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RESUMO

BATISTA, Carlos Henrique, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2019. Toxicidade do indoxacarbe a Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) e ao predador Podisus distinctus (Heteroptera: Pentatomidae).
Orientador: José Cola Zanuncio. Coorientadores: Luis Carlos Martinez Castrillon e
Rosa Angelica Plata Rueda.

Anticarsia  gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) € controlada,
principalmente, com inseticidas sintéticos. No entanto, esses compostos podem ser
prejudiciais a inimigos naturais como Podisus distinctus Stil (Heteroptera:
Pentatomidae). O indoxacarbe € um inseticida do grupo quimico das oxadiazinas,
que atua no sistema nervoso dos insetos, com eficdcia no controle de lepiddpteros e
reduzido efeito sobre organismos ndo-alvo. O objetivo foi avaliar os efeitos do
indoxacarbe em lagartas de A. gemmatalis e em adultos do predador P. distinctus. A
eficacia desse inseticida foi determinada calculando-se suas concentragdes letais
(CLas, CLso, CL7s e CLgp) em laboratério. A sobrevivéncia de lagartas de A.
gemmatalis e de adultos do predador P. distinctus foi analisada pelo estimador
Kaplan-Meier. A taxa de respiracdo, apds a exposicdo ao indoxacarbe, foi
determinada com respirdmetro e o comportamento locomotor analisado por sistema
de rastreamento em video. O indoxacarbe foi téxico e reduziu a sobrevivéncia de A.
gemmatalis e P. distinctus até 72 horas apds a exposicao. Esse inseticida reduziu a
taxa de respiracdo de A. gemmatalis apés a exposicdo ao mesmo. Mudangas no
comportamento locomotor de ambas as espécies expostas ao indoxacarbe foram
detectadas. A compatibilidade do indoxacarbe, com P. distinctus, € baixa e portanto,
nio deve ser recomendado, com esse predador, no manejo integrado de A.

gemmatalis na cultura da soja.
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ABSTRACT

BATISTA, Carlos Henrique, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2019. Indoxacarb toxicity to Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
and to the predator Podisus distinctus (Heteroptera: Pentatomidae). Adviser:
José Cola Zanuncio. Co-advisers: Luis Carlos Martinez Castrillon and Rosa Angelica
Plata Rueda.

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) is mainly controlled with
synthetic insecticides. However, these compounds can be harmful to natural enemies
like Podisus distinctus Stidl (Heteroptera: Pentatomidae). Indoxacarb is an insecticide
from the chemical group of oxadiazines, which acts on the nervous system of insects,
with effectiveness in the control of lepidopterans and reduced effect on non-target
organisms. The aim was to evaluate the effects of indoxacarb in A. gemmatalis
caterpillars and in adults of the predator P. distinctus. The effectiveness of this
insecticide was determined by calculating its lethal concentrations (LCzs, LCso, LC75s
and LCoo) in the laboratory. The survival of A. gemmatalis caterpillars and adults of
the predator P. distinctus was analyzed by the Kaplan-Meier estimator. The
respiration rate, after exposure to indoxacarb, was determined with a respirometer
and the locomotor behavior was analyzed using a video tracking system. Indoxacarb
was toxic and reduced the survival of A. gemmatalis and P. distinctus up to 72 hours
after exposure. This insecticide reduced A. gemmatalis respiratory rate after exposure
to it. Changes in the locomotor behavior of both species exposed to indoxacarb were
detected. The compatibility of indoxacarb with P. distinctus is low and therefore,
should not be recommended, with this predator, in the integrated management of A.

gemmatalis in soybean crops.

viii



1. Introducao Geral

A participagdo da soja (Glycine max (L.) Merrill), uma das principais
culturas agricolas do Brasil, é expressiva no agronegdcio e na balanca comercial
do pais (Ferreira et al., 2020). A &rea plantada com soja no Brasil aumentou de
13,9 para 36,9 milhdes de hectares de 2000 a 2020 (Conab, 2020). A diversidade
de usos da proteina e 6leo das sementes de soja € um fator determinante para este
crescimento (Assefa et al., 2018). Insetos podem danificar plantas de soja, desde a
germinacdo das sementes e emergéncia das plantulas até a fase de maturacdo
fisiolégica dos graos, comprometendo o rendimento e a qualidade da producao da
cultura (Blanco et al., 2016).

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae)
pode causar desfolha severa em extensas dreas dessa cultura (Carneiro et al.,
2017; Silva Junior et al., 2020). No Brasil, programas de manejo integrado de
pragas, incluindo o controle bioldgico, tem sido implementados (Castro et al.,
2013), mas com limitacOes para o manejo de A. gemmatalis (Bueno et al., 2020).
A especificidade de plantas transgénicas, expressando proteinas de Bacillus
thuringiensis, para pragas-alvo € alta, mas seu uso extensivo tem causado casos de
resisténcia (Mushtaq et al., 2017; Bengyella et al., 2018). Por outro lado, a baixa
compatibilidade de vespas parasitoides com inseticidas quimicos pode limitar o
uso de desses inimigos naturais no manejo integrado de A. gemmatalis (Desneux
et al., 2007; Schneider et al., 2008; Morales et al., 2020).

No Brasil, o controle quimico ¢ o método mais utilizado contra A.
gemmatalis com 228 moléculas inseticidas registradas para o seu controle, sendo
os carbamatos, organofosforados e piretréides os mais comuns (Agrofit, 2020;

Plata-Rueda et al., 2020). O indoxacarbe é um inseticida neurotoxico que atua na



membrana das células nervosas, bloqueando os canais de sédio e interrompendo a
transmissao de impulsos nervosos (Caballero et al., 2019). O efeito do
indoxacarbe em insetos ocorre por contato e ingestdo (Wing et al., 2000), sendo
usado no controle de lepiddpteros pragas como Helicoverpa armigera Hiibner,
Chrysodeixis includens Walker e Spodoptera frugiperda Smith (Noctuidae)
(Agrofit, 2018; Cui et al., 2018; Ramos et al., 2018).

