdes (setas)
apos exposicdo de suas ninfas de quinto instar aos inseticidas azadiractina e
novalurom. Insetos também morreram durante o processo de ecdise (j,0).

3.3 Periodo de oviposi¢céo

Os periodos de oviposigao (F214= 37,57; P< 0,0001) e pds oviposi¢cao (Fz14=
14,68; P < 0,0001) de fémeas de P. nigrispinus foram menores para aquelas

emergidas de ninfas de quinto instar expostas a azadiractina e novalurom que no
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controle, mas o periodo de pré oviposigao (F214= 1,58; P< 0,2244) foi semelhante
entre tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Periodo de pré-oviposigéo, oviposigao e pos-oviposi¢gao (média + erro
padrao) de fémeas de Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae), emergidas de
ninfas de quinto instar no controle e daquelas emergidas de ninfas de quinto instar

expostas a azadiractina e novalurom

Parametros Controle Azadiractina Novalurom
Pré oviposicao (dias) 10,67 £ 2,58 a 12,07 +294a 12,40+2,67 a
Oviposicao (dias) 23,87 £6,91 a 7,60+2,03b 6,00+ 1,46 b
P6s oviposigao (dias) 28+391a 1,53+0,83b 1,27 £ 0,88 b

Médias seguidas de mesma letra, por linha, ndo diferem pelo teste Tukey (P< 0,05).

3.4 Fémeas expostas x machos ndo expostos aos inseticidas

Os numeros de ovos (F214= 73,03; P< 0,0001), posturas (F214 = 326,38; P <
0,0001) e ovos por postura (F2,14 = 32,93; P< 0,0001) por fémea, a porcentagem de
viabilidade (F214= 96,32; P< 0,0001) e a longevidade (F21= 15,53; P< 0,0001)
foram menores para fémeas de P. nigrispinus emergidas de ninfas de quinto instar
expostas a azadiractina e novalurom que no controle (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros reprodutivos (média + erro padrdo) e longevidade de
fémeas de Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) emergidas de ninfas de
quinto instar expostas a azadiractina e novalurom acasaladas com machos nao

expostos e controle

Parametros Controle Azadiractina Novalurom
Ovos/fémea 95,44 £ 29,3 a 50,73 +13,40b 46,40+ 13,15b
Posturas 20,87 £4,31 a 6,67 +0,98 b 513+1,68b

Ovos/psotura 18,59 + 2,66 a 3,94+0,02b 429+1,02b
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Viabilidade de ovos (%) 75,31+ 14,47 a 27,10+£6,73b  26,74+6,20 b

Longevidade 35,8+8,41a 21,93+£3,33b 19,07+3,24b

Médias seguidas de mesma letra, por linha, ndo diferem pelo teste Tukey (P< 0,05).

3.5 Fémeas ndo expostas x machos expostos aos inseticidas

O numero de ovos por fémea (F214= 57,69; P< 0,0001) de P. nigrispinus foi
maior para aquelas acasaladas com machos emergidos de ninfas de quinto instar
expostos ao novalurom, mas o numero de posturas por fémea (F214= 8,41; P<
0,0014) foi semelhante entre tratamentos. O numero de ovos por por postura (F2,14=
10,04; P< 0,0005) e a viabilidade de ovos (F214= 37,63; P< 0,0001) foram menores
para fémeas acasaladas com machos emergidos de ninfas expostas a azadiractina.
A longevidade (F214= 7,28; P< 0,0028) de machos de P. nigrispinus, emergidos de
ninfas de quinto instar expostas a azadiractina e novalurom foi menor que no
controle (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros reprodutivos (média £ erro padrédo) de fémeas no controle
e para aquelas acasaladas com machos de Podisus nigrispinus (Heteroptera:
Pentatomidae) emergidos de ninfas de quinto instar expostas a azadiractina e

novalurom e longevidade de machos

Parémetros Controle Azadiractina Novalurom
Ovos/fémea 131,13+29,3b 88,60+2591¢c 172,13+14,70a
Massa 12,40+290ab 9,00+2,56b 15,27 £ 5,06 a
Ovos/massa 10,22 + 3,16 a 6,74+1,18b 10,30 + 2,89 a

Viabilidade de ovos (%) 62,20+ 11,64a 34,74+9,07b 63,41 £7,99 a

Longevidade 32,33+11,81a 22,87+2,59b 2460+2,53b

Médias seguidas de mesma letra, por linha, ndo diferem pelo teste Tukey (P < 0,05).

3.6 Histopatologia do corpo gorduroso
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O formato das células do corpo gorduroso de fémeas e machos de P.
nigrispinus do grupo contorle foi poligonal com citoplasma rico em vacuolos esféricos
e nucleos irregulares (Figuras 3a, 3d). Os numeros e tamanho dos vacuolos do
corpo gorduroso de fémeas, emergidas de ninfas expostas a azadiractina, foram
maiores que no controle e células e vacuolos de fémeas emergidas de ninfas
expostas a novalurom perderam o formato regular (Figuras 3b, 3c). Células e
vacuolos do corpo gorduroso de machos, emergidos de ninfas expostas a

azadiractina e novalurom, perderam o formato regular (Figura 3e, 3f).

controle azadiractina novalurom

Figura 3. Microscopia de luz de corpo gorduroso de machos e fémeas de
Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) emergidos de ninfas de quinto instar
expostos a azadiractina e novalurom, mostrando o aspecto do nucleos (n) e

vacuolos citoplasmaticos (v).

4. Discussao
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A menor sobrevivéncia de adultos de P. nigrispinus, emergidos de ninfas de
quinto instar expostas a azadiractina e o novalurom pode ser devido ao uso de
reservas energéticas para desintoxicacdo dos organismos (Tanzubil & McCaffery,
1990) e redugdo na alimentagdo n&o permitindo a recuperagdo de reservas e
causando a morte precoce (Cutler et al., 2006; Betz & Andrew, 2020). Azadiractina
reduziu a sobrevivéncia de adultos dos e Ceraeochrysa cubana (Hagen)
(Neuroptera: Chrysopidae), originados de ninfas de quarto instar expostas a esse
inseticida (Rugno et al., 2019) e o novalurom a de Leptopharsa gibbicarina
Froeschner (Hemiptera: Tingidae) (Martinez et al., 2021).

