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Resumo

VALBON, Wilson Rodrigues M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2016.
Impacto de deltametrina e piriproxifeno na sobrevivência e nas habilidades preda-
tórias de percevejos aquáticos. Orientador: Eugênio Eduardo de Oliveira. Coorien-
tador: Hudson Vaner Ventura Tomé.

A contaminação dos ecossistemas por inseticidas tem suscitado o interesse na inves-

tigação do impacto destes compostos em organismos não-alvo. No entanto, em se

tratando da entomofauna aquática ainda existe uma carência de informações sobre os

efeitos desses poluentes ambientais. Os inseticidas utilizados no controle de larvas

de mosquistos vetores e de pragas agrícolas tem relevante contribuição na contami-

nação de corpos d’água. Entre estes grupos de inseticidas, destacam-se o inseticida

piretroide deltametrina e o regulador de crescimento de insetos piriproxifeno. Alguns

grupos de insetos aquáticos não-alvo desses inseticidas são predadores de artrópro-

des vetores de doenças e são utilizados como organismos modelos para estudos de

contaminação por inseticidas em ambientes aquáticos. Em vista disto, esta disserta-

ção foi conduzida com objetivo de avaliar a toxicidade dos inseticidas deltametrina

e piriproxifeno aos percevejos aquáticos Belostoma anurum (Hemiptera: Belostomati-

dae) e Buenoa amnigenus (Hemiptera: Notonectidae), bem como as alterações nas suas

habilidades predatórias quando submetidos à exposição subletal destes inseticidas.

A toxicidade destes compostos aos mosquitos foi avaliada em larvas de quarto íns-

tar (L4) de Ae. aegypti suscetíveis a inseticidas. A suscetibilidade de ninfas de barata

d’água, Be. anurum, foi avaliada em exposição à concentrações crescentes de delta-

metrina e as alterações nas habilidades predatórias foram avaliadas em exposição à

concentração correspondente a CL10 (13 µg i.a./L). A suscetibilidade e a habilidade

predatória de adultos do percevejo predador, Bu. amnigenus, e de ninfas de Be. anu-

rum foram avaliadas em exposição às concentrações de piriproxifeno de 0,5 e 50 µg

i.a./L, onde a maior dose equivale a recomendação para aplicação em campo. Ninfas

de Be. anurum foram menos suscetíveis à deltametrina do que larvas de Ae. aegypti,

com razão de seletividade (CL50 para Be. anurum/CL50 para Ae. aegypti) de 32,72

para o predador. Reduções significativas foram observadas nas sobrevivências de Ae.

aegypti e Be. anurum, em concentrações de delatmetrina maiores que 1,0 e 9,0 µg i.a./L,

respectivamente. As alterações nas habilidades predatórias de Be. anurum foram mais
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evidentes no primeiro dia de avaliação, após 24 h de exposição. O tempo gasto por

ninfas de Be. anurum para predar larvas de Ae. aegypti foi maior no primeiro dia de

avaliação. O consumo médio diário e consumo total foram menores quando os insetos

foram expostas à deltametrina. O piriproxifeno, por sua vez, reduziu a sobrevivência

de larvas, porém, não apresentou segurança aos predadores Bu. amnigenus e Be. anu-

rum nas concentrações avaliadas. Adultos de Bu. amnigenus foram altamente sensíveis

ao piriproxifeno na concentração de 50 µg i.a./L, porém, a habilidade predatória não

foi afetada quando expostos à 0,5 µg i.a./L. A redução da habilidade predatória de Be.

anurum mediada por exposição ao piriproxifen foi mais evidente no primeiro dia de

avaliação, após 24 h de exposição. O consumo total de larvas de Ae. aegypti por ninfas

de Be. anurum foi menor somente quando o predador foi exposto a 50 µg i.a./L. Os

resultados obtidos neste trabalho sugerem que deltametrina e piriproxifeno afetam a

sobrevivência e habilidade predatória de percevejos aquáticos. Tal situação pode le-

var a alterações na comunidade de artrópodes presentes em ecossistemas aquáticos,

até mesmo quando tais inseticidas encontram em concentrações não-letais.
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Abstract

VALBON, Wilson Rodrigues M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2016. Im-
pact of deltamethrin and pyriproxyfen on the predatory abilities of true water bugs.
Advisor: Eugênio Eduardo de Oliveira. Co-Advisor: Hudson Vaner Ventura Tomé.

Contamination of the ecosystem by insecticides has raised interest in investigating the

impact of these compounds on non-target organisms. However, there is still a lack of

information on the sublethal effects of these environmental pollutants to aquatic insect

fauna. The insecticides commonly used to control mosquitoes vectors of diseases have

significant contribution to the contamination of water bodies. Among these groups of

insecticides, stands out the pyrethroid insecticide deltamethrin and the insect growth

regulator pyriproxyfen, which are commonly used not only to control mosquitoes but

also to control insect pests in agriculture, and hence, can also reach the aquatic ecosys-

tem. Some groups of aquatic insects are predatory of various arthropods vectors of

diseases and are used as model organisms for studies of insecticidal contamination in

aquatic environments. In this way, this work was conducted to evaluate the toxicity

of deltamethrin and pyriproxyfen to Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) as well as the

changes in the predatory abilities of the true water bugs Belostoma anurum (Hemiptera:

Belostomatidae) and Buenoa amnigenus (Hemiptera: Notonectidae) submitted to sub-

lethal exposure of these insecticides. The toxicity of these compounds to mosquitoes

was assessed on L4 Ae. aegypti larvae. Susceptibility of the water bug nymphs, Be.

anurum, was evaluated in exposure to increasing concentrations of deltamethrin and

the changes in predatory abilities were evaluated in an exposure concentration cor-

responding to CL10 (13 µg a.i. L−1). Susceptibility and predatory capacity of, Bu.

amnigenus adults and Be. anurum nymphs were evaluated using pyriproxyfen expo-

sure to concentrations of 0.5 and 50 µg a.i. L−1, being the higher dosage equivalent to

field rate recomendatinon. Be. anurum nymphs were less susceptible to deltamethrin

than Ae. aegypti with selectivity ratio (LC50 to Be. anurum/LC50 for Ae. aegypti) of

32.72 in favor of the predator. Significant reductions were observed in the survival of

Ae. aegypti and Be. anurum in deltamethrin concentrations higher than 1.0 and 9.0 µg

a.i. L−1, respectively. Changes in predatory abilities of Be. anurum were more evident

on the first day of evaluation, after 24 h of exposure. The time spent by Be. anurum
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nymphs to capture Ae. aegypti was higher in the first day of evaluation. The average

daily consumption and total consumption were lower when the insects were exposed

to the pyrethroid insecticide. The insecticide pyriproxyfen, in turn, was effective in

controlling Ae. aegypti, with a significant reduction in the larvae survival, but it did

not provide security to the predators Bu. amnigenus and Be. anurum in the evaluated

concentrations. Bu. amnigenus adults were highly sensitive to pyriproxyfen in a con-

centration of 50 µg a.i. L−1, but its predatory capacity was not affected when exposed

to 0.5 µg a.i. L−1. The reduction of predatory ability to Be. anurum mediated by the

exposure to pyriproxyfen was most evident in the first day of evaluation after 24 h of

exposure. Total consumption of Ae. aegypti larvae by Be. anurum nymphs was lower

only when the predator was exposed to 50 µg a.i. L−1. Thus, the results of this study

suggest that deltamethrin and pyriproxyfen are efficient in controlling Ae. aegypti.

Moreover, these compounds affect the survival and predatory ability of true water

bugs. Such a situation may result in changes in the arthropod community present in

aquatic ecosystems, even when pesticides are present at low concentrations.
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Introdução geral

Inúmeros estudos apontam efeitos adversos de xenobióticos (e.g., inseticidas, her-

bicidas, fungicidas, metais pesados) em organismos não-alvo terrestres, mas pouco

ainda se tem disponível a respeito dos efeitos em artrópodes aquáticos (Relyea &

Edwards, 2010; Hanlon & Relyea, 2013). A contaminação por inseticidas é conside-

rada um estressor importante em ecossistemas aquáticos (Relyea & Hoverman, 2006;

Butchart et al., 2010; Gutiérrez et al., 2016). No entanto, os efeitos destes compostos

em organismos aquáticos, bem como suas interações (e.g. predador-presa) são, mui-

tas das vezes, de elevada complexidade e de difícil avaliação. Essa complexidade está

associda à grande dificuldade na determinação de parâmetros que melhor expliquem

o potencial de alteração da comunidade aquática (Relyea & Edwards, 2010; Reynaldi

et al., 2011; Hanlon & Relyea, 2013; Halstead et al., 2014).

Entre as formas de contaminação em ecossistemas aquáticos, o controle de insetos

vetores de doenças (e.g. Aedes aegypti, Culex spp., Anopheles spp. (Diptera: Culicidae))

apresenta grande relevância. Somado a isso, os inseticidas utilizados no controle de

insetos-praga na agricultura também são sujeitos a alcaçarem os corpos d’água e po-

dem acarretar em efeitos letais a organismos não-alvo (Invest & Lucas, 2008; Van den

Berg et al., 2012; Bengoa et al., 2014; Ponlawat et al., 2013; Gutiérrez et al., 2016; Tuten

et al., 2016).

