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WAGNER, Fernanda Osmara. Métodos de bioensaios e modos de acédo de
inseticidas para caracterizar suscetibilidade e resisténcia dos percevejos
Euschistus heros e Dichelops melacanthus. Dissertacdo de Mestrado em
Agronomia — Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

RESUMO

A soja € uma das culturas mais cultivadas no pais, sendo os percevejos da familia
Pentatomidae responséveis por parte das maiores perdas em produtividade. O
percevejo marrom, Euschistus heros, causa danos severos em soja. Por outro lado,
o percevejo barriga-verde, Dichelops melacanthus, causa danos intensos em milho
e trigo, podendo atacar também a soja. Para seu controle, podem ser realizadas
pulverizacdes com inseticidas ou o tratamento de sementes, como no caso de D.
melacanthus. O objetivo deste trabalho, foi determinar a viabilidade de realizar
bioensaios de ingestdo em E. heros e D. melacanthus, assim como determinar o
modo de acao dos inseticidas utilizados para o controle do percevejo E. heros. Os
insetos utilizados para o ensaio de ingestdo eram provenientes do laboratdrio e nos
ensaios de aplicacao tépica, foram realizadas coletas de campo em: Candido Mota,
SP, Palmital, SP, Pedrinhas Paulista, SP e Sertaneja, PR. Os dados obtidos foram
analisados por ANOVA e analise de Probit. A CLso de E. heros para a mistura
thiametoxam + lambda cialotrina calculada foi de (0,038 + 0,028 ug de i.a.mL?) e
para D. melacanthus (0,219 + 0,164 ug de i.a.mL™), respectivamente. Nos ensaios
de ingestéo, essa mistura causou mortalidade elevada em comparacao aos outros
ingredientes ativos testados. Quando foi realizada a inoculacdo com o inseticida
thiametoxam e o0 agente sinergista butéxido de piperonila (PBO) as mortalidades
foram significativamente maiores nas quatro populagdes testadas indicando que as
enzimas monooxigenases estariam realizando a detoxificacdo do inseticida. Da
mesma forma, o imidacloprido causou maior mortalidade quando aplicado com o
mesmo sinergista, indicando detoxificacdo por enzimas monooxigenases e/ou
esterases. Os tratamentos com os piretroides (lambda-cialotrina e beta-ciflutrina) e
o PBO causaram mortalidades superiores ou mais rapidas que o inseticida aplicado
isoladamente. Quando foram realizados os tratamentos com acefato e acefato mais
dietil maleato, as mortalidades de E. heros foram mais rapidas com o sinergista
dietil maleato, indicando o envolvimento de enzimas glutationa-S-transferases, no
processo de detoxificacdo, principalmente com niveis mais elevados na populacéo
de Sertaneja-PR.

Palavras-chave: neonicotindides, piretréides e organofosforados.



WAGNER, Fernanda Osmara. Bioassays by ingestion and modes of action of
insecticides to characterize susceptibility and resistance of stink bugs E.
heros and D. melacanthus. Dissertation (Master’s in Agronomy) — Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