O maior numero de malformacdes em adultos e no processo de muda de P.
nigrispinus, emergidos de ninfas de quinto instar expostas a azadiractina e
novalurom, sdo semelhantes aquelas em Ceraeochrysa claveri Navas (Neuroptera:
Chrysopidae) e Rhynchophorus ferrugineus (Olivier) (Coleoptera, Curculionidae),
respectivamente (Gastelbondo Pastrana et al., 2019; Hussain et al.,, 2019).
Azadiractina afeta o crescimento do inseto, a partir da regulagado de genes ligados a
sintese de proteinas da cuticula, biossintese de quitina e hormdnios, além dos
efeitos larvicida, ovicida, antialimentar e de repeléncia (Chaudhary et al., 2017; Shu
et al., 2021). O modo especifico de agdo do novalurom nao €, ainda, bem conhecido,
mas deve ser semelhante ao de outros inseticidas do grupo das benzoiluréias,
desregulando o crescimento e desenvolvimento de imaturos e a formagdo da
cuticula (Ishaaya et al., 2003; Catchot et al., 2020). Aplicagéo topica de azadiractina
em pupas causou malformacdes em adultos de Drosophila melanogaster (Meigen)
(Diptera: Drosophilidae) (Boulahbel et al., 2015) e o consumo de dieta contaminada
com novalurom causou malformagdes nas asas, cabeca, pernas, torax e abdémen

de adultos de Musca domestica L. (Diptera: Muscidae) (Lohmeyer et al., 2014).
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Os menores periodos de oviposi¢gdo, pos oviposicdo e longevidade de P.
nigrispinus podem ser devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS)
causado pela azadiractina e danos ao corpo gorduroso por esse inseticida e pelo
novalurom (Almeida et al., 2014; Zhang et al., 2018). A relagdo entre ROS e a
longevidade é conhecida e a azadiractina ndo provoca o aumento de enzimas
detoxificantes, resultando em rapido acumulo de ROS em tecidos, causando morte
celular e do inseto (Zhang et al., 2018). O corpo gorduroso € o principal tecido de
sintese de proteinas detoxificantes para protecdo do inseto contra substancias
toxicas e metabolismo energético e danos a este tecido reduz a capacidade
detoxificante pelo inseto (Cossolin et al. 2019; Zhao et al., 2020). Azadiractina
reduziu a longevidade de D. melanogaster e o novalurom a de machos e fémeas de
Leptopharsa gibbicarina Froeschner (Hemiptera: Tingidae) (Martinez et al., 2021).

Os numeros ovos por massa e o de ovos por fémea e a viabilidade de ovos
foi menor para fémeas de P. nigrispinus, emergidas de ninfas de quinto instar
expostas a azadiractina e novalurom devido, provavelmente, a diminuigdo na sintese
de vitelogenina uma vez eu o corpo gorduroso também foi afetado. O corpo
gorduroso produz a vitelogenina, principal proteina precursora da gema dos ovos e
danos ao mesmo reduz o armazenamento e sintese de proteinas e,
consequentemente, a reprodugédo (Silva et al., 2017; Amaral et al., 2018; Catchot et
al., 2020). Azadiractina reduziu a fertiidade e a fecundidade de fémeas de D.
melanogaster (Aribi et al., 2017) e o novalurom as de Harmonia axyridis (Pallas)
(Coleoptera: Coccinellidae) (Cabrera et al., 2018).

O maior numero de ovos por fémea de P. nigrispinus, acasaladas com
machos emergidos de ninfas de quinto instar expostos ao novalurom, pode ser

devido a hormese causado pelo inseticida. Hormese é o fendmeno de dose resposta
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caracterizado pelo estimulo fisiolégico por baixas doses e inibicdo por altas doses
causado por substancias toxicas e vem sendo relatado para o novalurom (Calabrese
& Baldwin, 2003; Cutler et al., 2005). O efeito hormético mais documentado em
insetos € o aumento da oviposicdo como um processo bioquimico compensatorio
apos a desestabilizacdo da homeostase (Cohen 2006; Alyokhin et al., 2009).

O menor numero de ovos por fémea, posturas, ovos por postura e a
viabilidade de ovos de fémeas acasaladas com machos, emergidos de ninfas de
quinto instar expostos a azadiractina, pode ser explicada pela infertilidade e um
menor numero de acasalamentos dos mesmos (Aribi et al., 2017). Azadiractina
causa infertilidade, diminui capacidades sensoriais de machos e,
consequentemente, as chances de acasalamento (Aribi et al., 2017; Sun et al., 2018)
como relatado para o menor numero de acasalamentos e descendentes de D.
melanogaster apos exposig¢ao a esse inseticida (Oulhaci et al., 2017).

A menor longevidade de machos de P. nigrispinus, emergidos de ninfas de
quinto instar expostas a azadiractina e novalurom, pode ser explicada pelos danos
ao corpo gorduroso, que funciona como reserva de nutrientes, energia e sintese de
proteina e enzimas (Li et al., 2019). Azadiractina diminui a longevidade de adultos de
D. melanogaster criados com dieta contaminada (Zhang et al., 2018) e o novalurom
a longevidade de machos de L. gibbicarina, emergidos de ninfas expostas a esse
inseticida (Martinez et al., 2021).