Além da letalidade, alguns estudos têm noticiado alterações comportamentais de-

correntes da exposição subletal ou de curto prazo à inseticidas em organismos não-

alvo (Nørum et al., 2010; Reynaldi et al., 2011; Tooming et al., 2014; Gutiérrez et al.,

2016). Dentre estas alterações, encontram-se a redução na taxa de alimentação, alte-

rações citomorfológicas no sistema nervoso central e intestino, além de alterações do

comportamento locomotor (Moreira-Santos et al., 2005; Amiard-Triquet, 2009; Hanlon

& Relyea, 2013; Gutiérrez et al., 2016).
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INTRODUÇÃO GERAL

Entre os inseticidas utilizados no de controle de mosquitos e insetos-praga na agri-

cultura, estão os piretroides e reguladores de crescimento de insetos (Bengoa et al.,

2014; Tuten et al., 2016). Os piretroides são inseticidas neurotóxicos e induzem a ini-

bição do fechamento dos canais de sódio, resultando numa permeabilidade prolon-

gada da membrana do axônio ao sódio (Soderlund et al., 2002; Soderlund, 2012). Tal

condição acarreta em falta de coordenação motora, convulsões e hiperatividade, ou

em exposição subletal, causa paralisia temporária (Prasifka et al., 2008; Nørum et al.,

2010). Adicionalmente, os piretroides apresentam relevância quanto à toxicidade à

vertebrados e insetos aquáticos (Nørum et al., 2010; Tooming et al., 2014; Halstead et

al., 2015; Augusiak et al., 2016; Gutiérrez et al., 2016).

O piriproxifeno, por sua vez, é um regulador de crescimento, que de modo geral,

atua ligando-se a diferentes receptores do hormônio juvenil e agonisticamente ativam

os mesmos genes ativados por esse hormônio (Riddiford, 1994). A eficiência do in-

seticida ocorre na fase larval, onde sobrecarrega o sistema hormonal e interfere no

desenvolvimento do inseto e, em alguns casos, reduz a atividade alimentar (Invest &

Lucas, 2008; Seccacini et al., 2008; Nasr et al., 2010). Em adultos, o inseticida pode

atuar no corpo gorduroso, gônadas, glândulas acessórias, músculos e sistema nervoso

(Wyatt & Davey, 1996).

Alterações no comportamento locomotor podem afetar diretamente a habilidade

predatória de inimigos naturais de insetos e acarretar em desorganização de muitas

comunidades ecológicas, incluindo comunidades aquáticas (Reynaldi et al., 2011). No

ecossistema aquático, os insetos das famílias Notonectidae e Belostomatidae são im-

portantes predadores de outros insetos aquáticos e pequenos vertebrados em ambien-

tes lóticos e lênticos (Consoli et al., 1989; Pereira et al., 1993; Toledo, 2003; Shaalan et

al., 2009; Kweka et al., 2011). Esses organismos são comumente usados como bioindi-

cadores de qualidade de água, o que lhes tornam excelentes modelos para avaliação

da contaminação de corpos d’água por xenobióticos (Mogren et al., 2013; Halstead

et al., 2015). Embora a relevância do assunto seja ampla, poucos estudos tem sido

conduzidos visando elucidar os efeitos subletais de inseticidas em insetos aquáticos.

Portanto, as experimentações científicas descritas na presente dissertação foram

conduzidas visando avaliar a toxicidade dos inseticidas deltametrina e piriproxifeno

aos precevejos aquáticos, Belostoma anurum (Hemiptera: Belostomatidea) e Buenoa

2
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amnigenus (Hemiptera: Notonectidae). A toxicidade destes compostos foi-se averi-

guada mediante a condução de bioensaios tanto do tipo de concentração-mortalidade

bem como de sobrevivência. Ademais, foram avaliadas possíveis alterações na habili-

dade predatória desses percevejos decorrente da exposição subletal a estes inseticidas.

Deste modo, os resultados descritos no presente estudo contribuem para a avaliação

dos riscos ecológicos decorrentes da exposição de predadores aquáticos (i.e., B. amni-

genus e B. anurum) a inseticidas comumente utilizados no controle de A. aegypti.
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CAP. 1 - SUSCETIBILIDADE DE B. anurum A DELTAMETRINA

Suscetibilidade e habilidade predatória de ninfas de
Belostoma anurum (Hemiptera: Belostomatidae) expostas à

deltametrina

Resumo

O inseticida piretroide deltametrina apresenta relevante importância no contexo agrí-

cola e ubarno, por ser utilizado no controle de insetos-praga e vetores de doenças. No

entanto, a aplicação dessa tecnologia pode acarretar em contaminação do ecossistema

aquático e afetar organismos não-alvo. As informações disponíveis sobre os efeitos

subletais de inseticidas em inimigos naturais (i.e., organismos que regulam popula-

ções de insetos-pragas) focam principalmente em predadores terrestres. Com isso, o

objetivo desse estudo foi avaliar a suscetibilidade e os efeitos subletais nas habilida-

des predatórias de barata d’água, Belostoma anurum expostas à deltametrina. Larvas

de A. aegypti e ninfas de B. anurum foram obtidos de criação estabelecida em labora-

tório. Larvas de quarto ínstar de A. aegypti (L4) e ninfas de B. anurum foram expostos

à concentrações crescentes de deltametrina (5 a 1000 µg i.a./L), para estimativa das

curvas de concentração-mortalidade e de sobrevivência. A habilidade predatória de

ninfas de B. anurum foi avaliada após exposição à concentração de deltametrina cor-

respondente a CL10 (13 µg i.a./L). Deltametrina apresentou alta toxicidade à A. aegypti

e uma razão de seletividade de 32,72 vezes para B. anurum. A redução da sobrevivên-

cia das espécies foi concentração-dependente e a habilidade predatória de B. anurum

também foi afetada por deltametrina. As alterações foram mais evidentes na primeiro

dia de avaliação após a exposição, com aumento do tempo para predação e redução

do número de larvas consumidas. Os resultados indicaram que embora deltametrina

seja altamente eficiente no controle de A. aegypti, esse inseticida reduz a sobrevivência

do predador B. anurum. Assim, em um cenário de exposição ao inseticida, B. anurum

pode estar sujeito a redução da sobrevivência bem como de sua habilidade predatória.

Palavras-chave: ecotoxicologia, ambiente aquático, inseticida, barata d’água
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Abstract

The insecticide deltamethrin shows relevant importance in the agriculture and urban

areas for its use in the control of agricultural pests as well as insect disease vectors.

However, application of this compound can result in contamination of aquatic ecosys-

tem and affect non-target organisms. Available information on the sublethal effects

of insecticides on natural enemies (i.e., organisms that regulate insect-pest populati-

ons) focuses primarily on terrestrial predators. Therefore, the objective of this study

was to evaluate the susceptibility and sublethal effects of predatory water cockroach,

Belostoma anurum, exposed to deltamethrin. A. aegypti larvae and B. anurum nymphs

were obtained from established laboratory. Four instar larvae of A. aegypti (L4) and B.

anurum nymphs (2nd instar) were exposed to increasing concentrations of deltameth-

rin (5 to 1000 µg a.i. L−1) to estimate concentration-mortality and survival curves.

The predatory ability of B. anurum nymphs was evaluated after exposure to the del-

tamethrin concentration corresponding to LC10 (13 µg a.i. L−1). Deltamethrin showed

high toxicity to A. aegypti and a selectivity ratio of 32.72-fold for B. anurum. The re-

duction of species survival was concentration-dependent and the predatory ability of

B. anurum was also affected by deltamethrin. The changes were more evident on the

first day of evaluation after exposure, with increased time to predation and reduction

in the number of larvae consumed. The results indicated that although deltamethrin

is highly efficient in the control of A. aegypti, this insecticide reduces the survival of

the predator B. anurum. Thus, in an insecticide exposure scenario, B. anurum may be

subject to reduced survival as well as its predatory ability.

Key words: ecotoxicology, aquatic environment, pesticide, water bug

1.1 Introdução

Alguns insetos aquáticos desempenham papel importante no ecossistema, por atua-

rem como inimigos naturais de diversos artrópodes vetores de doenças e pequenos

vetebrados, e ainda serem utilizados como organismos modelos para estudos de con-

taminação de ambientes aquáticos (Toledo, 2003; Shaalan & Canyon, 2009; Figueiredo

de Andrade et al., 2010; Halstead et al., 2015). Esses organismos são sujeitos a ex-
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posição à xenobióticos e qualquer alteração pode levar a desordens na estrutura da

comunidade aquática, caso as relações ecológicas intra e interespecíficas sejam afeta-

das (Desneux et al., 2007; Relyea & Hoverman, 2008; Reynaldi et al., 2011).

Deltametrina é um inseticida piretroide que apresenta largo espectro de utilidade,

sendo eficiente no controle de insetos-praga na agricultura e mosquitos vetores de do-

enças em ambiente urbano (Van den Berg et al., 2012; EPA, 2013; Bengoa et al. 2014).