ABSTRACT

Soybean is one of the most cultivated crops in the country, and the stink bugs of the
largest losses in productivity. The Neotropical brown stink bug Euschistus heros
cause severe damage to soybeans, however the green belly stink bug Dichelops
melacanthus cause severe damage to corn and wheat, and can also attack
soybeans. For its control, seed treatment can be performed, as in the case of D.
melacanthus, or sprays with insecticides. The objective of this work was to
determine the feasibility of conducting ingestion biossays in E. heros and D.
melacanthus, as well as to determine the mode of action of the insecticides used to
control the E. heros stink bug. The feasibility of ingestion bioassays on E. heros and
D. melacanthus with systemic inseticides was investigated, as well a topical
bioassay with synergistic substances on E. heros to determine the mode of action
of the most common recommended insecticides. The insects used in the bioassays
were collected in Candido Mota-SP, Palmital-SP, Pedrinhas Paulista-SP and
Sertaneja-PR. The data obtained were analyzed by ANOVA and Probit analysis.
The CLso for E. heros for the thiametoxam + lambda cyhalothrin mixture was (0.038
+ 0.028 g iamL-1) and for D. melacanthus (0.219 + 0.164 ug de i.a.mL?). In
ingestion trials, this mixture achieved high mortality compared to the other active
ingredients tested. When inoculation with the insecticide thiametoxam and the
synergist piperonyl butoxide (PBO) agent was performed, the mortalities were
significantly higher in the four populations tested indicating that the
monooxygenases would be detoxifying the insecticide. Likewise, imidacloprid
caused higher mortality when applied with the same synergist, indicating
detoxification by monooxygenase enzymes. In the same way, treatments with
pyrethroids (lambda-cyhalothrin and beta-cyfluthrin) and PBO caused higher or
faster mortalities than the insecticide applied alone. When treatments with acephate
and acephate plus diethyl maleate were performed, E. heros mortalities were faster
with the synergist diethyl maleate, indicating detoxification of the insecticide by
glutathione-S-transferases enzymes, mainly in the population of Sertaneja-PR.

Key words: neonicotinoids, pyrethroids and organophosphates.
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l.Introducéo

A cultura da soja esta sujeita ao ataque de diversas pragas que atacam
durante o periodo vegetativo e reprodutivo, e frequentemente ha necessidade de
realizar multiplas aplica¢des de inseticidas. Portanto, o manejo adequado pode
diminuir o nimero de aplicagBes durante todo o ciclo da cultura, minimizando
aplicacdes em excesso.

Resultados do manejo integrado de pragas da soja na safra 2015/16 no
Parana, verificaram que a espécie predominante nas Unidades de Referéncia
(URs) é o percevejo-marrom Euschistus heros (Fabricius,1798), o que
corresponde a 63,9% das espécies de pentatomideos presentes durante o ciclo
da soja, por outro lado, o percevejo Dichelops melacanthus corresponde a 10,2%
(CONTE et al.,2016).

Na regido Norte do Parana, o percevejo marrom representa 80,5% do total
de percevejos ao longo da safra 2015/16 e o percevejo D. melacanthus (Dallas,
1851) apresenta 5,9% do total de percevejos (CONTE et al., 2016).

O percevejo-verde (Nezara viridula) foi a espécie predominante nos
primeiros anos de cultivo de soja no Parana na década de 70, cedendo lugar ao
longo do tempo para outras espécies como o percevejo-marrom. Porém tem
ocorrido em proporcdo consideravel em safras recentes, sendo a segunda
espécie mais frequente (CONTE et al.,2016).

Os percevejos sdo considerados como uma das pragas de maior
importancia para a cultura da soja (CORREA-FERREIRA e PANIZZI, 1999,
BELORTE et al., 2003) por se alimentarem diretamente de sementes, sendo
responsaveis por danos que refletem na reducéo da producao, na qualidade das
sementes e por transmisséo de doencas (BELORTE et al., 2003). Pelas altas
densidade e elevados danos ocasionados, destacam-se as espécies E. heros
(Fabricius, 1798), N. viridula (Linneaus, 1758), Piezodorus guildinii (Westwood,
1837), D. melacanthus (Dallas, 1851) (CONTE et al., 2015; SOSA-GOMEZ e
SILVA, 2010), sendo que a flutuacdo populacional de cada espécie e a
severidade dos danos estdo relacionados respectivamente com o estadio
fenoldgico das plantas (BELORTE et al., 2003).

A intensificagdo do cultivo do milho especialmente na segunda época

(safrinha), a rotacdo e sucessao de culturas tém modificado significativamente
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0S agroecossistemas em relacdo a composi¢ao, abundancia e capacidade de
adaptacao de diferentes espécies de pragas (AVILA e DUARTE, 2012).

Essas mudancas, provavelmente, desencadearam o0 crescimento
populacional de algumas espécies de percevejos, como as do género Dichelops,
consideradas pragas secundarias (PANIZZI, 1997) e hoje vistas como pragas
iniciais nas culturas do trigo e do milho (BIANCO, 2005; MANFREDI-COIMBRA
et al., 2005).