O aumento da vacuolizacéo e a perda de formato regular de células do corpo
gorduroso de P. nigrispinus, causados por azadiractina e novalurom, € um efeito
histotoxico, comum em tecidos expostos a inseticidas (Santos Junior et al., 2020;
Castro et al., 2021). O corpo gorduroso sintetiza enzimas de detoxicagao, liberadas

na hemolinfa (Roma et al., 2010). A distribuigdo do corpo gorduroso, também, expde
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o tecido a infeccdes e agentes xenobiodticos (Tsakas & Marmaras, 2010). O grande
numero de vacuolos citoplasmaticos encontrados no corpo gorduroso de insetos
expostos aos dois inseticidas favorece a recuperacdo, através da retirada de
material contaminado e de substancias toxicas da célula, mas pode leva-la a mesma
a morte, quando a vacuolizagédo é intensa e atinge organelas importantes para o
funcionamento celular (Tettamanti et al., 2006, Cossolin et al., 2019). Azadiractina
reduziu a massa do corpo gorduroso e, consequentemente, a capacidade de sintese
e armazenamento de substancias com aumento do numero de vacuolos em
Spodoptera eridania (Stoll) (Lepidoptera: Noctuidae) e C. claveri (Neuroptera:
Chrysopidae) (Scudeler et al., 2019). Novalurom causou perda de formato e
aumentou o numero de vacuolos de maior tamanho em células do intestino médio de
Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae) (Santorum et al., 2019).

Azadiractina e Novaluron causaram danos ao desenvolvimento e reproducao
de P. nigrispinus, reduzindo a sobrevivéncia e o aumento no numero de
malformagdes em adultos de P. nigrispinus, emergidos de ninfas expostas a
azadiractina e novalurom, reduz o periodo em que o inseto estd no campo e sua
capacidade de predar pragas. Danos no corpo gorduroso, o principal 6rgao de
sintese de vitelogenina, armazenamento energético e desintoxicagdo, provocados
pelos inseticidas reduziram os parametros reprodutivos de fémeas de P. nigrispinus.
Novalurom aumentou o numero de ovos por fémea de P. nigrispinus acasaladas
com machos emergidos de ninfas de quinto instar expostos a esse inseticida,
podendo ser uma estratégia de aumento populacional desse predador em criagao

massal.
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CAPITULO 2
Desenvolvimento e reproducao do percevejo predador Podisus nigrispinus
apos exposigao aos inseticidas reguladores de crescimento piriproxifen e

tefubenozida

1. Introdugao

Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae) preda Coleoptera,
Hemiptera e Lepidoptera pragas (Torres et al., 2006), sendo criado e liberado para o
controle biologico (Peluzio et al., 2018; Silva et al., 2020) em diferentes culturas
como algodéo, soja e plantios florestais (Medeiros et al., 2004; Zanuncio et al., 2014,
Castro et al., 2015). Esse predador ataca e injeta, em sua presas, compostos
proteicos e nao proteicos toxicos produzidos por suas glandulas salivares, para
matar e consumir as mesmas (Fialho et al., 2012; Martinez et al., 2014; 2016). O
sucesso do ataque do P. nigrispinus depende dos tecidos do corpo da presa e da
duracéo da agédo do veneno, mesmo quando a presa escapa (Martinez et al., 2016;
Campos et al., 2021).

Inseticidas utilizados no manejo integrado de pragas (MIP) devem ser
seletivos a inimigos naturais (Santos Junior et al., 2020) para evitar a redug&o do
controle biologico (Naranjo & Ellsworth, 2009; Santos Junior et al., 2019). A busca
por moléculas menos impactantes ao meio ambiente e a organismos nao alvos visa
reduzir a contaminacédo de corpos d’agua e o solo e o efeito residual (Santorum et
al., 2019) e melhorar a compatibilidade com as demais estratégias do MIP (Joshi et
al., 2020).

Inseticidas reguladores de crescimento (IRCs) interrompem o crescimento,

desenvolvimento e reduzem a reprodugao e viabilidade de ovos de insetos (Barbosa
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et al., 2018; Rolim et al., 2019). Os IRCs, a terceira geragao de inseticidas, sao
menos toxicos a vertebrados e invertebrados (polinizadores e inimigos naturais) com
modo de agao especifico e menos persistentes ao ambiente (Graf, 1993; Zibaee et
al.,, 2011). Os IRCs agem lentamente para causar a morte de insetos pragas e com
maior seletividade para organismos ndo alvos que inseticidas neurotdxicos
(Smagghe et al., 2019).

O pireproxifen, inseticida analogo ao horménio juvenil, e o tebufenozida,
agonista do ecdisbénio, se destacam entre os IRCs regulando o desenvolvimento
pos-embrionario e a reprodugéo de insetos (Alves et al., 2019; Roscoe et al., 2020).
O impacto do piriproxifen, recomendado para o manejo de pragas no algoddo, na
sobrevivéncia dos predadores Chrysoperla externa Hagen (Neuroptera:
Chrysopidae), Eriopis connexa Germar (Coleoptera: Coccinellidae), Orius insidiosus
(Say) (Hemiptera: Anthocoridae), e P. nigrispinus (Machado et al., 2019) foi baixa.
No entanto, esse inseticida reduziu a sobrevivéncia, fecundidade, fertilidade e taxa
liquida de reproducé&o de Harmonia axyridis (Pallas) (Coleoptera: Coccinellidae) e a
logenvidade, fecundidade e fertilidade de Hippodamia convergens Guerin-Meneville
(Coleoptera: Coccinellidae) quando aplicado em ninfas de segundo instar desses
inimigos naturais (He et al., 2018; Iftikhar et al., 2020). O tebufenozida reduziu a
reproducdo e, consequentemente, a taxa de crescimento populacional, o tempo
meédio de cada geracdo e a taxa liquida de reproducdo de Ceraeochrysa cubana
(Hagen) (Neuroptera: Chrysopidae) (Ono et al., 2017).

O corpo gorduroso dos insetos € o principal tecido de armazenamento de
energia e biossintese de metabdlitos intermediarios, incluindo a vitelogenina,
essencial na maturagcdo de ovos (Arrese & Soulages, 2010; Guo et al., 2018). O

funcionamento adequado dos sistemas reprodutores (masculino e feminino)
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depende do corpo gorduroso, responsaveis pela reproducdo e viabilidade de ovos
(Arrese & Soulage, 2010; Hartfelder et al., 2017; Nantia et al., 2018). O piriproxifen
aumentou a vacuolizacdo, liberacdo do conteudo celular para fora da célula e
destruicdo de parte do corpo gorduroso de lagartas de quarto e quinto instares de
Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae) (Zhao et al., 2020).