O mecanismo de ação eficiente e a baixa toxicidade à mamíferos, quando comparado

a outros inseticidas, coloca os piretroides em posição de destaque (Amweng et al.,

2015). No entanto, o uso indiscriminado e contínuo desse composto pode acarretar

em seleção de organismos alvos resistentes e desencadear efeitos adversos em inimi-

gos naturais de insetos (Desneux et al., 2007; WHO, 2013; Strode et al., 2014; Hals-

tead et al., 2015). Ademais, alguns estudos apontam que insetos aquáticos não-alvo

são altamente sensíveis quando expostos à piretroides (Weston et al., 2005; Hanlon &

Relyea, 2013; Halstead et al., 2015; Gutiérrez et al., 2016).

Inimigos naturais gastam uma proporção significativa de sua vida em busca de hos-

pedeiros ou presas. Esse comportamento de procura depende inteiramente de trans-

missões nervosas, que são alvo de inseticidas neurotóxicos por diferentes modos de

ação (Toledo, 2003; Desneux et al., 2007; Kweka et al., 2011). Os piretroides, além da

letalidade, são conhecidos pelo seu efeito direto sobre o sistema locomotor de artró-

podes, induzindo diferentes graus de paralisia e alterações na atividade locomotora,

dependendo da concentração (Desneux et al., 2007; Prasifka et al., 2008; Nørum et al.,

2010). Quando expostos à concentração subletal de piretroides, alguns insetos tem

suas atividades vitais comprometidas, tal codição pode levar a redução da alimenta-

ção e, consequentemente declínio da população (Desneux et al., 2004; Desneux et al.,

2007; Nørum et al., 2010).

No entanto, informações acerca dos efeitos subletais de inseticidas no comporta-

mento predatório de insetos aquáticos predadores são escassos. Mediante a isso, o

objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do inseticida deltametrina à larvas de

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) e os efeitos subletais nas habilidades predatórias de

barata d’água, Belostoma anurum (Hemiptera: Belostomatidae).
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1.2 Material e Métodos

1.2.1 Obtenção e criação dos insetos

Aedes aegypti: larvas de quarto ínstar (L4) suscetível a piretroide (cepa PPCampos/Campos

dos Goytacazes - RJ) foram obtidas da colônia mantida no insetário do Departamento

de Biologia Geral da Universidade Federal de Viçosa (Viçosa, MG, Brasil). As lar-

vas foram alimentadas com ração de tartaruga Fed (Reptolife, Alcon Pet, Camburiú,

SC, Brasil), sob temperatura (25±2 °C) e fotoperíodo (12 h) controlados (Marriel et al.,

2016).

Belostoma anurum: adultos de B. anurum foram coletados utilizando rede entomoló-

gica (D-net) no setor de piscicultura da Universidade Federal de Viçosa (UFV, Viçosa,

MG, Brasil, 20°45´ S, 42°52´ W) e levados para o Laboratório de Fisiologia e Neurobi-

ologia de Invertebrados para estabelicimento da população. Os adultos foram manti-

dos em aquário (30 x 40 x 60 cm) com água proveniente dos tanques de piscicultura

para permitir a cópula. Machos com ovos no hemiélitro foram individualizados e

após emergência, as ninfas foram individualizadas em recipientes de vidro (30 ml) até

o quarto ínstar para evitar o canibalismo. Ninfas do primeiro ao terceiro ínstar foram

alimentas diariamente com larvas de A. aegypti. As ninfas de quarto ínstar foram trans-

feridas para recipientes de vidro maiores (100 ml). Ninfas de quarto e quinto ínstar e

adultos de B. anurum foram alimentados com Martarega spp. e Buenoa spp. (Hemip-

tera: Notonectidae) coletados no setor de piscicultura. Todos os ínstares e adultos de

B. anurum foram mantidos em água proveniente dos tanques de piscicultura à 25 ± 5

°C e 12 h de fotoperíodo.

1.2.2 Inseticida

Nos bioensaios foi utilizado a formulação comercial do inseticida piretroide deltame-

trina (Decis 25 EC® [25 g de deltametrina/L] Bayer CropScience, São Paulo, SP, Brasil).

As concentrações de inseticida utilizadas foram preparadas mediante diluição em reci-

pentes de vidro contendo água destilada e durante a exposição ao inseticida os insetos

não foram alimentados.
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1.2.3 Bioensaio de concentração-mortalidade

L4 de A. aegypti foram expostas às concentrações de 0,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 10 µg i.a./L

em recipientes de vidro com 200 mL de solução inseticida e cobertos com tampa plás-

tica. Para cada concentração foram realizadas quatro repetições de 20 insetos. Por

sua vez, ninfas de segunda geração (F2) de B. anurum (0-72 h após a ecdise) foram

expostas individualmente às concentrações de 9; 90; 150; 240; 280 e 1000 µg i.a./L em

recipientes de vidro, porém, contendo apenas 100 mL de solução inseticida e cobertos

com tecido organza. Para cada concentração foram realizadas cinco repetições de 10

insetos. A mortalidade foi avaliada 24 h após a exposição. No tratamento controle,

os insetos foram expostos à água destilada e insetos sem movimentação após estímu-

los mecânicos foram considerados mortos. Para B. anurum, a exposição inseticida foi

realizada individualmente para evitar o canibalismo.

1.2.4 Bioensaio de sobrevivência

No bioensaio de sobrevivência, as espécies foram expostas a concentração abaixo da

CL50, CL50 e acima da CL90 (letal), obtidas no bioensaio de concentração-mortalidade.

L4 de A. aegypti foram expostas às concentrações de 1,0; 3,0 e 7,0 µg i.a./L em recipi-

entes de vidro com 200 mL de solução inseticida e cobertos com tampa plástica. Para

cada tratamento foram realizadas qatro repetiçoes de 20 insetos e a mortalidade foi

avaliada a cada 24 h até a emergência dos adultos. Por sua vez, ninfas de segunda

geração (F2) de B. anurum (0-72 h após a ecdise) foram expostas às concentrações de

9, 90 e 280 µg i.a./L em recipientes de vidro com 100 mL de solução inseticida e co-

bertos com tecido organza. Para cada tratamento foram realizadas trintra repetições

(insetos) e a avaliação foi realizada a cada 24 h até a ecdise ou morte das ninfas. No

tratamento controle, os insetos foram expostos à água destilada e insetos sem movi-

mentação após estímulos mecânicos foram considerados mortos. Para B. anurum, a

exposição inseticida foi realizada individualmente para evitar o canibalismo.
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1.2.5 Bioensaio de tempo para predação

Ninfas de segunda geração (F2) de B. anurum (0-72 h após a ecdise) foram expostas

à concentração de 13 µg de i.a./L (correspondente a CL10, baseado no bioensaio de

concentração-resposta) por 24 h. Após a exposição inseticida, os insetos foram remo-

vidos e mantidos em recipientes de vidro com 20 mL de água destilada por uma hora.

Decorrido esse período de recuperação, foi oferecida uma L4 de A. aegypti e mensu-

rado o tempo gasto para a predação, em segundos. Para cada tratamento (controle e

13 µg de i.a./L) foram realizadas oito repetições (insetos) e o tempo máximo de espera

para a predação foi de dois minutos (120 segundos). Concentrações acima da CL10

não foram utilizadas devido aos insetos apresentarem sintomas de intoxicação, como

redução do comportamento natatório.

1.2.6 Bioensaio de habilidade predatória

Ninfas de segunda geração (F2) de B. anurum (0-72 h após a ecdise) foram expostas

à concentração de 13 µg de i.a./L (correspondente a CL10, baseado no bioensaio de

concentração-resposta) por 24 h. Após a exposição inseticida, os insetos foram remo-

vidos e mantidos em recipientes de vidro com 100 mL de água destilada por uma hora.

Decorrido esse período de recuperação, foram oferecidas L4 de A. aegypti em três den-

sidades (3, 6 e 9 larvas). O número de larvas predadas foi avaliado em intervalos de 40

minutos durante seis horas, e a densidade de L4 de A. aegypti foi restabelecida no final

de cada avaliação. A avaliação do número de L4 predadas foi realizada durante qua-

tro dias e para cada tratamento (concentrações e densidades) foram realizadas quinze

repetições (insetos) .

1.2.7 Análise estatística

As curvas dos bioensaios de concentração-mortalidade foram estimadas pelo modelo

de Probit, utilizando o procedimento PROC PROBIT (SAS Institute, 2008). Os dados

dos bioensaios de sobrevivência foram submetidos à análise de sobrevivência, utili-

zando os estimadores de Kaplan-Meier (método Log-rank) e comparadas pelo teste
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de Holm-Sidak com o software SigmaPlot 12.5 (Systat Software, San Jose, Califórnia,

EUA). Os dados de predação larval foram submetidos a análises de variância com

medidas repetidas no tempo para determinar os efeitos do inseticida, da densidade e

do tempo de recuperação. Os fatores estudados foram inseticida e densidade, e lar-

vas predadas como pseudorepetição. O tempo necessario para predação da primeira

larva bem como a quantidade predadas a cada 40 min foram utilizados como medidas

repetidas no tempo. Os dados de larvas predadas também foram submetidos à análise

de variância (One-Way) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey.