Inseticidas do grupo das oxadiazinas, ao qual pertence o ingrediente ativo
indoxacarbe, t€m como principais caracteristicas a alta atividade inseticida e a
baixa toxicidade a mamiferos (Wing et al., 2000; Zhang et al., 2017). Esses
inseticidas bloqueiam o fluxo de sdédio para o interior das células nervosas
(Gondhalekar et al., 2016; Wang et al., 2016), provocando convulsdes, paralisacao
locomotora e a morte do inseto (Wing et al., 2000; Li et al., 2018).

Artropodes predadores sdo produzidos comercialmente e liberados para o
controle de insetos-praga (Rasmussen et al., 2018). A integracdo de agentes de
controle bioldgico com produtos quimicos € a forma mais efetiva de supressao de
insetos-praga (Torres et al., 2018). Podisus distinctus, predador de pragas em
sistemas agricolas e florestais, foi relatado na América do Sul, da Argentina a
Venezuela (Henry & Wilson, 2004). Esse inimigo natural, com ocorréncia
generalizada, agressividade e voracidade, pode ser criado em laboratério e
liberado no manejo de lagartas desfolhadoras (S4 et al., 2013; Tavares et al., 2017;
Pires et al., 2020).

Os inseticidas podem causar danos ao meio ambiente e, muitas vezes, sao
prejudiciais aos insetos predadores (He et al., 2012; Barros et al., 2018; Martinez

et al., 2018). Esses produtos, quando usados em programas de MIP, devem ser
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eficientes contra pragas e terem baixa toxicidade a organismos de controle
biolégico (Ribeiro et al., 2015; Ricupero et al., 2020).

Anticarsia gemmatalis é praga da cultura da soja e controlada,
principalmente com inseticidas (Plata-Rueda et al., 2020) e o impacto destes
compostos sobre os inimigos naturais deve ser estudado para programas de MIP.
O objetivo foi avaliar a sobrevivéncia, taxa de respiracdo e comportamento
locomotor de Anticarsia gemmatalis e de seu predador P. distinctus mediados

pelo inseticida indoxacarbe.



2. Objetivo
Avaliar os efeitos do indoxacarbe em lagartas de A. gemmatalis e em

adultos do predador P. distinctus.
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CAPITULO 1

Sobrevivéncia, respiracao e comportamento locomotor de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) mediados pelo indoxacarbe

Resumo: Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae), praga da
cultura da soja, é controlada, principalmente, com inseticidas. O objetivo foi
avaliar a toxicidade de indoxacarbe e alteracdes na sobrevivéncia, taxa de
respiracdo e respostas comportamentais de lagartas de A. gemmatalis mediados
por esse inseticida. O indoxacarbe foi toxico para lagartas de A. gemmatalis
(CLso= 1,93 mg mL ! e CLoo= 3,17 mg mL™") com sobrevivéncia das mesmas de
83% sem exposicdo ao indoxacarbe e de 40% para aquelas expostas ao
indoxacarbe CLso e de 8% na CLoo. A mobilidade de A. gemmatalis foi menor em
arenas tratadas com esse inseticida. A taxa de respiragdo de lagartas de A.
gemmatalis diminuiu até 3 horas apds a exposicdo ao indoxacarbe com alteragdes
nas respostas comportamentais e a atividade locomotora da mesmas. O
indoxacarbe causou efeitos letais e subletais em A. gemmatalis e, portanto, pode

ser recomendado no controle dessa praga em lavouras de soja.

Palavras chave: Atividade locomotora, controle de pragas, inseticida, lagarta-da-

soja, oxadiazinas.
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1. Introducao

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae), praga da soja,
causa desfolhamento severo em extensas areas dessa cultura (Carneiro et al.,
2018; Silva Junior et al., 2020). No Brasil, programas de manejo integrado de
pragas, incluindo o controle biolégico, foram implementados (Castro et al., 2013),
mas com limitagdes para o manejo de A. gemmatalis (Bueno et al., 2020). A
especificidade de plantas transgénicas, expressando proteinas de Bacillus
thuringiensis, a pragas-alvo € alta, porém seu uso extensivo tem aumentado os
casos de resisténcia de insetos (Mushtaq et al., 2017; Bengyella et al., 2018). Por
outro lado, a compatibilidade de vespas parasitéides com inseticidas quimicos
pode limitar o uso combinado desses métodos em programas de manejo integrado
de pragas (Desneux et al., 2007; Schneider et al., 2008; Morales et al., 2020).

No Brasil, o controle quimico € o método mais utilizado contra A.
gemmatalis, sendo inseticidas carbamatos, organofosforados e piretréides os mais
comuns (Agrofit, 2020; Plata-Rueda et al., 2020b). Esses inseticidas, usados em
areas extensas com monocultura de soja, reduzem o nivel de infestacdo de insetos
desfolhadores (Hurley et al., 2020).

O indoxacarbe, do grupo quimico das oxadiazinas, € usado no controle de
pragas em culturas agricolas e florestais (Bird, 2017; Zhang et al., 2017; Shi et al.,
2018). Esse inseticida, do tipo pirazolina, € bioativado no intestino dos insetos
para o metabdlito N-decarbometoxilado, que bloqueia os canais de sédio e evita o
influxo de sédio para o neurdnio (Caballero et al., 2019). O indoxacarbe atua em
insetos por contato e ingestdo (Wing et al., 2000), mas a extensdo e o0s

mecanismos desses efeitos nao sio, totalmente, conhecidos.
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Inseticidas sao eficazes e reduzem, rapidamente, as populacdes de insetos-
praga na cultura da soja (Bilal et al., 2020). O indoxacarbe nao estd registrado, no
Brasil, para o manejo de A. gemmatalis, mas sua eficdcia contra pragas de soja,
como Helicoverpa armigera Hiibner, Chrysodeixis includens Walker e
Spodoptera frugiperda Smith (Noctuidae) foi relatada (Agrofit, 2020; Cui et al.,
2018; Ramos et al., 2018).