O piriproxifen e o tebufenozida s&o inseticidas seletivos a predadores como P.
nigrispinus, e indicados no manejo de pragas nas culturas de algod&o, soja e
eucalipto (Smagghe & Degheele, 1995; Medina et al., 2003; AGROFIT, 2021), mas
prejudicam inimigos naturais (Ono et al., 2017; Stecca et al., 2017). O objetivo deste
estudo foi verificar se os inseticidas reguladores de crescimento de insetos
piriproxifen e tefubenozide causam danos ao desenvolvimento e reprodugédo do
predador ndo alvo P. nigrispinus. Para tanto foram avalidadas a sobrevivéncia,
malformagdes, parametros reprodutivos e o corpo gorduroso de adultos de

emergidos de ninfas expostas aos inseticidas piriproxifen e tefubenozide.

2. Material e Métodos

2.1. Insetos

Ninfas de quinto instar e adultos de P. nigrispinus foram obtidos de criagao
massal do Laboratério de Controle Biolégico de Insetos da Universidade Federal de
Vigosa em Vigosa, Minas Gerais, Brasil e mantidos a 27+2°C, 75+5% UR, e
fotoperiodo de 12:12h [L: D]. Ninfas e adultos de P. nigrispinus foram alimentados
com pupas de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), folhas de
Eucalyptus grandis (W. Hill ex. Maiden) (Myrtaceae) e agua ad libitum.

2.2. Exposigéo aos inseticidas
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O piriproxifen (Tiger 100 EC 100g L"; Sumitomo Chemical do Brasil
Representagédo LTDA., S&o Paulo, SP, Brasil) e tebufenozida (Mimic 240 SC 240g L
' |harabras S.A., IndUstrias Quimicas, Sorocaba, SP, Brasil) foram usados nos
experimentos. Esses inseticidas foram diluidos em agua destilada para preparar
uma solugdo estoque (100 mL) com a dose recomendadas pelos fabricantes
(piriproxifen 0,5 g L™ e tebufenizide 0,25 g L™") para o controle de pragas no campo.
Agua destilada foi usada como controle. A seguir, 1 uL de cada inseticida ou agua
destilada foi aplicado no térax de cada ninfa (total de 285) de P. nigrispinus, as quais
foram individualizadas em tubos de vidro (22,5 cm®) e receberam pupas de T.
molitor, agua e folhas de Eucalyptus grandis.

2.3. Sobrevivéncia

Ninfas de quinto instar de P. nigrispinus, expostas a dose comercial do
piriproxifen e tebufenozida e aquelas do controle foram individualizadas em tubos de
vidro (n=30 por inseticida). O numero de insetos vivos foi avaliado, diariamente, por
50 dias apds exposig¢ao aos inseticidas e no controle.

2.4. Malformagbes anatémicas

O numero de malformagdes na cabeca, escutelo, asas e pernas, além de morte
durante ecdise de adultos de P. nigrispinus, emergidos de ninfas de quinto instar
expostas aos piriproxifen /e tebufenozida (n= 30/tratamento), foram observados em
estéreomicroscopio.

2.5. Parametros reprodutivos

Parametros reprodutivos dos adultos (machos e fémeas, propor¢cédo 1:1),
emergidos de ninfas de quinto instar de P. nigrispinus (n= 50) expostas aos
piriproxifen e tebufenozida, foram avaliados. Uma fémea tratada e um macho nao

tratado, ambos com dois dias de idade, foram isolados em potes (8 x 9,5 cm, 250
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mL) formando 15 casais. O mesmo foi feito com machos emergidos de ninfas
expostas aos inseticidas e fémeas néo tratadas. O controle foi composto por insetos
nao expostos aos inseticidas. Os periodos de oviposi¢ao (pré-oviposi¢ao, oviposicao
e pos-oviposicdo) de fémeas tratadas e o numero de massa de ovos, ovos por
massa de ovos e total de ovos e a viabilidade de ovos e longevidade de machos e
fémeas tratados foram avaliadas.

2.6. Histopatologia corpo gorduroso de machos e fémeas

Quatro fémeas e quatro machos de P. nigrispinus, emergidos de ninfas expostas
aos piriproxifen e tebufenozida, foram crioanestesiadas a -4°C. O corpo gorduroso
desses insetos foi dissecado em solugédo salina de insetos (0,1 M NaCl + 0,2 M
KH2PO4 + 0,2 M Nay;HPO,), fixados em solugdo de Zamboni por 24 horas a 4°C e
desidratados em série crescente de etanol (70°, 80°, 90° e 95°) (Martinez et al.,
2019). Amostras do corpo gorduroso foram embebidas em historesina (Leica
Biosystems GmbH, Heildelberger, Germany), seccionadas com 3 ym de espessura,
coradas com hematoxilina e eosina e examinadas em microscopio de luz Leica
DMLS.

2.7. Estatistica

Dados de sobrevivéncia de P. nigrispinus foram submetidos a analise de
sobrevivéncia usando os estimador Kaplan-Meier (método de Matel-Cox) com o
programa GraphPad Prism v.8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA), os
de malformagbes e parédmetros reprodutivos a analise de variancia (ANOVA) e
comparagao das médias entre tratamentos com o teste de Tukey (P < 0,05)
utilizando o programa SAS vers&o 9.0 (SAS Institute, Campus Drive Cary, NC, USA).
Dados dos parametros reprodutivos foram transformados com arco seno Vx(%) para

satisfazer as pressuposi¢des de normalidade.
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3.1. Sobrevivéncia
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A sobrevivéncia de adultos de P. nigrispinus foi semelhante com tebufenozida

(42 dias) e no controle (39 dias) e maiores que com o inseticida piriproxifen (33 dias)

(x?= 19,64, GL= 2, P< 0,0001) (Figura 1).