1.3 Resultados

1.3.1 Curva concentração-mortalidade

O modelo de Probit foi adequado para os resultados de concentração-mortalidade de

A. aegypti e B. anurum. Baseados em baixos valores de q
2 e alto valor de P (> 0,05), a

CL50 estimada para A. aegypti foi de 2,78 (2,27 - 3,30) µg de i.a./L, enquanto que a CL50

estimada para B. anurum foi de 90,89 (64,37 - 121,48) µg de i.a./L (Figura 1.1, Tabela

1.1).

concentração (mg/L)

m
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lid
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)
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0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Aedes aegypti
2�c �=�1,92;�g.l. = 4; P�=�0,59(1,4)

CL  = 0,49 (0,23 - 0,75) mg/L10

CL  = 2,78 (2,27 - 3,30) mg/L�50

Belostoma anurum
2�c �=�6,05;�g.l. = 4;�P�=�0,20(1,4)

CL  = 13,06 (5,10 - 22,82) mg/L�10

CL  = 90,89 (64,37 - 121,48) mg/L50

Figura 1.1: Curvas concentração-mortalidade de L4 de Aedes aegypti e ninfas de Belostoma anu-
rum após 24 h de exposição a deltametrina. Os valores da concentração letal (CL) foram esti-
mados baseados nos ensaios de concentração-mortalidade usando análises de Probit. Linhas
pontilhadas denotam intervalos de confiança de 95%. Pontos representam a mortalidade mé-
dia (± EP) de cada tratamento testado.
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Baseado nos valores de CL50, o inseticida deltametrina utilizado para controle de A.

aegypti apresentou razão de seletividade (RS) de 32,72 para o predador B. anurum (Ta-

bela 1.1). A concentração utilizada para avaliar as alterações no tempo para predação

e habilidade predatória foi a CL10 13,06 (5,10 - 22,82) µg de i.a./L (Figura 1.1).

Tabela 1.1: Toxicidade de deltamentrina a Aedes aegypti e Belostoma anurum. Os valores
das concentrações letais (CL50) foram estimados baseados nos bioensaios de concentração-
mortalidade usando análise de Probit. Concentrações estão expressadas em µ i.a./L.

Espécie Na Inclinação

± EPb
CL50

(IC a 95%)c GLd χ2e P valor f RS CL50
g

A. aegypti 420 4,35 ± 0,56
2,78

(2,27 - 3,30)
4 1,92 0,58 -

B. anurum 209 1,58 ± 0,21
90,89

(64,37 - 121,48)
4 6,05 0,19

32,72
(16,32 - 65,57)

aNúmero de insetos usados. bErro-padrão. cIntervalo de confiança da CL50 a 95%de probabilidade. dNúmero de

graus de liberdade. eTeste qui-quadrado. f Valor da probabilidade. gRazão de seletividade (CL50 para B. anurum

/CL50 para A. aegypti).

1.3.2 Bioensaio de sobrevivência

As concentrações de deltametrina testadas reduziram significativamente a sobrevi-

vência e o tempo de mortalidade de A. aegypti (Log-Rank: q
2 = 241,89; g.l. = 3, P

< 0,001) e B. anurum (Log-Rank: q
2 = 102,04; g.l. = 2, P < 0,001) (Figura 1.2). Ne-

nhuma larva de A. aegypti sobreviveu após 24 h de exposição a 7,0 µg i.a./L, enquanto

que aproximadamente 100% das ninfas de B. anurum morreram quando expostas à

concentração de 280 µg i.a./L (Figura 1.2A, Figura 1.2C). O tempo médio de sobrevi-

vência diferiu entre os tratamentos para as duas espécies, pelo teste de Holm-Sidak (P

< 0,001) (Figura 1.2B, Figura 1.2D). Na menor concentração que A. aegypti foi exposto

(1,0 µg i.a./L), o tempo médio de sobrevivência foi de 180 h e B. anurum, na menor

concentração (9,0 µg i.a./L) o tempo médio foi de 106 h.
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Figura 1.2: Curvas de sobrevivência de (A) L4 de Aedes aegypti e (C) ninfas de Belostoma anurum
expostas à deltametrina e controle com os tempos médios (± EP) de sobrevivêcia (B, D). Médias
seguidas por linhas na mesma altura não diferem estatisticamente pelo teste de Holm-Sidak.

1.3.3 Bioensaio de tempo de predação

A análise de variância com medidas repetidas no tempo mostrou efeito da interação

entre tempo e concentração (F(3,11)= 3,68; P = 0,046) (Tabela 1.2, Figura 1.3). Quando as

ninfas de B. anurum foram expostos a concentração de 13 µg de i.a./L, o tempo gasto

para capturar a larva apresentou regressão exponencial negativa (y = 687,51 e(−2,34x);

[R2 = 0,26; P = 0,0047]), com redução do tempo ao longo dos dias. O tempo foi maior

somente no primeiro dia (24 h após exposição), havendo uma recuperação paulatina

na velocidade na captura das presas. O tempo para predação diminuiu de 105 para

25 segundos, ao longo dos dias. Quando os insetos não foram expostos ao inseticida

o tempo para captura manteve-se constante (P > 0,05), com média de 38,53 segundos

(Figura 1.3).
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Tabela 1.2: Análise de variância com medidas repetidas no tempo para o tempo médio para
predação por ninfas de Belostoma anurum para predar larvas de Aedes aegypti, após 24 h de
exposição à deltametrina.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Concentração (C) 1 3,59 <0,08
Erro 92 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 3 11 0,641 2,05 0,164
T x C 3 11 0,404 3,68 0,046*
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(- 2,34x) 2y = 687,51 e ; [R  = 0,26; P = 0,0047] 

Figura 1.3: Tempo médio (± EP) por ninfas de Belostoma anurum (após 24 h de exposição à
deltametrina) para predar larvas de Aedes aegypti.

1.3.4 Bioensaio de habilidade predatória

A análise de variância com medidas repetidas no tempo mostrou efeito do tempo

(F(8,85) = 17,74; P < 0,0001), concentração (F(1,1) = 153,70; P < 0,0001), densidade (F(1,2)

= 12,27; P < 0,0001), interação entre tempo e concentração (F(8,85) = 22,0; P < 0,0001),

interação entre tempo e densidade (F(16,170) = 1,87; P = 0,026), interação entre concen-

tração e densidade (F(2,2) = 19,06; P < 0,0001) e interação entre tempo, concentração e

densidade (F(16,170) = 2,71; P = 0,0007) no primeiro dia de avaliação (Tabela 1.3, Figura

1.4).

Após 24 h de exposição à deltametrina, os insetos na densidade três consumiram

menos larvas que o controle, mantendo-se constante ao longo do tempo (Figura 1.4A).

Nas densidades seis e nove, os insetos expostos à deltametrina consumiram menos
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Tabela 1.3: Análise de variância com medidas repetidas no tempo para o número médio de
larvas predadas de Aedes aegypti por Belostoma anurum, após 24 h de exposição à deltametrina.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Concentração (C) 1 153,70 <0,0001*
Densidade (D) 2 12,27 <0,0001*
C x D 2 19,06 <0,0001*
Erro 92 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 8 85 0,374 17,47 <0,0001*
T x C 8 85 0,325 22,00 <0,0001*
T x D 16 170 0,723 1,87 0,0260*
T x C x D 16 170 0,635 2,71 0,0007*

larvas que o controle. No entanto, mostraram um aumento na predação ao longo do

tempo (Figura 1.4B, Figura 1.4C).
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Figura 1.4: Número médio (± EP) de larvas predadas de Aedes aegypti por Belostoma anurum
em diferentes densidades, após 24 h de exposição à deltametrina. (A) Desidade três, (B) seis e
(C) nove.

A análise de variância com medidas repetidas no tempo mostrou efeito do tempo

(F(3,72) = 239,94; P < 0,0001), concetração (F(1,1) = 48,89; P < 0,0001), densidade (F(1,2)
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= 35,16; P < 0,0001), interação entre tempo e concentração (F3,72= 35,35; P < 0,0001),

interação entre concentração e densidade (F(2,2) = 7,69; P = 0,0009) e interação entre

tempo e densidade (F(6,144) = 14,73; P < 0,0001) ao longo dos dias de avaliação (Tabela

1.4, Figura 1.5).

Tabela 1.4: Análise de variância com medidas repetidas no tempo para a predação diária de
larvas predadas de Aedes aegypti por Belostoma anurum.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Concentração (C) 1 48,89 <0,0001*
Densidade (D) 2 35,16 <0,0001*
C x D 2 7,69 0,0009*
Erro 74 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 3 72 0,090 239,94 <0,0001*
T x C 3 72 0,404 35,35 <0,0001*
T x D 6 144 0,383 14,73 <0,0001*
T x C x D 6 170 0,869 1,74 0,1150
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Figura 1.5: Número médio diário (± EP) de larvas de Aedes aegypti predadas por Belostoma
anurum em diferentes densidades. (A) Desidade três, (B) seis e (C) nove.