Inseticidas podem induzir efeitos letais e subletais e de longo prazo, ainda,
pouco estudados (Plata-Rueda et al., 2019a). O indoxacarbe, com amplo espectro
de acdo e toxicidade para artropodes (Bird, 2017), € um dos inseticidas mais
usados no manejo de insetos praga (Brier et al., 2008), mas seus efeitos letais e
subletais em A. gemmatalis devem ser melhor estudados. O objetivo foi avaliar a
toxicidade de indoxacarbe e alteracdes na sobrevivéncia, taxa de respiracdo e

respostas comportamentais de lagartas de A. gemmatalis mediadas por esse

inseticida.

2. Material e métodos
2.1. Insetos

Lagartas de A. gemmatalis foram obtidas da criacdo massal do Laboratorio
de Controle Bioldgico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa em Vicosa, Minas
Gerais, Brasil e mantidas a 25 + 2°C, 75 * 5% de umidade relativa e fotofase de
12 horas. Essas lagartas foram alimentadas com dieta artificial constituida por 10
g de 4gar, 15,6 g de levedura de cerveja, 25 g de gérmen de trigo, 25 g de proteina
de soja, 31,2 g de feijao, 12,5 g de caseina, e 2,5 mL de solucdo de vitaminas

(1,2% de é&cido ascorbico, 0,03% pantotenato de cdlcio, 0,015% de niacina,

13


javascript:%20NewWindow('!ap_praga_detalhe_cons?p_id_cultura_praga=5412&p_tipo_janela=NEW','pragas','750',%20'550',%20'yes')
javascript:%20NewWindow('!ap_praga_detalhe_cons?p_id_cultura_praga=3733&p_tipo_janela=NEW','pragas','750',%20'550',%20'yes')

0,008%, riboflavina, 0,004% de tiamina e 0,004% de HCI) (Greene et al., 1976).
Grupos de vinte lagartas de A. gemmatalis foram colocados por pote de
poliestireno (15 x 9 cm), com dieta, até a pupacdo. O alimento foi reposto a cada
48 horas, quando a assepsia dos potes era realizada. Lagartas de terceiro instar,
sem amputagdes ou malformagdes aparentes, foram utilizadas nos bioensaios.
2.2. Bioensaio de concentraciao-mortalidade

O inseticida indoxacarbe (Avatar®; 150 g ia. L!: DuPont Brasil SA:
Alphaville, Barueri, Sdo Paulo) foi diluido em série, obtendo-se seis
concentracdes: 0,15, 0,29, 0,59, 1,17, 2,34, 4,69 mg mL™!, além do controle com
agua destilada. Cada concentracao (1uL) foi aplicada sobre 1 g de dieta artificial.
Trinta lagartas de terceiro instar foram individualizadas em placas de Petri (9 x
2,5 cm) e utilizadas por concentragdo. O nimero de lagartas mortas foi registrado

em intervalos de oito horas por trés dias apds a exposi¢ao a indoxacarbe.

2.3. Bioensaio de tempo-mortalidade
Lagartas de terceiro instar de A. gemmatalis foram individualizadas em
placas de Petri e expostas as concentragdes letais do indoxacarbe (CLos, CLso,
CL7s e Cloo), as quais foram determinadas no bioensaio de concentracio-
mortalidade, além do controle com &4gua destilada. Os procedimentos de
exposicdo, condicdes e numero de insetos foram os mesmos descritos no
bioensaio de concentragdo-mortalidade. O nimero de insetos vivos foi registrado
em intervalos de oito horas por trés dias.
2.4. Taxa de respiracao
Bioensaios de taxa de respiracdo foram conduzidos por 3 h em lagartas de
terceiro instar de A. gemmatalis apds exposicdo ao indoxacarbe (CLso e CLoo) €

aqueles tratados com &4gua destilada utilizados como controle. A produgdo de
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diéxido de carbono (CO2) (uL de CO, h''/inseto) foi medida com respirdmetro do
tipo Analisador de CO, TR3C (Sable System International, Las Vegas, EUA)
(Plata-Rueda et al., 2017). Uma lagarta de A. gemmatalis foi colocada por camara
respirométrica (25 mL) conectada a um sistema fechado. A produgdo de CO; foi
medida apds a aclimatacdo dos insetos por 12 h a 27 + 2 °C. O gds oxigénio
comprimido (99,99% puro) foi passado através da camara a um fluxo de 100 mL
min’! por dois minutos para quantificar o CO2 produzido na cAmara. Este fluxo de
ar forca as moléculas de CO: produzidas a passarem por um leitor de
infravermelho acoplado ao sistema, permitindo uma medi¢do continua do CO;
produzido pelos insetos em cada cidmara. Lagartas de A. gemmatalis, antes e apos
o experimento, foram pesadas em balanca analitica (Sartorius BP 210D,
Gottingen, Alemanha). Quinze repeticdes foram usadas por tratamento (CLso e

CLg) e no controle em delineamento inteiramente casualizado.

2.5. Comportamento locomotor

Lagartas de A. gemmatalis foram colocadas por placa de Petri (90 x 20
mm) com disco de papel de filtro recobrindo o fundo. Os bioensaios de resposta
comportamental foram realizados em arenas metade tratadas com 1 mL da CLso
ou CLgo do inseticida dissolvido de acordo com o tratamento, enquanto a outra
metade foi tratada apenas com dgua destilada como controle. Uma lagarta de A.
gemmatalis foi liberada no centro da arena com a metade tratada com inseticida
(no papel filtro) e mantida por 10 min. Vinte insetos foram usados por
concentracdo letal em delineamento inteiramente casualizado. A atividade
locomotora de cada inseto na arena foi gravada com filmadora digital (XL1 3CCD
NTSC, Canon, Lake Success, NY, EUA) equipada com lente de video 16x