1,0— Controle
——— Piriproxifen
Tebufenozida
g
=
§ 0.5—
|
0 | I | |
0 10 20 30 40
Dias
Figura 1. Sobrevivéncia de adultos de Podisus nigrispinus (Heteroptera:

Pentatomidae), emergidos de ninfas expostas ao piriproxifen e tebufenozida

utilizando o estimador Kaplan-Meier (Método de Matel-Cox); X°= 19,64, GL= 2, P<

0,0001).

3.2. Malformagbes anatémicas



48

Malformagdes foram observadas em adultos de P. nigrispinus emergidos de
ninfas expostas aos inseticidas, mas n&o no controle (Figura 2). Deformagdes na
cabeca de adultos, emergidos de ninfas de quinto instar expostas com e piriproxifen
e tebufenozida, ndo diferiram do controle (F24= 3,09; P< 0,1014). Assimetria no
escutelo foi maior em adultos, emergidos de ninfas de quinto instar expostas a
pireprofixen, que naqueles emergidos de ninfas tratadas com tebufenozida e no
controle (F24= 4,80; P< 0,0426). O numero de asas dobradas e redugbes na area
membranosa foram maiores em adultos emergidos de ninfas de quinto instar
expostos a piriproxifen e tebufenozida que no controle (F,4= 27,30; P< 0,0003). O
numero de adultos, emergidos de ninfas de quinto instar expostos a piriproxifen, com
dobras na tibia foi maior que no tratamento com tebufenozida e no controle, que néo
diferiram entre si (F24= 4,60; P< 0,0454). Morte durante a muda foi maior em insetos
expostos a tebufenozida que naqueles com piriproxifen e no controle (F24= 6,24; P<
0,0232). A mortalidade de P. nigrispinus expostos a piriproxifen e tebufenozida que

nao atingiram a fase adulta foi de 20% e 23,33%, respectivamente.
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ecdise

Controle

—

Piriproxifen

Tebufenizida

Figura 2. Anatomia externa de adultos de Podisus nigrispinus (Heteroptera:
Pentatomidae) sem malformagdes nos insetos controle e com malformacdes (setas),
emergidos de ninfas expostas aos inseticidas pireproxifen e tebufenozida. Insetos

morreram durante a ecdise (j, 0).

3.3. Parametros reprodutivos

3.3.1. Periodo de oviposigéo

Os periodos de pré-oviposigao (Fz214= 4,26; P< 0.0242) e oviposi¢ao (F14=
6,08; P< 0,0064) de fémeas de P. nigrispinus, emergidas de ninfas de quinto instar
expostas ao piriproxifen e tebufenozida, foram menores que no controle e o de pés

oviposigao (F2,14= 0,67; P= 0,5213) nao diferiu entre tratamentos (Tabela 1).
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Tabela 1. Periodos de pré-oviposi¢ao, oviposicdo e pds-oviposicdo, numeros de
ovos, posturas, ovos por postura, viabilidade de ovos e longevidade (média * erro

padrao) de fémeas de Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) emergidas de

ninfas de quinto instar expostas a piriproxifen e tefubenozida

Parametros Controle Piriproxifen Tebufenozida
Pré oviposicao (dias) 10,67 + 2,58a 6,8 £ 5,85b 10,733 + 3,35a
Oviposigao (dias) 23,87 +£6,91a 14.4 +6,12b 18,53 + 7,30ab
P6s oviposicao (dias) 2,8+3,91a 1,4 £ 3,74a 1,63 + 2,33a
Ovos/fémea 95,44 £29,3a 44,96 +40,64b 69,36 + 50,56ab
posturas 20,87 +4,31a 14,33 £ 6,38b 17,60 + 8,48ab
Ovos/postura 18,59 * 2,66a 15,45 £ 5,61a 16,76 £ 4,83a

Viabilidade de ovos (%) 75,31 + 14,47a

Longevidade (dias)

35,8 £ 8,41a

42,13 +39,11b

27,87 £ 5,54b

47,77 + 40,34ab

31+ 7,65ab

Médias seguidas de mesma letra, por linha, ndo diferem pelo teste Tukey (P< 0,05).

3.3.2. Fémeas expostas x machos ndo expostos aos inseticidas

Os numeros de ovos (F214= 5,03; P< 0,0136) e de posturas (F2,14= 3,28; P<
0,0524) por fémea, viabilidade de ovos (F214= 4,5; P< 0,0203) e longevidade de
fémeas (F214= 5,0; P < 0,0140) foram menores para fémeas de P. nigrispinus,
emergidas de ninfas de quinto instar expostas ao piriproxifen, que para aquelas
expostas a tebufenozida e controle. O numero de ovos por postura (Fz14= 1,64; P=

0,2129) néo diferiu entre tratamentos (Tabela 1).

3.3.3. Fémeas néo expostas x machos expostos aos inseticidas
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Os numeros de ovos por fémea (F2,14= 39,09; P< 0,0001), de massa de ovos
(F214= 5,21; P< 0,0119) e de ovos por postura (F214= 25,25; P< 0,0001) e a
viabilidade de ovos (F214= 5,11; P< 0,0128) foram menores para fémeas n&o
expostas aos inseticidas que acasalaram com machos de P. nigrispinus emergidos
de ninfas de quinto instar expostas a piriproxifen e tefubenozida e no controle. A
longevidade (F214= 29,37; P< 0,0001) de machos, emergidos de ninfas de quinto

instar expostas aos piriproxifen e tebufenozida, foi menor que no controle (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros reprodutivos (média £ erro padréo) de fémeas que acasalaram
com machos de Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae), emergidos de
ninfas de quinto instar expostas a piriproxifen e tebufenozida, e longevidade de

machos emergidos de ninfas de quinto instar expostas a esses inseticidas

Parametros Controle Piriproxifen Tebufenozida
Ovos/fémea 131,13+ 27,29a 70,27 +15,54c  102,2 + 16,85b
Posturas 12,40 + 4,45a 8,93 + 2,66b 8,80 +2,31b

Ovos/posturas 10,22 £ 2,02b 7,67 +1,07¢c 12,90 £ 3,12a

Viabilidade de ovos (%) 71,53 + 9,63a 59,63 +15,36a 56,46 + 15,53b

Longevidade (dias) 32,33 +6,04a 19,87 £ 5,11¢c 26,53 +4,03b

Médias seguidas de mesma letra, por linha, na mesma linha ndo diferem pelo teste Tukey (P< 0,05).