20



CAP. 1 - SUSCETIBILIDADE DE B. anurum A DELTAMETRINA

O consumo médio de larvas, 24 h após a exposição ao inseticida, foi maior quando

os insetos não foram expostos ao inseticida. Todas as densidades apresentaram regres-

são não linear Gaussian, com pico de consumo após 48 h do início do experimento,

para o controle. Por outro lado, os expostos ao inseticida, tiveram um retardo no pico

de consumo, o que indica uma recuperação dos insetos ao longo dos dias. Há uma

tendência do consumo se igualar com o controle, após 96 h da exposição inseticida,

independente da densidade avaliada (Figura 1.5).

Houve um acréscimo no número total de larvas de A. aegypti predadas por ninfas

de B. anurum com o aumento da densidade e a maior predação ocorreu na densidade

de nove larvas (Figura 1.6). O total de larvas predadas foi afetado por deltametrina na

densidade de três larvas (F(1,1) = 6,33; P = 0,020) (Figura 1.6A), seis (F(1,1) = 15,42; P <

0,001) (Figura 1.6B) e nove larvas (F(1,1) = 25,22; P < 0,001) (Figura 1.6C).
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Figura 1.6: Total de larvas (± EP) de Aedes aegypti predadas por Belostoma anurum na densidade
três (A), seis (B) e (C) nove, no final de quatro dias de avaliação. Médias com linhas seguidas
na mesma altura não diferem entre si pelo teste de Tukey.
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1.4 Discussão

Inseticidas piretroides apresentam elevada toxicidade a diversos grupos de organis-

mos não-alvo, incluindo, artrópodes aquáticos (Nørum et al., 2010; Tooming et al.,

2014; Halstead et al., 2015; Augusiak & Van den Brink, 2016; Gutiérrez et al., 2016).

Os resultados do presente estudo mostraram que deltametrina tem grande potencial

no controle de larvas de A. aegypti, mas apresenta efeitos subletais à B. anurum, com

notáveis alterações na sua habilidade predatória.

Larvas de A. aegypti foram sensíveis a exposição à deltametrina após 24 h, com baixo

valor de CL50 ). O efeito letal de deltametrina nessa população de A. aegypti já foi rela-

tado em outros estudos (Tomé et al., 2014; Marriel et al., 2016). Piretroides apresentam

rápido modo de ação por atuar no sistema nervoso central, e a exposição leva a sin-

tomas de intoxicação evidentes, como a perda de coordenação (Soderlund et al., 2002;

Soderlund, 2012; Tooming et al., 2014).

Em ninfas de B. anurum, a toxicidade de deltametrina foi menor do que em larvas

de A. aegypti, a concentração necessária para causar a mesma mortalidade em 24 h,

foi aproximadamente trinta vezes maior. Essa menor suscetibilidade de B. anurum

à deltametrina levou a uma razão de seletividade de 32. A seletividade encontrada

em algumas espécies pode ser atribuída a toxicodinâmica do inseticida no organismo,

que envolve as interações moleculares do xenobiótico com os sítos de ação. Tais como,

diferenças estruturais em subsítios de ligação, interfaces de subunidade do receptor,

ou regiões transmembranares (Casida & Durkin, 2013; Pereira et al., 2014).

Somado a isso, o caminho que o inseticida percorre até atingir o sítio de ação no

organismo (toxicocinética) pode acarretar em diferenças na suscetibilidade, como, por

exemplo, barreira fisíca e química promovida pela cutícula e a eficiência de enzimas

destoxificativas (Casida & Durkin, 2013). A menor suscetibilidade de B. anurum à

deltametrina pode ser explicada, em parte, pelo fato dos insetos utilizados serem de

primeira e segunda geração oriundos de indivíduos coletados em campo. Assim, as

ninfas de B. anurum podem ser mais eficientes na destoxificação de xenobióticos em

comparação com as larvas de A. aegypti, essas que foram criadas em laboratório por

várias gerações sem exposição a qualquer tipo xenobióticos.

Na menor concentração de deltametrina (1,0 µg i.a./L), a sobrevivência de A. aegypti
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foi reduzida em 30%, após 240 h de exposição. Em estudo com a mesma polulação e

idade, a sobrevivência de A. aegypti foi reduzida em aproximadamente 40% quando

expostos a 1,0 µg i.a./L de deltametrina, após 264 h de exposição (Marriel et al., 2016).

A exposição à deltametrina também reduziu a sobrevivência de ninfas de B. anurum,

no entanto, essas mostraram-se menos suscetível ao inseticida, uma vez que as con-

centrações foram maiores. Embora não tenha sido alvo do presente estudo, a menor

toxicidade de deltametrina em ninfas de B. anurum pode estar associdado, entre ou-

tros aspectos, à eficiência do metabolismo destoxificativo dessa espécie (Ranson et al.,

2002; Lycett et al., 2006; Pereira et al., 2014).

O tempo de predação de larvas de A. aegypti por ninfas de B. anurum foi maior logo

após a exposição ao inseticida, com redução desse tempo ao longo dos dias. Uma

hipótese para esse aumento de tempo para predação pode ser a redução do reflexo,

ou ainda, a falta de coordenação, uma vez que estas características costumam ser

o primeiro sintoma de intoxicação por piretroide (Soderlund et al., 2002; Nørum et

al., 2010). A falha na coordenção é seguida por hiperatividade ou, em alguns casos,

quando expostos a baixas concentrações, ocorre a redução da atividade que leva a

imobilização (Prasifka et al., 2008; Nørum et al., 2010; Marriel et al., 2016). Dado que

os insetos, neste estudo, foram expostos à concentração subletal (CL10), é provável que

o efeito letárgico temporário contribuiu para o maior tempo envolvido na captura da

presa. Além disso, a redução da habilidade predatória nos primeiros dias após a expo-

sição à deltametrina pode ter ocorrido devido ao estresse promovido pelo inseticida.

Alteração na agilidade de capturar presa encontrada neste estudo, levou ao com-

prometimento da habilidade predatória em B. anurum. O consumo de larvas de A.

aegypti por ninfas de B. anurum foi menor quando o predador foi exposto a CL10 de

deltametrina, com maior efeito observado logo após a exposição. Essa menor quanti-

dade de larva capturada no primeiro dia de avaliação estão coerentes com o resultado

encontrado no bioensaio de tempo gasto para predação.

Ao longo dos dias de avaliação houve recuperação da habilidade predatória, esse re-

sultado pode estar associado a desintoxicação do xenobiótico ou, ainda, a reabilitação

do ritmo de locomoção (Prasifka et al., 2008; Tooming et al., 2014). Quando expostos a

concentrações subletais de alfa-cipermetrina (< 1,0 mg/L), Platynus assimilis (Coleop-

tera: Carabidae) teve a atividade motora recuperada dois dias após o tratamento (To-

24



CAP. 1 - SUSCETIBILIDADE DE B. anurum A DELTAMETRINA

oming et al., 2014). Scarites quadriceps (Coleoptera: Carabidae), quando subletalmente

expostos à lambda-cialotrina, observou-se efeito do tempo na recuperação, onde uma

hora após exposição, os insetos percorreram maiores distâncias (Prasifka et al., 2008).

A recuperação da habilidade predatória foi observada 48 h após a exposição, no

qual os insetos apresentaram um pico de consumo, essa situação pode estar associado

ao sintoma de hiperatividade (Prasifka et al., 2008). Mesmo ocorrendo essa recupera-

ção na habilidade predatório, o consumo de larvas pelos insetos expostos ao inseticida

foi menor. Com isso, a exposição subletal à deltametrina promove alterações a curto

prazo na agilidade de B. anurum e, consequentemente, redução da habilidade preda-

tória da espécie. Essa condição pode representar prejuízos longo prazo para espécie,

uma vez que a sobrevivência e reprodução podem ser reduzidas.