(ZoomXL 5.5-88 mm, Canon). A distancia de caminhamento e o tempo parado
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dos insetos foram registrados com sistema de rastreamento de video (ViewPoint
LifeSciences, Montreal, Quebec, Canadd). Insetos que gastaram <1 s ou 50% do
tempo na metade da superficie tratada da arena com inseticida foram considerados
repelidos ou irritados, respectivamente (Plata-Rueda et al., 2019b).
2.6. Analise estatistica

Os dados de concentragdo-mortalidade foram submetidos a andlise probit,
gerando uma curva de concentragdo-mortalidade (Finney, 1964). Os dados de
tempo—mortalidade foram submetidos a andlise de sobrevivéncia usando o
estimador Kaplan—Meier (teste log-rank) através do software Origin Pro v. 9.1.
(OriginLab Corporation, 2013). Dados das lagartas que sobreviveram até o final
do experimento foram tratados como censurados e aqueles do comportamento
locomotor e a taxa de respiracdo a andlise de varidncia (ANOVA). As médias
foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey (HSD) em nivel de significincia
de 5%. Dados do comportamento locomotor e taxa de respiracdo foram
transformados em arco seno para satisfazer pressuposicdoes de normalidade e
homocedasticidade. Dados dos bioensaios de concentracao-mortalidade, taxa de
respiragdo e comportamento locomotor foram analisados usando o SAS para

Windows v. 9.0. (SAS Institute, 2002).

3. Resultados

3.1. Bioensaio de concentraciao-mortalidade
As concentragdes letais do indoxacarbe (*= 64,24, GL= 5, P< 0,0001)
(Tab. 1) foram téxicas para A. gemmatalis com CLas= 1,31 (0,92-1,57) mg mL’,

CLso= 1,93 (1,69-2,13) mg mL"!, CL7s= 2,55 (2,34-2,82) mg mL"' e CLoo= 3,17
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(2,89-3,60) mg mL™! para lagartas de terceiro instar (Fig. 1). A mortalidade foi
menor que 1% no controle.
3.2. Bioensaio de tempo-mortalidade
A sobrevivéncia de lagartas de A. gemmatalis, expostas ao indoxacarbe,
diferiu entre as concentracdes estimadas desse inseticida, pelo estimador Kaplan-
Meier (teste log-rank: X2= 54,86, GL= 4, P< 0,0001) (Fig. 2). A sobrevivéncia foi
de 83%, 64%, 40%, 16% e de 8%, apds 72 horas, para lagartas do controle e para
aquelas expostas as CLps, CLso, CL 75 e CLgo do inseticida indoxacarbe,
respectivamente. Reducdo da sobrevivéncia foi observada oito horas apds a
exposicao as concentragdes letais CL7s e CLoo do indoxacarbe.
3.3. Taxa de respiracao
A taxa de respiracdo das lagartas, que ingeriram dieta com indoxacarbe,
diferiu do controle (Fa4s= 5,47; P< 0,001). O indoxacarbe reduziu a taxa de
respiracdo de A. gemmatalis ap6s uma e trés horas de exposicdo as CLso e CLog
(Fig. 3).
3.4. Comportamento locomotor
A distancia de caminhamento pelas lagartas foi maior no controle que em
arenas com concentragdes letais (CLso e CLgo) de indoxacarbe (F2,15= 1.79; P<
0,0001) (Fig. 5A). Lagartas permaneceram por maior tempo paradas na CLoo que

no controle (F2,15=1,61; P< 0.001) (Fig. 5B).

4. Discussdo
O indoxacarbe € toxico para lagartas de A. gemmatalis, com forte efeito
por ingestdo [CLso= 1,93 (1,69-2,13) mg mL™'], como relatado para Trichoplusia

ni Hiibner (Hemiptera: Noctuidae), Plutella xylostella Linnaeus (Plutellidae),
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Helicoverpa armigera Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) e Crysodeixis includens
Walker (Lepidoptera: Noctuidae) (Hannig et al., 2009; Cui et al., 2018; Ramos et
al., 2018). Apdés a ingestdo, o indoxacarbe €& bioativado, por enzimas
(esterases/amidases), no metabdlito N-descarbometoxilado (DCJW), que impede a
entrada de sédio nos neurdnios (Gondhalekar et al., 2016; Zhang et al., 2016),
induzindo sintomas de neurointoxicacdo como convulsdes, paralisa¢io
locomotora, fago-inibi¢do e morte do inseto (Wing et al., 2000; Tillman et al.,
2002; Li et al., 2018).

A mortalidade em lagartas de A. gemmatalis, ap0Os oito horas da exposi¢ao
ao indoxacarbe é semelhante a relatada para Trichoplusia ni (Noctuidae),
Helicoverpa zea (Noctuidae), Plutella xylostella (Plutellidae), Spodoptera exigua
(Noctuidae) e Helicoverpa armigera (Noctuidae) (Hannig et al., 2009; Bird et al.,
2020). Os diferentes efeitos das concentragdes letais no tempo-mortalidade podem
estar associados a quantidade de indoxacarbe necessdria para induzir
neurotoxicidade aguda ou cronica (Martinez et al., 2019), de acordo com a
exposi¢do (oral ou contato) (Wing et al., 2000; Martinez et al., 2014). O rpido
efeito de indoxacarbe contra lagartas de A. gemmatalis, com reducao da populacio
de inseto, durante os primeiros dias de infestacdo € essencial para a protecao das
culturas (Plata-Rueda et al., 2020a).

A reducdo da taxa de respiracdo de A. gemmatalis até 3 h apds a exposi¢ao
ao indoxacarbe indica estresse fisioldgico (Castro et al., 2020) e pode reduzir a
energia das funcgdes fisioldgicas necessdrias para produzir os mecanismos de
defesa contra compostos toxicos (Fiaz et al., 2018a; Briigger et al., 2019). Baixas
taxas de respiracao aumentam o custo de aptidao, pois recursos e energia devem

ser realocados em detrimento de outros processos metabdlicos (Fiaz et al., 2018b;
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Plata-Rueda et al., 2019a), prejudicando a atividade muscular e causando paralisia
permanente (Briigger et al., 2019; Plata-Rueda et al., 2019b). As baixas taxas de
respiracdo de A. gemmatalis, expostas ao indoxacarbe, aumentam os custos de
performance e a realocacdo de energia afetando outros processos fisioldgicos.
Esses efeitos negativos favorecem o uso de indoxacarbe para controlar A.
gemmatalis.