3.4. Histopatologia do corpo gorduroso

O formato de células do corpo gorduroso de fémeas e machos de P.
nigrispinus no controle é poligonal e o citoplasma rico em vacuolos esféricos e
nucleos irregulares (Figuras 3a, 3d). As células do corpo gorduroso de fémeas
tratadas com piriproxifen foram irregulares, com vacuolos irregulares e maiores que

aqueles do controle (Figura 3b) e os vacuolos em machos foram numerosos e
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menores que no controle (Figura 3e). O formato de células e vacuolos do corpo
gorduroso de fémeas tratadas com tebufenozida foi irregular e os dos vacuolos do

corpo gorduroso de machos irregulares (Figuras 3.c, 3f).

controle piriproxifen tebufenozida

-

Figura 3. Microscopia de luz de corpo gorduroso de machos e fémeas de Podisus
nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) emergidos de ninfas de quinto instar expostos

a azadiractina e novalurom, mostrando o aspecto do nucleos (n) e vacuolos

citoplasmaticos (v).

4. Discussao

A menor sobrevivéncia de P. nigrispinus, com piriproxifen que no controle,
reduz a permanéncia desse inimigo natural em campo e, consequentemente, o
controle bioloégico. A agcdo mais lenta dos IRCs em relagdo aos inseticidas

neurotoxicos (Smagghe et al., 2019), reduz populagdes de insetos de forma mais
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gradual. O desbalango hormonal, causado pelo piriproxifen, aumenta o numero de
espécies reativas de oxigénio no corpo provocando estresse de tecidos e podendo
causar a morte do inseto (Sezer & Ozalp, 2015, Wang et al., 2019). A sobrevivéncia
de Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), expostas a dose de campo do
piriproxifen, foi, também, menor (Fisher et al., 2018). O tebufenozida, também, de
acao lenta provocou mortalidade gradual de Anticarsia gemmatalis (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Fiaz et al., 2018).

Malformagdes em adultos de P. nigrispinus, emergidos de ninfas expostas
aos piriproxifen e tebubenozide, foram, possivelmente, provocadas durante a muda,
pois estes inseticidas afetam o crescimento ou desenvolvimento de insetos (Yadav
et al.,, 2019; Roscoe et al., 2020). Isto € comum para inseticidas reguladores de
crescimento (Doucet & Retnakaran, 2012; Francesena et al., 2018; Timoumi et al.,
2019) afetando o balango dos horménios juvenil, ecdisonio e insulin-like,
responsaveis pela regulagdo da reserva de carboidratos precursores da quitina em
insetos (Keshan et al.,, 2017). O piriproxifen reduziu a quantidade de trealose na
hemolinfa de Eurygaster integriceps Puton (Hemiptera: Scutelleridae) (Zibaae et al.,
2011) e essa redugao aumentou o numero de malformagdo em adultos de
Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) (Liu et al., 2020). Aplicagdes de piriproxifen
em ninfas de Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) provocaram
malformagdes de antenas e asas do parasitoide Eretmocerus mundus Mercet
(Hymenoptera: Aphelinidae) (Francesena et al., 2018) devido ao efeito no hormdnio
juvenil e do 20-hidroxiecdisonio, os quais induzem a expressdo de genes que
regulam a produgdo de trealase, enzima utilizada na hidrolise de trealose para
sintese de quitina (Yu et al., 2020). Methoxyfenozide, agonista do ecdisénio

semelhante ao tebufenozida diminuiu a atividade de trealose, glicogénio e glucose,
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impedindo a sintese de quitina e provocando falhas na nova epiderme e no processo
de muda (Zhang et al., 2020). A alimentagdo em dieta artificial contaminada com
tebufenozida, por lagartas de Sesamia nonagrioides (Lefebvre) (Lepidoptera:
Noctuidae) causou malformagdo em suas pupas e em asas de adultos
(Kontogiannatos et al., 2015) como observado em P. nigrispinus. O maior numero
ninfas mortas durante o processo de ecdise, daquelas expostas ao tebufenozida,
esta relacionado a redugao da fase ninfal, causando morte durante o processo de
ecdise incompleto, como relatado para Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Smagghe & Degheele, 1997). Inseticidas agonistas do ecdisénio agem
como 20-hidroxiecdisénio, induzindo a expressao de genes que regulam ecdise mas
nao se desligam, impedindo a reducdo da expressao dos genes relacionados a
ecdise e reprimindo aqueles relacionados a formacao cuticular e esclerotizagdo do
novo exoesqueleto, provocando morte como em Choristoneura fumiferana
(Clemens) (Lepdoptera: Tortricidae) (Retnakaran et al., 2003) e P. nigrispinus.

O menor periodo de pré-oviposicao de P. nigrispinus esta relacionado a
aceleracdo do desenvolvimento dos ovarios, provocado pelo piriproxifen como
relatado para Eurygaster integriceps Puton (Hemiptera: Scutelleridae) (Amiri et al.,
2012). O hormbnio juvenil estimula aspectos ligados a reprodugdo e seu
esgotamento no corpo do inseto bloqueia o desenvolvimento de ovarios devido a
redugdo de acumulo de lipidios e o tamanho dos foliculos epiteliais (Song et al.,
2014). O fenoxicarb, outro analogo do hormdnio juvenil, acelerou o desenvolvimento
de ovarios em fémeas e de glandulas acessorias de machos de Scotinophara lurida
(Burmeister) (Hemiptera: Pentatomidae), além de reduzir o periodo de pré-