Além da redução da atividade alimentar, a condição de estresse subletal pode re-

fletir em diversos processos vitais e padrões comportamentais. Entre estes, migração,

seleção de habitat, reprodução, termorregulação e habilidade anti-predação (Haynes,

1988; Thompson, 2003; Prasifka et al., 2008; Reynaldi et al., 2011). Mediante a isso, a

utlização de deltametrina no controle de A. aegypti e outras espécies de insetos pode

acarretar em contaminação do ecossistema aquático e levar a alterações nos parâme-

tros comportamentais de B. anurum.
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Efeitos na sobrevivência e habilidade predatória de percevejos
aquáticos mediados por piriproxifeno

Resumo

Diversas formas de contaminação por inseticidas podem ocorrer em ecossistemas aquá-

ticos. Dentre elas, o controle de mosquisto vetores de doenças tem relevante contribui-

ção no que tange a contaminação de corpos d’água. Em organismos aquáticos, os efei-

tos de inseticidas podem ser potencializados, uma vez que estão sujeitos a uma maior

exposição. No ecossistema aquático, insetos predadores desempenham um papel im-

potante no controle biológico de larvas de mosquitos e são comumente utlizidados em

avaliações de risco por contaminantes. Com isso, o objetivo desse estudo foi avaliar se

o inseticida piriproxifeno utilizado para controle de Aedes aegypti apresenta toxicidade

e altera a capacidade predatória dos percevejos aquáticos Buenoa amnigenus e Belostoma

anurum . Espécimes dos insetos foram coletados em tanques de piscicultura e levadas

para laboratório para identificação e realização dos bioensaios. Larvas de quarto íns-

tar de Ae. aegypti (L4), adultos de Bu. amnigenus e ninfas de Be. anurum foram expostos

a concentração de campo de piriproxifeno recomendada para controle de Ae. aegypti

e a concentração correspondente a 1% (50 e 0,5 µg i.a./L, respectivamente). Nosso

estudo possibilitou o primeiro registro da espécie Bu. amnigenus no estado de Minas

Gerais. O inseticida piriproxifeno apresentou alta toxicidae a larvas de Ae. aegypti. A

sobrevivência dos percevejos predadores foi reduzida quando expostos a 50 µg i.a./L

e Bu. amnigenus foi a espécie mais suscetível ao inseticida. Be. anurum consumiu mais

larvas de Ae. aegypti do que Bu amnigenus. A capacidade predatória de Be. anurum

foi reduzida após 24 h de exposição a 50 µg i.a./L. Assim, os nossos resultados indi-

caram que a formulação comercial do piriproxifeno não é segura aos predadores Bu.

amnigenus e Be. anurum. A concentração de campo reduz a sobrevivência de ambos os

predadores e em Be. anurum a capacidade predatória é reduzida.

Palavras-chave: ecotoxicologia, inseticida, barata d’água, Notonectidae
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Abstract

Several forms of contamination by pesticides may occur in aquatic ecosystems. Among

them, the control mosquisto disease vectors have significant contribution with respect

to contamination water bodies. In aquatic organisms, the effects of insecticides can be

enhanced, because they are subject to greater exposure. In the aquatic ecosystem, pre-

datory insects play a impotante role in the biological control of mosquito larvae and

are commonly utlizidados by contaminants in risk assessments. Thus, this study was

conducted aming to evaluate the toxicity of pyriproxyfen used to control Aedes aegypti

presents toxicity and alter the predatory ability of true water bugs Buenoa amnigenus

and Belostoma anurum. Specimens of insects were collected in fish-farming installati-

ons and taken to the laboratory for identification and implementation of bioassays.

Fourth instar larvae of Ae. aegypti (L4), Bu. amnigenus adults and Be. anurum nymphs

were exposed to pyriproxyfen field concentration recommended for controlling Ae.

aegypti and the concentration corresponding to 1% (50 and 0.5 µg a.i. L−1, respecti-

vely). Our study allowed the first record of the species Bu. amnigenus in the state of

Minas Gerais. The pyriproxyfen insecticide showed high toxicity to Ae. aegypti larvae.

The survival of predatory bugs was reduced when exposed to 50 µg a.i. L−1 and Bu.

amnigenus was the most susceptible than Be. anurum. Be. anurum consumed more Ae.

aegypti than Bu. amnigenus. Predatory ability to Be. anurum was reduced after 24 h ex-

posure to 50 µg a.i. L−1. Thus, our findings indicated that the commercial formulation

of pyriproxyfen is not safe to the predators Bu. amnigenus and Be. anurum. The field

concentration reduces the survival of both predators and Be. anurum ability predatory

is reduced.

Key words: ecotoxicology, insecticides, water bug, Notonectidae

2.1 Introdução

Atualmente, existe uma crescente preocupação sobre fontes diretas e indiretas de con-

taminação por inseticidas em ecossistemas aquáticos (Hanlon & Relyea, 2013; Hals-

tead et al., 2014). Uma vez que estes ambientes são depósito final de diversos conta-

minantes químicos e organismos aquáticos presentes estão sujeitos a efeitos adversos

(Mogren et al., 2013; Halstead et al., 2015; Gutiérrez et al., 2016).
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O inseticida piriproxifeno é um regulador de crescimento utilizado para controle de

insetos vetores de doenças e insetos-praga na agricultura (Seccacini et al., 2008; Nasr

et al., 2010; Tuten et al., 2016). A eficiência desse inseticida ocorre principalmente na

fase imatura devido a ação análoga ao hormônio juvenil, sobrecarregando o sistema

hormonal e interferindo no desenvolvimento do inseto e até mesmo reduzindo a ativi-

dade alimentar (Invest & Lucas, 2008; Seccacini et al., 2008; Nasr et al., 2010). Alguns

trabalhos relatam a segurança de piriproxifeno e outros inseticidas a insetos aquáti-

cos não-alvo, mas, recentemente, tem-se observado efeitos negativos nesses insetos

(Mulla, 1995; Halstead et al., 2015; Gutiérrez et al., 2016). Somado a isso, o conhe-

cimento sobre as alterações comportamentais promovidas por inseticidas em insetos

aquáticos predadores são limitados.

Alguns estudos apontam que os insetos predadores pertencentes dos gênero Be-

lostoma e Buenoa são inimigos naturais importantes que contribuem para o controle

biológico de larvas de mosquitos (Rodríguez-Castro et al., 2006; Quiroz-Martínez &

Rodríguez-Castro, 2007; Kweka et al., 2011). No contexto ecológico, a predação é des-

crita como um fator importante na organização de muitas comunidades, incluindo as

aquáticas (Reynaldi et al., 2011). No entanto, os efeitos de inseticidas nas interações

predador-presa são muitas vezes complexos por afligir a comunidade (Halstead et al.,

2014). Com isso, informações que elucidam os efeitos subletais desses compostos no

indivíduo fornece informações que podem ser extrapoladas para níveis superiores no

ecossistema aquático (Relyea & Edwards, 2010; Reynaldi et al., 2011; Hanlon & Relyea,

2013; Halstead et al., 2014).

Mediante a isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e os efeitos suble-

tais do inseticida piriproxifeno aos percevejos aquáticos predadores Buenoa amnigenus

(Hemiptera: Notonectidae) e Belostoma anurum (Hemiptera: Belostomatidae).
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Obtenção e criação dos insetos

Aedes aegypti: larvas de quarto ínstar (L4) suscetível a piretroide (cepa PPCampos/

Campos dos Goytacazes - RJ) foram obtidas da colônia mantida no insetário do De-

partamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Viçosa (Viçosa, MG, Brasil).

As larvas foram alimentadas com ração de tartaruga Fed (Reptolife, Alcon Pet, Cam-

buriú, SC, Brasil), sob temperatura (25±2 °C) e fotoperíodo (12 h) controlados (Marriel

et al., 2016).

Buenoa amnigenus: adultos de Bu. amnigenus foram coletados utilizando rede ento-

mológica (D-net) no setor de piscicultura da Universidade Federal de Viçosa (UFV,

Viçosa, MG, Brasil, 20°45´ S, 42°52´ W). Após a coleta, alguns exemplares foram se-

parados para a identificação. A identificação da espécie foi realizada com auxílio de

chave específica para o gênero Buenoa (Barbosa & Nessimian, 2013), na Universidade

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) pela Dra. Julianna Freires Barbosa. Após identifica-

dos, os insetos coletados foram levados para o Laboratório de Fisiologia e Neurobio-

logia de Invertebrados e mantidos em jejum sob condições controladas (25 ± 5 °C e 12

h de fotoperíodo). Antes dos bioensaios, os insetos eram mantidos em béqueres com

500 mL de água destilada e revestidos com papel branco, para evitar estímulos visuais

externos, por 24-48 h (aclimatação).

Belostoma anurum: adultos de Be. anurum foram coletados utilizando rede entomo-

lógica (D-net) no mesmo local supracitado e levados para laboratório para estabelici-

mento da população. Os adultos foram mantidos em aquário (30 x 40 x 60 cm) com

água proveniente dos tanques de piscicultura para permitir a cópula. Machos com

ovos no hemiélitro foram individualizados e após emergência, as ninfas foram indi-

vidualizadas em recipientes de vidro (30 ml) até o quarto ínstar para evitar o caniba-

lismo. Ninfas do primeiro ao terceiro ínstar foram alimentas diariamente com larvas

de A. aegypti. As ninfas de quarto ínstar foram transferidas para recipientes de vidro

maiores (100 ml). Ninfas de quarto e quinto ínstar e adultos de B. anurum foram ali-

mentados com Martarega spp. e Buenoa spp. (Hemiptera: Notonectidae) coletados no

setor de piscicultura. Todos os ínstares e adultos de B. anurum foram mantidos em

água proveniente dos tanques de piscicultura à 25 ± 5 °C e 12 h de fotoperíodo.
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2.2.2 Inseticida

Nos bioensaios foi utilizado a formulação comercial do inseticida regulador de cres-

cimento de insetos (Tiger 100 EC® [100 g piriproxifeno/L], Sumitomo Chemical Ltda,

São Paulo, Brasil). Os insetos foram expostos à concentração de campo do inseticida

recomendada para controle de A. aegypti (50 µg de i.a./L) e a concentração correspon-

dente a 1% desta (0,5 µg de i.a./L). As concentrações de inseticida utilizadas foram

preparadas mediante diluição em recipentes de vidro contendo água destilada e du-

rante a exposição ao inseticida os insetos não foram alimentados.