A menor distancia percorrida e o maior tempo parado por lagartas de A.
gemmatalis com a CLsp e CLgo de indoxacarbe podem ser devido a acdo desse
inseticida no sistema nervoso, podendo estimular ou reduzir a mobilidade de
insetos (Plata-Rueda et al., 2020a; Hannig et al., 2009; Zhu et al., 2013). A
repeléncia de A. gemmatalis pelo indoxacarbe pode estar associada aos
mecanismos respiratorios do inseto (Plata-Rueda et al., 2019a). Os inseticidas
inalados por insetos sdo transportados para diferentes tecidos através da rede de
traquéias e traquéolas, atingindo seu local de acdo (Martinez et al., 2015; Plata-
Rueda et al., 2020b). Respostas comportamentais de insetos expostos a inseticidas
sdo alteradas (Plata-Rueda et al., 2019a) e o mesmos tendem a deixar ambientes
com compostos toxicos (Desneux et al., 2007; Fiaz et al., 2018b). A repeléncia de
lagartas de A. gemmatalis, pelo indoxacarbe, sugere que o uso desse inseticida
pode ser uma abordagem inovadora para controlar esta praga com manipulacdo de
seu comportamento de forrageamento.

O indoxacarbe é téxico quando ingerido por lagartas de A. gemmatalis
causando alta mortalidade e efeitos deletérios na taxa de respiragdo e
comportamento locomotor das mesmas. Portanto, os efeitos causados pelo
indoxacarbe em A. gemmatalis sdo suficientes para reduzir a sobrevivéncia desse

inseto.
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6. Tabela

Tabela 1. Concentracdes letais do indoxacarbe para lagartas de terceiro instar de

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)

ICL 2VE (mg mL1) ’IC (mg mL) s
25 1,31 0,92—-1,57
50 1,93 1,69-2,13

64,24
75 2,55 2,34-2.82
90 3,17 2,89-3,60

Concentragdes letais !CLas, CLso, CL7s e CLoo causando 25, 50, 75 e 90% de
mortalidade; 2VE, valor estimado, ’IC, intervalo de confianga, 4 XZ, valor do
qui-quadrado para concentragOes letais e limites fiduciais baseados em uma

escala logaritmica em nivel de significincia de P< 0,001.
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7. Figuras
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Figura 1. Curva de mortalidade de lagartas de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) expostas a diferentes concentracdes letais do
indoxacarbe. Ponto preto representa a concentragdo letal (CLso) estimada pela

andlise probit. Linhas pontilhadas delimitam os intervalos de confianga de 95%.

28



1,0

= 0,87
Q
=
<«
2
5
& 0,6
? R .
175
Q
o
Q
5 0,4
=
iz ]
Controle
CLyc= 1,31 mgmL’
072 | 25 1
—CLgp= 1,93 mgmL’
CL75= 2,55 mgmL"
75 g 1 ]
—CLQO— 3,17 mg mL”
0,0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80
Tempo (h)

Figura 2. Curvas de sobrevivéncia para lagartas de terceiro instar de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) expostas a diferentes concentracdes de
indoxacarbe por 72 h usando o método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste

log-rank (log-rank XZZ 54,86; P< 0,0001).
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Figura 3. Taxa de respiracdo (média + erro padrdo) de lagartas de terceiro instar
de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) expostas via ingestdo ao
indoxacarbe (valores estimados de CLso e CLgg). Médias com letras diferentes no

mesmo tempo diferem pelo teste de Tukey (P< 0,05).
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Figura 4. Faixas representativas mostrando a atividade de caminhamento de
lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) por 10 min em arenas
de papel de filtro metade impregnadas com indoxacarbe (metade superior de cada
arena). Faixas vermelhas representa caminhamento em alta velocidade; faixas

verdes indicam baixa velocidade.
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Figura 5. Distancia de caminhamento (A) e tempo de parado (B) (média + erro
padrdo) durante 10 minutos por lagartas de terceiro instar Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) expostas ao indoxacarbe (valores estimados Controle,
CLso e CLoo). Os tratamentos (média + erro padrao) diferem em P< 0,05 pelo teste

de Tukey.
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CAPITULO 2

Sobrevivéncia, respiracao e comportamento locomotor do percevejo
predador Podisus distinctus (Heteroptera: Pentatomidae) mediados pelo

inseticida indoxacarbe

Resumo: A seletividade de inseticidas a inimigos naturais € importante para o
Manejo Integrado de Pragas (MIP), pois esses compostos podem causar efeitos
colaterais em organismos ndo-alvo. O objetivo foi avaliar a toxicidade do
indoxacarbe e alteragdes na sobrevivéncia, taxa de respiracdo € respostas
comportamentais de adultos de P. distinctus mediados por esse inseticida. O
indoxacarbe foi téxico para adultos de P. distinctus (CLso= 4,98 mg mL ™' e CLoo=
11,09 mg mL™") com sobrevivéncia de 100% sem exposi¢io a esse inseticida e de
56% e 19% naqueles expostos ao indoxacarbe nas CLso € CLogo, respectivamente.
A mobilidade de P. distinctus foi maior nas arenas tratadas com o inseticida.
Essse inseticida ndo reduziu a taxa de respiracdo de P. distinctus por até 3 horas
ap0s a exposi¢do ao mesmo, mas causou hiperatividade nesse predador. O
indoxacarbe causou efeitos letais e subletais em P. distinctus e, portanto, ndo deve
ser recomendado, com esse predador, no manejo integrado de insetos-praga

agricolas e florestais.