oviposigéo desse inseto (Cho et al., 2007).
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O menor numero de ovos e longevidade de fémeas de P. nigrispinus podem
estar relacionados ao desbalango de vitelogenina no corpo gorduroso e na hemolinfa
provocado pelo piriproxifen, diminuindo a imunidade do inseto e seus parametros
reprodutivos (Zibaee et al., 2011). A contaminagdo do corpo gorduroso por
piriproxifen estimula genes de desintoxicagdo, aumentando a sintese de enzimas de
desintoxicagao e vacuolizagao do tecido (Zhao et al., 2020), diminuindo a sintese de
proteinas, lipidios e carboidratos, e conseguentemente a reproducdo de fémeas
(Mulye & Gordon, 1993; Reis et al., 2018). Vitelogeninas sao as principais proteinas
que compdem a gema e fornecem nutrientes para a oogénese e o desenvolvimento
embrionario em insetos (Hagedorn & Kunkel, 1979; Shang et al., 2018). Piriproxifen
reduziu a fertilidade e longevidade de fémeas de Aonidiella aurantii (Maskell)
(Hemiptera: Diaspididae) (Rill et al., 2007) e a de Aedes aegypti Linnaeus (Diptera:
Culicidae) (Ohba et al., 2013; Yadav et al., 2019). A menor viabilidade de ovos de P.
nigrispinus esta relacionada a agédo ovicida de inseticidas analogos do horménio
juvenil (Suman et al., 2013) interrompendo a embriogénese e diminuindo a
viabilidade de ovos em insetos das ordens Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera
(Ohba et al.,, 2013; Boukouvala & Kavallieratos, 2020; Naruse et al., 2021). O
piriproxifen, aplicado topicamente em fémeas, reduziu a emergéncia de ninfas de
Chrysomya megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) (Singh & Kumar, 2015)
e a emergéncia de Stephanitis pyrioides (Scott) (Hemiptera: Tingidae) (Joseph,
2019).

A falta de efeito do tebufenozida nos parametros reprodutivos de P.
nigrispinus discorda do relatado para Choristoneura fumiferana (Clemens)
(Lepidoptera: Tortricidae) quando aplicados em suas larvas (Frankenhuyzen &

Reégniére, 2017). Isto confirma relatos deste inseticida, agonista do ecdisénio e
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indicado no controle de lagartas, ser, seletivo para insetos predadores (Carlson,
2000) como relatado quando aplicados em ninfas de primeiro instar de
Ceraeochrysa cincta (Schneider) (Neuroptera: Chrysopidae) (Rugno et al., 2016).

O menor numero de ovos por fémea, massa de ovos, ovos por massa de
ovos e viabilidade de ovos de P. nigrispinus podem estar relacionados a menor
longevidade de machos oriundos de ninfas de quinto instar expostos a piriproxifen e
tebufenozida. A cépula estimula a producdo de ovos em fémeas e aquelas de P.
nigrispinus necessitam de multiplas copulas durante a fase adulta para uma maior
reproducao (Rodrigues et al., 2008, Xu & Wang, 2011). A menor longevidade de
machos reduz o numero de copulas aumentando a propor¢ao de ovos inférteis por
fémea e diminuindo viabilidade dos ovos de P. nigrispinus (Torres & Zanuncio,
2001). Piriproxifen reduziu a longevidade de machos de Musca domestica Linnaeus
(Diptera: Muscidae) (Khan, 2021) e o tebufenozida a produgao e viabilidade de ovos
de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) acasaladas com machos
contaminados com esse inseticida (Seth et al., 2004).

O aumento na vacuolizagdo e a perda do formato regular nas células do
corpo gorduroso de P. nigrispinus, nos adultos emergidos de ninfas expostas a
piriproxifen e tebufenozida, s&o sinais da tentativa do tecido em se desintoxicar
(Chaaban et al., 2019). O corpo gorduroso é um tecido importante em processos de
desintoxicagdo, com distribuicdo central em contato direto com a hemolinfa e a
vacuolizagdo € um processo associado a acao desintoxicante defendendo células e
evitando que grandes quantidades de substancias toxicas atinjam os demais 6rgéos
(Alves et al., 2010; Wang et al., 2013; Chaaban et al., 2019). A vacuolizagdo é um
sintoma comum, apds exposicdo ao piriproxifen e tebufenozida, tendo sido

observada em células de intestino de larvas de A. aegypti e vacuolos cuticulares no
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tegumento de larvas de Culex pipiens L. (Diptera: Culicidae) (EI-Shazly & Refaie,
2002; Fiaz et al.,, 2019) e em células de intestino de lagartas de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (Fiaz et al., 2018).

Piriproxifen e tebufenozida causaram danos ao desenvolviemtno e
desenvolvimento do predador P. nigrispinus. A menor fertilidade e sobrevivéncia de
fémeas de P. nigrispinus, oriundas de ninfas expostas ao inseticida pireproxifen,
diminui o numero de predadores ao longo do tempo e o periodo em que estdo
predando. O tebufenozida reduziu parametros reprodutivos em fémeas acasaladas
com machos contaminados e causou malformagcdes em adultos, mas com menor

impacto que o do piriproxifen para o predador P. nigrispinus.
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CAPITULO 3

Hormese na reproducao de fémeas de Podisus nigrispinus (Hem.:
Pentatomidae) acasaladas com machos emergidos de ninfas de quinto instar

contaminadas com o inseticida novalurom

O inseticida novalurom, do grupo das benzoiluréias, é de terceira geracéo,
seletivo e, ambientalmente, compativel (Mondal & Parween, 2000) no manejo de
lagartas em culturas como algodao, batata, feijao, milho e soja (AGROFIT, 2021). As
benzoiluréias sdo inseticidas reguladores de crescimento agindo na biossintese de
proteinas precursoras da quitina, causando a deposi¢do irregular da endocuticula,
interrompendo a ecdise e causando a morte de insetos (Ishaaya et al., 2003; Cutler
& Scott-Dupree, 2007; Santorum et al., 2019). Inseticidas reguladores de
crescimento, ao contrario dos convencionais, ndo causam mortalidade imediata, mas
diminuem populacbes de pragas em longo prazo afetando a reproducgao,
embriogenese e desenvolvimento pos-embrionario (Mondal & Parween, 2000).

Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae) é um percevejo
predador generalista, nativo da América Latina e utilizado no manejo de pragas,
principalmente lagartas, em areas agricolas e florestais (Pires et al., 2020). Esse
inimigo natural, com alta capacidade predatéria, tem sido criado (De Bortoli et al.,
2016; Zanuncio et al., 2001) e liberado no manejo de pragas (Strapasson et al.,
2016; Denez et al., 2014).0 predador P. nigrispinus no manejo integrado de pragas
com inimigos naturais pode ser contaminado por inseticidas quimicos utilizados.
Alguns inseticidas podem n&o causar mortalidade em doses sub-letais, mas
melhorar a performance de inimigos naturais, o que €& denominado hormese
(Calabrese, 1999) e tem sido relatado em acaros (Forbes, 200) e Pentatomindae
(Zanuncio et al. 2003).

O objetivo deste trabalho é relatar a ocorréncia de hormese, causada pelo
novalurom, na reproducado de fémeas acasaladas com machos de P. nigrispinus
emergidos de ninfas de quinto instar contaminadas com esse inseticida.

Ninfas de quinto instar de P. nigrispinus foram obtidas da criagdo massal do
Laboratério de Controle Biologico de Insetos da Universidade Federal de Vigosa em
Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Um pL da dose de campo (0,075 g L") de novalurom
(Rinon 100 EC 100g L"; Adama Brasil S.A., Londrina, PR, Brasil) foi aplicado no
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dorso de cada uma dessas ninfas, as quais foram alimentadas com larvas de
Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) receberam, também, agua até a
fase adulta. Machos emergidos de ninfas contaminadas, com esse inseticida, foram
acasalados com fémeas ndo contaminadas, formando 15 casais desse predador. O
controle teve 15 casais com machos e fémeas emergidos de ninfas ndo submetidas
ao novalurom. O numero e a viabilidade de ovos por fémea foram observados,
diariamente, e submetidos a analise de variancia (ANOVA).

O numero de ovos, diarios, por fémea de P. nigrispinus, acasaladas com
machos emergidos de ninfas de quinto instar expostas ao novalurom, foi de 4,9,
sendo 31,26% maior que daquelas acasaladas com machos emergidos de ninfas
nao contaminadas com esse inseticida (3,7 ovos/fémeal/dia), mas a viabilidade de
ovos foi semelhante entre tratamentos (Figuras 1 e 2). Essa maior produgao de
ovos pode ser caracterizada como hormese, definida como um estimulo a resposta
adaptativa apos exposicdo a uma dose de um agente estressor, resultando em
ganho em algum parametro de vida do organismo (Calabrese, 1999). Isto reforga
relatos de efeito hormético do novalurom no desenvolvimento de larvas e na
reproducao de fémeas do Colorado potato beetle Leptinotarsa decemlineata (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae) (Cutler et al., 2005; Alyokhin et al., 2009). Outros
inseticidas, incluindo permetrina, imidacloprida e gammacyhalotrina, causam
hormese aumentando a reproducao de P. nigrispinus e de Podisus maculiventris
(Say) (Hemiptera: Pentatomidae) (Pereira et al., 2009; Zanuncio et al., 2011; Rix &
Cutler 2021).
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Figura 1. Numero (a) e viabilidade de ovos (b) por fémea de Podisus
nigrispinus (Hemipera: Pentatomidae) acasaladas com machos emergidos de ninfas
de quinto instar no controle ou expostas a dose comercial de nuvalurom. (*)

significativo, (ns) ndo significativo.
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Figura 2. Média diaria e total de ovos por fémea de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae) no controle (a) e acasaladas com machos emergidos

de ninfas de quinto instar expostas ao novalurom (b).

O aumento populacional de insetos pragas, causado pela hormese, é
prejudicial por poder aumentar os danos em culturas. Por outro lado, este efeito em
insetos benéficos como polinizadores, parasitoides e predadores é benéfico e pode
melhorar a produg¢ao agropecuaria pela maior polinizagdo e o controle bioldgico feito
por esses organismos (Cutler & Guedes, 2017).

A maior reproducédo, causada pelo efeito hormético do novalurom, indica que
machos P. nigrispinus, emergidos de ninfas expostas a este inibidor de crescimento,
podem ser utilizados em criagcdes comerciais para aumentar o numero de individuos
desse inimigo natural para liberagdes em programas de manejo integrado de pragas

agricolas e florestais.
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CONCLUSOES FINAIS

Azadiractina, novalurom, piriproxifen e tebufenozida procaram danos no
desenvolvimento e reproduc¢do de P. nigrispinus.

A reducao da sobrevivéncia em adultos de P. nigrispinus, emergidos de ninfas
expostas aos azadiractina, novalurom e piriproxifen reduz o periodo em que o inseto
esta no campo. Todos os inseticidas provocaram malformacdes de adultos de P.
nigrispinus, emergidos de ninfas expostas ao mesmo, podendo reduzir capacidade
de predacgdo desse inimigo natural.

Azadiractina, novalurom e piriproxifen reduziram os parametros reprodutivos
de fémeas emergidas de ninfas de quinto instar expostas aos mesmos, e a
azadiractina, piriproxifen e tebufenozida reduziram parametros reprodutivos de
fémeas acasaladas com machos emergidos de ninfas expostas, podendo
comprometer a manutencéo populacional do predador em longo prazo.

Danos no corpo gorduroso, o principal 6rgao de sintese de vitelogenina,
armazenamento energético, e enzimas detoxificantes provocados pelos inseticidas
reduziram os paréametros reprodutivos de fémeas de P. nigrispinus e alongevidade
de machos.

Novalurom aumentou no numero de ovos por fémea de P. nigrispinus
acasaladas com machos emergidos de ninfas de quinto instar expostos a esse
inseticida, podendo ser uma estratégia de aumento populacional desse predador em
criacdo massal.

O tebufenozida reduziu parametros reprodutivos em fémeas acasaladas com
machos, mas com menor impacto que os demais inseticidas para o predador P.

nigrispinus.
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