2.2.3 Bioensaio de sobrevivência

Larvas de quarto ínstar (L4) de Ae. aegypti foram mantidas em recipientes de vidro

com 200 mL de solução inseticida e cobertos com tampa plástica. Quatro repetições de

25 insetos foram realizadas em cada tratamento e a mortalidade foi avaliada a cada 24

h até a emergência dos adultos. Adultos de Bu. amnigenus após 24 h de aclimatação

foram mantidos em béqueres com 300 mL de solução inseticida e cobertos com te-

cido organza. Cinco repeticões de dez insetos foram realizadas para cada tratamento.

Ninfas de segundo ínstar de Be. anurum (0-72 h de idade) foram mantidas individual-

mente em recipientes de vidro com 100 mL de solução inseticida e cobertos com tecido

organza. Trintra repetições (insetos) foram realizadas para cada tratamento. Para Bu.

amnigenus e Be. anurum a avaliação foi realizada a cada 24 h até a mortalidade dos inse-

tos em todos tratamentos. No controle, insetos de cada espécie foram expostos a água

destilada. Insetos sem movimentação após estímulos mecânicos foram considerados

mortos.

2.2.4 Bioensaio de predação

Adultos de Bu. amnigenus (após 48 h de aclimatação) e ninfas de segundo ínstar de Be.

anurum (0-72 h de idade) foram expostos às concentrações de 0,5 e 50 µg de i.a./L por

24 h. Após a exposição inseticida, os insetos foram removidos e mantidos em recipien-

tes de vidro com 100 mL de água destilada por uma hora. Decorrido esse período de
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recuperação, foram oferecidas larvas de quarto ínstar de A. aegypti em três densidades

(3, 6 e 9 larvas). O número de larvas predadas foi avaliado em intervalos de 40 minu-

tos durante 6 h, e a densidade foi restabelecida no final de cada avaliação. A avaliação

do número de larvas predadas foi realizada durante quatro dias e foram realizadas

quinze repetições (insetos) para cada tratamento (concentrações e densidade).

2.2.5 Análise estatística

Os dados dos bioensaios de sobrevivência foram submetidos à análise de sobrevivên-

cia, utilizando os estimadores de Kaplan-Meier (método Log-rank) e comparadas pelo

teste de Holm-Sidak com o software SigmaPlot 12.5 (Systat Software, San Jose, Cali-

fórnia, EUA). Os dados de predação larval foram submetidos a análises de variância

com medidas repetidas no tempo para determinar os efeitos do inseticida, da densi-

dade e do tempo de recuperação. Os fatores estudados foram inseticida e densidade,

e larvas predadas como pseudorepetição. O número de larvas predadas a cada 40 min

foi utilizado como medidas repetidas no tempo. Os dados de larvas predadas tam-

bém foram submetidos à análise de variância (One-Way) e as médias dos tratamentos

comparadas pelo teste de Tukey.

2.3 Resultados

2.3.1 Bioensaio de sobrevivência

As concentrações de piriproxifeno testadas reduziram significativamente a sobrevi-

vência (tempo mortalidade-resposta) das três espécies, Ae. aegypti (Log-Rank: q
2 =

399,29; g.l. = 2, P < 0,001), Bu. amnigenus (Log-Rank: q2 = 84,40; g.l. = 2, P < 0,001)

e Be. anurum (Log-Rank: q
2 = 51,32; g.l. = 2, P < 0,001) (Figura 2.1). Piriproxifeno

apresentou toxicidade similar para larvas de Ae. aegypti e adultos de Bu. amnigeunus.

Após 24 h de exposição a 50 µg i.a./L a sobrevivência foi aproximadamente 11% para

Ae. aegypti e nenhum indivíduo de Bu. amnigenus sobreviveu (Figura 2.1A, Figura C).

Nessas mesmas espécies, na concentração de 0,5 µg i.a./L o tempo médio de sobrevi-
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vência foi de aproximadamente 113 e 79 h, respectivamente (Figura 2.1B, Figura 2.1D).

Be. anurum foi menos suscetível ao piriproxifeno, entre as três espécies. Após 24 h de

exposição a 50 µg i.a./L a sobrevivência foi aproximadamente de 90% e não houve di-

ferença no tempo médio de sobrevivência entre o controle e 0,5 µg i.a./L (Figura 2.1E,

Figura 2.1F).
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Figura 2.1: Curvas de sobrevivência de (A) L4 de Aedes aegypti, (C) adultos de Buenoa amnige-
nus e (E) ninfas de segundo ínstar de Belostoma anurum expostos ao piriproxifeno e controle,
com o respectivos tempo médio (± EP) de sobrevivêcia (B, D, F). Médias seguidas por linhas
na mesma altura não diferem estatisticamente pelo teste de Holm-Sidak.
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2.3.2 Bioensaio de predação com Bu. amnigenus

No bioensaio de capacidade predatória com Bu. amnigenus, os insetos foram expostos

apenas à concentração de 0,5 µg i.a./L, uma vez que a concentração piriproxifeno

recomendada para controle de Ae. aegypti (50 µg i.a./L) causou 100% de mortalidade

após 24 h de exposição (Figura 2.1C).

A análise de variância com medidas repetidas no tempo mostrou efeito do tempo

(F(8,92) = 15,52; P < 0,0001) e do inseticida (F(1,2) = 3,92; P = 0,05) (Tabela 2.1, Figura

2.2). A predação de larvas de Ae. aegypti por adultos de Bu. amnigenus foi afetada pela

concentração de piriproxifeno nas três densidades. Em todas as densidades avaliadas,

insetos expostos a 0,5 µg i.a./L, apresentaram maior consumo de larvas nos primeiros

40 minutos, situação que pode ser melhor observada na densidade de três larvas (Fi-

gura 2.2). Nas densidades três e nove o consumo entre controle e tratados se igualou

a partir de 240 minutos (Figura 2.2A, Figura 2.2C). O mesmo não foi observado para a

densidade seis, onde o consumo manteve-se maior no controle (Figura 2.2B).

Tabela 2.1: Análise de variância com medida repetida no tempo para o número médio de lar-
vas predadas de Aedes aegypti por Buenoa amnigenus, após 24 h de exposição à piriproxifeno.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Inseticida (I) 1 3,92 0,05*
Densidade (D) 2 0,81 0,44
I x D 2 1,36 0,26
Erro 99 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 8 92 0,425 15,52 <0,0001*
T x I 8 92 0,876 1,61 0,1317
T x D 16 184 0,803 1,33 0,1811
T x I x D 16 184 0,853 0,95 0,5128
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Figura 2.2: Número médio (± EP) de larvas de Aedes aegypti predadas por Buenoa amnigenus
em diferentes densidades, após 24 h de exposição do predador. (A) Desidade três, (B) seis e
(C) nove.

A média total de larvas predadas por Bu. amnigenus, após a exposição, foi afetado

pelo inseticida apenas na densidade três (F(1,1) = 5,98; P = 0,02) (Figura 2.3A), no qual,

os insetos quando expostos a 0,5 µg i.a./L de piriproxifeno consumiram o dobro de lar-

vas, comparado aos indivíduos não expostos. Nas densidades seis e nove não houve
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diferença no consumo médio entre os tratamentos (P > 0,05).
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Figura 2.3: Número médio total (± EP) de larvas de Aedes aegypti predadas por Buenoa amnige-
nus em diferentes densidades, após 24 h de exposição. (A) Desidade três, (B) seis e (C) nove.
Médias com linhas seguidas na mesma altura não diferem entre si pelo teste de Tukey.
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2.3.3 Bioensaio de predação com Be. anurum

A análise de variância com medidas repetidas no tempo mostrou efeito do tempo

(F(8,117) = 25,42; P < 0,0001), concentração (F(1,2) = 34,80; P < 0,0001), densidade (F(1,2)

= 8,76; P = 0,0003), interação entre tempo e concentração (F(16,234) = 8,63; P < 0,0001)

e interação entre tempo e densidade (F(16,234) = 3,54; P < 0,0001) no primeiro dia de

avaliação (Tabela 2.2, Figura 2.4).

Tabela 2.2: Análise de variância com medida repetida no tempo para o número médio de lar-
vas predadas de Aedes aegypti por Belostoma anurum, após 24 h de exposição à piriproxifeno.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Concentração (C) 2 34,80 <0,0001*
Densidade (D) 2 8,76 0,0003*
C x D 4 2,43 0,0515*
Erro 126 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 8 117 0,365 25,42 <0,0001*
T x C 16 234 0,395 8,63 <0,0001*
T x D 16 234 0,648 3,54 <0,0001*
T x C x D 32 433 0,746 1,12 0,3032
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Figura 2.4: Número médio (± EP) de larvas de Aedes aegypti predadas por Belostoma anurum
em diferentes densidades, após 24 h de exposição do predador. (A) Desidade três, (B) seis e
(C) nove.