Palavras-chave: Controle bioldgico, inimigo natural, organismo ndo-alvo,

oxadiazinas, resposta comportamental.
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1. Introducao

Podisus distinctus Stial (Heteroptera: Pentatomidae), inseto predador
generalista, agressivo, com alta voracidade e zoofitéfago, tem potencial para o
manejo de lagartas desfolhadoras em plantagdes agricolas e florestais (Martinez et
al., 2015; Tavares et al., 2017; Pires et al., 2020). A biologia e a ecologia de P.
distinctus, incluindo seu desenvolvimento (Lacerda et al., 2004), morfologia (S4
et al., 2013), reprodugdo (Zanuncio et al., 2013), alimentagdo (Tavares et al.,
2017) e ultraestrutura das glandulas salivares (Martinez et al., 2015) foram
estudados.

A compatibilidade dos inseticidas com inimigos naturais € fundamental em
programas de Manejo Integrado de Pragas (Zanuncio et al., 2016; Torres et al.,
2018; Suarez-Lopez et a., 2020). O controle quimico € o método mais usado no
manejo de insetos-praga (Pazzini, 2013; Li et al., 2020), mas problemas
relacionados ao uso de inseticidas, como a toxicidade aguda contra inimigos
naturais (Martinez et al., 2018; Machado et al., 2019), pode limitar o uso desses
compostos. Além disso, inseticidas podem ndo causar a morte, mas provocar
efeitos adversos na fisiologia € comportamento dos insetos (Desneux et al., 2007,
Torres et al., 2018). A busca por inseticidas mais seguros a saide humana e ao
meio ambiente tem resultado no desenvolvimento de compostos especificos para
pragas e seletivos a organismos ndo-alvo (Ribeiro et al., 2015; Fernandes et al.,
2016; Ricupero et al., 2020).

Insetos predadores, com tolerancia a inseticidas, tem maior potencial em
programas de MIP (Zanuncio et al., 2011; Rodrigues et al., 2013; Mansoor et al.,
2020). O indoxacarbe € toxico a lepiddpteros pragas como Helicoverpa armigera

Hiibner, Chrysodeixis includens Walker, Spodoptera frugiperda Smith e
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Spodoptera littoralis Boisduval (Noctuidae) (Agrofit, 2020; Cui et al., 2018;
Othman et al., 2020), os quais sdo presas naturais de P. distinctus em culturas
agricolas e florestais. Por outro lado, o indoxacarbe pode causar efeitos letais e
subletais em insetos predadores (Silva et al., 2017; Shan et al., 2020).

Indoxacarbe e outras oxadiazinas causam paralisia em insetos por
interromperem a transmissao de impulsos nervosos devido a a¢do sobre os canais
de sédio dependentes de voltagem (Wing et al., 1998, 2000; Gondhalekar et al.,
2016). Efeitos toxicos causados pelo indoxacarbe ndo foram estudados em P.
distinctus e a sobrevivéncia, taxa de respiragdo e comportamento locomotor de
insetos predadores, expostos ao inseticida indoxacarbe, precisam ser melhor
estudados.

O objetivo foi avaliar a toxicidade do indoxacarbe e alteracOes na
sobrevivéncia, taxa de respiracdo e respostas comportamentais de adultos de P.

distinctus mediados por esse inseticida.

2. Material e métodos
2.1. Insetos

Podisus  distinctus e Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera:
Tenebrionidae) foram obtidas da criacio massal do Laboratério de Controle
Biol6gico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa em Vigosa, Minas
Gerais, Brasil e mantidos a 25 + 2 °C em 70 + 10% de umidade relativa com
fotofase de 12 horas. Adultos de P. distinctus foram alimentados com pupas de 7.
molitor e folhas de Eucalyptus grandis (W. Hill ex. Maiden) ad libitum. Larvas de

T. molitor foram alimentadas com farelo de trigo e frutos de Sechium edule (Jacq.)
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Swartz até a fase pupal. Pupas de T. molitor foram mantidas em bandejas plasticas
(60 x 40 x 12 cm). Adultos saudaveis, sem amputagdes aparentes, de P. distinctus
e pupas de 7. molitor foram usados nos bioensaios.
2.2. Bioensaio de concentracao-mortalidade
O inseticida, indoxacarbe (Avatar®; 150 g ia. L' DuPont Brasil SA;
Alphaville - Barueri - SP) foi diluido em série, obtendo-se seis concentragdes
2,34, 4,69, 9,38, 18,75, 37,50 e 75 mg mL, para avaliar sua toxicidade e
determinar as concentragdes letais (CL2s, CLso, CL75 € CLoo). Agua destilada foi
usada como controle negativo. Aliquota de 1 pL foi aplicada no térax de adultos
de P. distinctus, com uma micropipeta. Uma pupa de T. molitor foi colocada por
tubo de vidro (2 x 10 cm) como fonte de alimento para um adulto de P. distinctus.
Trinta adultos de P. distinctus foram utilizados por concentracdo e o nimero de
insetos mortos contabilizado 72 h apds a exposi¢do ao indoxacarbe.
2.3. Bioensaio de tempo-mortalidade
Os adultos de P. distinctus foram individualizados em tubos de vidro (2 x
10 cm), de acordo com o bioensaio concentragdo-mortalidade, e expostos as
concentracdes letais do indoxacarbe (CLzs, CLso, CL75 e CLoo) além da
testemunha com 4gua destilada. Os procedimentos de exposi¢do, condicdes e
nimero de insetos foram os mesmos descritos no bioensaio de concentracio-
mortalidade. Trinta adultos foram utilizados por concentracdo do inseticida em
delineamento inteiramente casualizado. O nimero de insetos vivos foi registrado
em intervalos de oito horas durante trés dias.
2.4. Taxa de respiracao
Os bioensaios de taxa de respira¢do foram conduzidos por 3 h com adultos

de P. distinctus ap6s exposicdo as concentragdes CLso e CLoo do indoxacarbe de
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acordo com os procedimentos na secao 2.2. Insetos tratados com dgua destilada
foram utilizados no controle. A producao de di6xido de carbono (CO;) (uL CO2
h™!/inseto) foi medida em respirdmetro do tipo analisador de CO, TR3C (Sable
System International, Las Vegas, NE, EUA) (Plata-Rueda et al., 2019). Um adulto
de P. distinctus foi colocado por camara respirométrica (25 mL) conectada a um
sistema fechado. A producdo de CO; foi medida apds aclimataciao dos insetos por
12 h a 27 = 2 °C. O gas oxigénio comprimido (99,99% puro) foi passado pela
cAmara a uma taxa de fluxo de 100 mL min™' por dois minutos para quantificar o
CO; produzido. O fluxo de ar for¢a as moléculas de CO> produzidas a passarem
por um leitor de infravermelho acoplado ao sistema, medindo continuamente a
producdo desse gés pelos insetos na camara. Adultos de P. distinctus foram
pesados, antes e apOs o experimento, em balanca analitica (Sartorius BP 210D,
Gottingen, Alemanha). Quinze repeti¢cOes foram utilizadas por concentragdo (CLso
e CLoo) e no controle em delineamento inteiramente casualizado.
2.5. Comportamento locomotor

Adultos de Podisus distinctus foram colocados em placas de Petri (90 x 20
mm) com um disco de papel de filtro. Os bioensaios de resposta comportamental
foram realizados em arenas metade tratadas com 1 mL da CLso ou da CLgo do
inseticida dissolvido de acordo com o tratamento, enquanto a outra metade foi
tratada, apenas, com dgua destilada como controle. Um adulto de P. distinctus foi
liberado no centro da placa de Petri (sobre o papel de filtro) e avaliado por 10
min. Vinte insetos foram usados por concentracdo letal em delineamento
inteiramente casualizado. O movimento de cada inseto dentro da placa de Petri foi
registrado com uma filmadora digital (XL1 3CCD NTSC, Canon, Lake Success,

NY, EUA) equipada com lente de video 16 x (ZoomXL 5,5-88 mm, Canon). A
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distancia de caminhamento e o tempo parado de cada inseto foram obtidos com
sistema de rastreamento de video (View Point Life Sciences, Montreal, Quebec,
Canadd). Os insetos que passaram <1 s ou <50% do periodo na metade da arena
tratada com inseticida foram considerados repelidos e irritados, respectivamente
(Plata-Rueda et al., 2019).
2.6. Analise estatistica

Os dados de concentragdo-mortalidade foram submetidos a andlise probit,
gerando uma curva concentragdo-mortalidade (Finney, 1964). Os dados de tempo-
mortalidade foram submetidos a andlise de sobrevivéncia usando o estimador
Kaplan-Meier (teste log-rank) através do software Origin Pro v. 9.1. (OriginLab
Corporation, 2013). Dados dos insetos que sobreviveram até o final do
experimento foram tratados como censurados € aqueles do comportamento
locomotor e da taxa de respiracdo a andlise de variancia (ANOVA). As médias
foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey (HSD) em nivel de significincia
de 5%. Dados do comportamento locomotor e taxa de respiracdo foram
transformados em arco seno para satisfazer as pressuposi¢oes de normalidade e
homocedasticidade. Dados dos bioensaios de concentracao-mortalidade, taxa de
respiragdo e comportamento locomotor foram analisados usando o SAS para

Windows v. 9.0. (SAS Institute, 2002).

3. Resultados

3.1. Bioensaio de concentracao-mortalidade
As concentragdes letais do indoxacarbe (;(2: 81,69, GL= 5, P< 0,001)

(Tabela 1) foram toxicas a P. distinctus com CLzs= 3,33 mg mL!, CLso= 4,98 mg
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mL!, CL7s= 7,43 mg mL! e CLoo= 11,09 mg mL"! para adultos desse predador

(Figura 1). A mortalidade foi menor que 1% no controle.

3.2. Bioensaio de tempo-mortalidade
A sobrevivéncia de adultos de P. distinctus, expostos ao indoxacarbe,
diferiu entre tratamentos ()(2 = 16,67, GL= 4, P< 0,01) (Fig. 1 B) com 100% no
controle € 67%, 56%, 58% e 19% com as CLys, CLso, CL75 e ClLoo,
respetivamente, apos 72 horas.
3.3. Taxa de respiracao
A taxa de respiracdo de P. distinctus, exposto as concentracdes CLso e
CLoo do indoxacarbe, ndo diferiu do controle entre uma e trés horas apds a
exposicao a esse inseticida (F248= 0,14; P=0,87) (Figura 3).
3.4. Comportamento locomotor
A distancia de caminhamento pelos adultos de P. distinctus fol menor no
controle que nas arenas tratadas com as concentragdes letais (CLso € Cloo) do
indoxacarbe (F2,15= 13,55; P< 0,001). Os insetos permaneceram menor tempo
parado nas concentragdes CLso e CLgo deste inseticida, que no controle (F2,15=

5,95; P<0,01) (Figuras 4 e 5).

4. Discussao

O inseticida indoxacarbe € toxico ao percevejo predador P. distinctus, com
CLso= 4,98 mg mL! (4,22-5,69 mg mL"), diminuindo a sobrevivéncia e alterando
a taxa de respiracdo e o comportamento locomotor desse predador. A
susceptibilidade a inseticidas depende da via de exposicdo e do estigio de
desenvolvimento (Wing et al., 2000; Desneux et al., 2007; Fogel et al., 2013). A

toxicidade de indoxacarbe a P. distinctus, em diferentes concentracdes, &
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semelhante a relatada para os predadores Macrolophus pygmaeus Rambur,
Nesidiocoris tenuis Reuter e Chrysoperla genanigra Freitas (Arné & Gabarra,
2011; Silva et al., 2017; Asma et al., 2018). O indoxacarbe bloqueia os canais de
s6dio, reduzindo a transmissdo de impulsos nervosos (Wing et al., 2000),
induzindo convulsdes, paralisacdo locomotora, fago-inibicdo e morte (Wing et al.,
2000; Wang et al., 2016; Li et al., 2018). O indoxacarbe € eficaz no controle de
lepidépteros praga (Zhang et al., 2017), mas ndo € seletivo para o predador P.
distinctus.