A predação de larvas de Ae. aegypti por ninfas de Be. anurum foi afetada pela concen-

tração de piriproxifeno. Os insetos quando não expostos ao inseticida apresentaram

maior predação nos primeiros minutos de avaliação nas três densidades, condição

mais evidente nas densidades seis e nove (Figura 2.4B, Figura 2.4C). Independente

das densidades, a curva de predação apresentou regressão exponencial negativa no
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controle e 0,5 µg i.a./L, com redução do consumo ao longo do tempo (Figura 2.4).

Quando expostos a concentração de campo (50 µg i.a./L), o consumo se manteve ao

longo do tempo nas densidades três e seis, com média de 0,27 e 0,37 larvas predadas,

respectivamente (Figura 2.4A, Figura 2.4C). No entanto, na densidade seis, a curva de

predação apresentou regressão linear, com aumento de larvas predadas ao longo do

tempo (Figura 2.4B). Independente das concentrações, há uma tendência do consumo

se igualar ao longo do tempo para as três densidades (Figura 2.4).

A análise de variância com medidas repetidas no tempo mostrou efeito do tempo

(F(3,124) = 141,78; P < 0,0001), concentração (F(1,2) = 8,37; P = 0,0004), densidade (F(1,2)

= 17,36; P < 0,0001), interação entre tempo e concentração (F(6,248) = 11,67; P < 0,0001),

interação entre tempo e densidade (F(6,248) = 11,29; P < 0,0001) e interação entre tempo,

concentração e densidade (F(12,328) = 1,99; P = 0,0248) ao longo dos dias de avaliação

(Tabela 2.3, Figura 2.5).

Tabela 2.3: Análise de variância com medida repetida no tempo para o número médio diário
de larvas predadas de Aedes aegypti por Belostoma anurum

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Concentração (C) 2 8,37 0,0004*
Densidade (D) 2 17,36 <0,0001*
C x D 4 0,89 0,4721*
Erro 126 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 3 124 0,225 141,78 <0,0001*
T x C 6 248 0,608 11,67 <0,0001*
T x D 6 248 0,616 11,29 <0,0001*
T x C x D 12 328 0,830 1,99 0,0248*
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Figura 2.5: Número médio diário (± EP) de larvas de Aedes aegypti predadas por Belostoma
anurum em diferentes densidades. (A) Desidade três, (B) seis e (C) nove.

O consumo médio de larvas ao longo dos dias foi reduzido no controle e 0,5 µg

i.a./L para as três densidades. Ambos os tratamentos apresentaram regressão linear,

com pico de consumo no primeiro dia (Figura 2.5). O efeito na capacidade predató-

ria de Be. anurum foi mais pronunciado quando expostos a concentração de 50 µg

i.a./L, onde no primeiro dia o consumo de larvas foi menor, independente da densi-

dade. Nessa conentração, a predação apresentou regressão não linear Gaussian e o
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pico de maior consumo de larvas passou do primeiro para o segundo dia (Figura 2.5).

Independente das concentrações que os insetos foram expostos, há uma tendência do

consumo se igualar no quarto dia de avaliação nas três densidades (Figura 2.5).

Houve um acréscimo no número total de larvas de Ae. aegypti predadas por ninfa

de Be. anurum com o aumento da densidade (Figura 2.6). Na densidade de três larvas,

o total de larvas predadas foi afetado pela maior concentração do inseticida (F(1,2) =

6,36; P = 0,0039). O mesmo pode ser observado na densidade nove (F(1,2) = 4,01; P =

0,025) (Figura 2.6A, Figura 2.6C). Na densidade seis, o consumo de larvas não diferiu

entres os tratamentos (P > 0,05) (Figura 2.6B).
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Figura 2.6: Total de larvas (± EP) de Aedes aegypti predadas por Belostoma anurum na densidade
três (A), seis, (B) e (C) nove. Médias com linhas seguidas na mesma altura não diferem entre
si pelo teste de Tukey.
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2.4 Discussão

O presente estudo mostrou que piriproxifeno tem grande potencial no controle de lar-

vas de Ae. aegypti e promove uma suscetibilidade diferencial em duas espécies de ini-

migos naturais de larvas de mosquito que coabitatam ambientes aquáticos. Ae. aegypti

e Bu. amnigenus foram altamente suscetíveis quando expostos a concentração de 50 µg

i.a./L de piriproxifeno. Assim, em um cenário de exposição ao inseticida, o inimigo

natural Bu. amnigenus é afetado. Mesmo essa espécie não compartilhando o mesmo

habitat que larvas de Ae. aegypti, há coexistência entre Buenoa spp. e outras espécies de

mosquitos (e.g., Aedes albopictus, Anopheles spp, Culex spp. (Diptera: Culicidae)) que

são alvos de piriproxifeno e outros inseticidas (Rodríguez-Castro et al., 2006; Blaustein

& Jonathan, 2009; Shaalan & Canyon, 2009; Marina et al., 2014).

A suscetibilidade de Ae. aegypti e Be. anurum ao piriproxifeno possivelmente ocor-

reu pelo mecanismo primário de ação do inseticida. Uma vez que a exposição foi feita

em indivíduos imaturos, onde a atividade do hormônio juvenil é mais pronunciada e

impediu que realizasse a muda e levasse a morte (Invest & Lucas, 2008; Tuten et al.,

2016). Em adultos de Bu. amnigenus a toxicidade do piriproxifeno pode está relaci-

onada com o gasto energético no metabolismo destoxificativo desse xenobiótico, que

possivelmente comprometeu outras funções vitais da espécie. No entanto, estudos

mais detalhados são necessários para confirmar o mecanismo de ação do inseticida

nesses indivíduos.

Em nossos bioensaios de predação, foram utilizados adultos de Bu. amnigenus e

ninfas de segundo ínstar de Be. anurum, nessas condições as espécies apresentam ta-

manho aproximado e compartilham o mesmo recurso. Os resultados sugerem que

Be. anurum foi o predador mais voraz, por consumir maior número de larvas de Ae.

aegypti, quando comparado a Bu. amnigenus, independente da densidade e concentra-

ção de piriproxifeno que foi exposto. O maior consumo de larvas por Be. anurum pode

ter sido devido a necessidade energética para a muda, uma vez que foram utilizadas

ninfas no bioensaio. Demanda energética essa, que não se faz necessário em adultos

de Bu. amnigenus, o que pode ter contribuído para o menor consumo larvas.

O piriproxifeno pode ter atuado restringindo a capacidade em perceber a presença

da presa ou reduzindo a agilidade do predador, ou ainda, levando ao comportamento
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anti-alimentar dos insetos (Nasr et al., 2010; Reynaldi et al., 2011). A percepção da

presa é um processo fisiológico imprescidível em Buenoa spp. e Belostoma spp., uma

vez que esses insetos possuem comportamento de esperar pela presa e necessitam

distiguir a presença da mesma para captura (Gittelman, 1974; Consoli et al., 1989;

Cloarec, 1990). Além disso, a redução da habilidade predatória no primeiro dias apó

a exposição ao piriproxifeno pode ter ocorrido devido ao estresse promovido pelo

inseticida. Esse menor consumo no primeiro dia comprometeu o consumo total de

larvas, ou seja, a habilidade predatória de Be. anurum foi prejudicada.

Com isso, a exposição ao piriproxifeno promove alterações a curto prazo na agili-

dade de Be. anurum e, consequentemente, redução da habilidade predatória da espé-

cie. Essa condição pode representar prejuízos longo prazo para espécie, uma vez que

a sobrevivência e reprodução podem ser reduzidas.

A presença de piriproxifeno no ecossistema aquático pode causar efeitos letais e,

quando em concentrações subletais ou em exposição a curto prazo, pode induzir al-

terações na habilidade predatória de insetos predadores. Isso pode levar a efeitos na

estrutura da comunidade, se as relações ecológicas inter-específicas sejam alteradas.
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Conclusões gerais

Foi observada suscetibilidade diferencial nos precevejos aquáticos B. anurum e B. am-

nigenus em exposição aos inseticidas deltametrina e piriproxifeno.

As ninfas de B. anurum foram menos suscetíveis à deltametrina do que larvas de

A. aegypti, com razão de seletividade de 32,72. Mesmo apresentando segurança ao

predador, deltametrina causou reduções na sobrevivência de ninfas de B. anurum e

após exposição subletal, B. anurum teve as habilidades predatórias comprometidas.

Adultos de B. amnigenus foram altamente sensíveis ao inseticida piriproxifeno quando

expostos à concentração recomendada para controle de A. aegypti (50 µg i.a./L). Em

exposição subletal, B. amnigeuns não apresentou redução na capacidade predatória,

independente das densidades ofertadas ao predador. Ninfas de B. anurum apresenta-

ram redução na sobrevivência quando expostas ao piriproxifeno na concentração de

campo. As alterações na capacidade predatória de B. anurum foram mais evidentes

quando expostos à 50 µg i.a./L de piriproxifeno.

Essas espécies de percevejos aquáticos estudas neste trabalho estão sujeitas a efeitos

adversos dos inseticidas.
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