A sobrevivéncia de P. distinctus indicou a necessidade de longos periodos
de exposi¢do, 32 a 72 horas, ao indoxacarbe para causar a mortalidade desse
predador. Isso € atribuido a lenta conversdo de indoxacarbe em seu metabdlito
ativo N-descarbometoxilado (DCJW) em percevejos, fator critico na toxicidade
desse inseticida em insetos (Wing et al., 1998; Wing et al., 2000; Silver et al.,
2005). A penetracdo na cuticula e subsequente conversdo de indoxacarbe em
insetos ndo-lepiddpteros €, relativamente, baixa quando aplicado topicamente;
conversdo que esta correlacionada com o aparecimento de sintomas neurotoxicos
(Wing et al, 2000). Os diferentes efeitos das concentragdes letais na
sobrevivéncia de P. distinctus por periodo podem estar associados a quantidade de
indoxacarbe necessario para induzir neurotoxicidade aguda ou crénica em insetos
(Rimoldi et al., 2017; Martinez et al., 2019). A mortalidade de P. distinctus foi
alta quando exposto a CLgo do indoxacarbe.

A taxa de respirag¢do de adultos de P. distinctus ndo foi reduzida, entre 1 e
3 h, apds exposi¢do as concentracdes letais de indoxacarbe, indicando baixo custo
fisiolégico e reduzido impacto na defesa metabdlica contra compostos téxicos por

esse predador. O reduzido efeito na taxa de respiracdo foi, também, relatado para
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outros insetos expostos a diferentes inseticidas, como Melipona quadrifasciata
Lepeletier (Hymenoptera: Apidae) a azadiractina (Bernardes et al., 2017) e
Plebeia lucii Moure (Hymenoptera: Apidae) ao espinosade (Marques et al., 2020).
A taxa de respiracdo de adultos de P. distinctus ndao diminuiu apds exposi¢ao ao
indoxacarbe com reduzidos custos de adequacdo e realocagdo de energia para
outros processos fisioldgicos (Plata-Rueda et al., 2020).

A mudanga nos padrdes de locomogao, causados pelo indoxacarbe, em P.
distinctus parece ser devido a agdo toxica desse inseticida no sistema nervoso em
insetos (Haynes, 1988; Plata-Rueda et al., 2020). Compostos téxicos podem
alterar a resposta comportamental de insetos apds a exposicdo (Xiao et al., 2017;
Castro et al, 2018). Adultos expostos a indoxacarbe aumentaram
progressivamente a distdncia de caminhamento e reduziram o tempo parado,
indicando hiperatividade locomotora (Alzogaray & Zerba, 2001; Lima et al.,
2020; Plata-Rueda et al., 2020). Mudancas comportamentais com as diferentes
concentracdes de indoxacarbe podem ser devidas ao seu efeito no bloqueio dos
canais de s6dio dos neurdnios que sdo locais de acao desse inseticida (Wing et al.,
2000; Silver et al., 2010). Varios outros estudos relatam hiperatividade em insetos
expostos a compostos toxicos (Alzogaray & Zerba, 2001; Fiaz et al., 2019; Lima
et al., 2020, Plata-Rueda et al., 2020).

O indoxacarbe causou alta mortalidade, reduziu a sobrevivéncia e alterou
as respostas comportamentais de P. distinctus. O indoxacarbe combinado com

esse predador deve ser melhor avaliado no MIP.
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4. Tabela

Tabela 1. Concentracdes letais do indoxacarbe a adultos de Podisus distinctus

(Heteroptera: Pentatomidae)

IConcentragio 2VE (mg mL) ’IC (mg mL™") e
Clos 3,33 2,55-3,97
CLso 4,98 4,22-5,69
81,69
Clys 7,43 6,50-8,75
CLogo 11,09 9,32-14,49

ICL, concentracdo letal (CL2s, CLso, CL75 e CLoo) causando 25, 50, 75 € 90 % de
mortalidade; *VE, valor estimado; °IC, intervalo de confianca; %y, O valor
calculado do teste qui-quadrado para as concentracdes letais e limites fiduciais

baseados em escala logaritmica em nivel de significancia em P< 0,001.
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5. Figuras
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Figura 1. Curva de mortalidade de adultos de Podisus distinctus (Heteroptera:

Pentatomidae) expostos a diferentes concentracdes letais do indoxacarbe. Ponto

preto representa a concentragdo letal (CLso) estimada pela analise probit. Linhas

pontilhadas delimitam os intervalos de confianca de 95%.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia para adultos de Podisus distinctus
(Heteroptera: Pentatomidae) expostos a diferentes concentragdes do indoxacarbe
por 72 h usando o método de Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de log-rank

(= 15,53; P< 0,01).
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Figura 3. Taxa de respiracdo (média + erro padrdo) de adultos de Podisus
distinctus (Heteroptera: Pentatomidae) expostos ao indoxacarbe (valores
estimados de CLso e CLgo). Médias com mesma letra, no mesmo tempo, nao

diferem pelo teste de Tukey (P< 0,05).
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Controle

Figura 4. Atividade locomotora de adultos de Podisus distinctus (Heteroptera:
Pentatomidade) por 10 minutos em arenas de papel filtro (9 cm de didmetro) com
metade impregnada com indoxacarbe (metade superior de cada arena). Trilhas
vermelhas indicam alta velocidade de caminhada; faixas verdes indicam baixa

velocidade.
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Figura 5. Distancia de caminhamento (A) e tempo parado (B) (média * erro
padrao) durante 10 minutos de adultos de Podisus distinctus (Heteroptera:
Pentatomidae) expostos ao indoxacarbe (valores estimados Controle, CLso e

CLoo). Médias com mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P< 0,05).
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