Para o controle destes insetos, sdo recomendados inseticidas, que
embora eficazes, frequentemente ocasionam problemas como desequilibrio
ambiental, intoxicagdo humana, residuos em alimentos e elimina¢éo de inimigos
naturais (BYRNE et al., 2003) além de aplicac6es sucessivas de um mesmo
produto quimico podem favorecer a sele¢éo de individuos resistentes (SILVA et
al., 2009; SOSA-GOMEZ et al., 2001).

O controle do percevejo barriga-verde pode ser realizado
preventivamente, empregando-se inseticidas aplicados nas sementes ou em
pulverizacdes realizadas na fase inicial de desenvolvimento da cultura
(ALBUQUERQUE et al., 2006).

A utilizacdo do manejo integrado de pragas é uma excelente alternativa
para o produtor, pois através de um monitoramento na lavoura, pode-se evitar o
uso em excesso de inseticidas e como consequéncia geral, populacdes
resistentes no futuro.

A técnica de bioensaios pode ser um método eficiente para avaliar a
atividade inseticida em percevejos, seja através de ingestao ou aplicacao topica.
Por serem testes rapidos, podem proporcionar respostas sobre diferentes
inseticidas ou caracterizar a respostas de diferentes populagdes.

Considerando que a enzima citocromo P-450 monooxigenase parece
estar envolvida no processo de detoxificagdo em algumas populacdes do
percevejo E. heros (HUSCH, 2016), no presente trabalho, foi testada a acdo do
butéxido de piperonila (PBO) em aplicagbes conjuntas com neonicotindides e
piretroides, em diferentes populac¢des, afim de verificar se o sinergista realcava
a mortalidade dos insetos, confirmando assim seu modo de acdo. A agao do dietil
maleato (DEM) foi testado em conjunto com organofosforado (acefato) a fim de
verificar sua agéo confirmando sua acdo em enzimas do grupo glutationa-S-

transferases.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade de bioensaios por ingestdo para caracterizar a
suscetibilidade de Euschistus heros e Dichelops melacanthus a inseticidas.
Determinar se 0 modo de acdo dos inseticidas, utilizados no controle de

Euschistus heros, pode auxiliar na identificacdo de populagdes resistentes.

2.2. Objetivos Especificos

Construir curvas de suscetibilidade de percevejos através de bioensaios
por ingestéo, utilizando os ingredientes ativos imidacloprido, thiametoxam e as
misturas thiametoxam + lambda-cialotrina, imidacloprido + beta-ciflutrina.

Estabelecer as CLso de thiametoxam, imidacloprido, imidacloprido + beta
— ciflutrina e thiametoxam + lambda-cialotrina por meio de ensaios por ingestao
para D. melacanthus e E.heros.

Verificar, em populacfes geogréficas de E. heros, se 0 modo de a¢éo dos
inseticidas acefato, thiametoxam, lambda-cialotrina, imidacloprido, beta—
ciflutrina e respectivos agentes sinergistas, pode discriminar populacdes
resistentes do percevejo.
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3. Revisdo Bibliografica

3.1. Aculturadasoja

O cultivo da soja [Glycine max (L.) Merrill] revolucionou a pratica da
agricultura no pais, tanto pela abertura de novas areas agricolas, como pelos
desafios no uso de diferentes métodos de controle de pragas (HOFFMANN-
CAMPO, et al., 2012). A cultura constitui um dos produtos de maior importancia
para a economia brasileira (BARBOSA e ASSUMPCAO, 2001) e trata-se da
principal atividade agricola do Brasil (ROESSING e LAZZAROTTO, 2004).

A cultura apresenta grande importancia na agricultura mundial. Devido a
grande diversidade do uso da oleaginosa e ao aumento da demanda global por
alimentos, a area destinada ao cultivo de soja vem aumentando anualmente. De
acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a area
plantada no mundo passou de 81,48 milhfes de hectares na safra 2002/03 para
108,55 milhdes na safra 2012/13, um crescimento de 33% na década. Além do
aumento na area plantada, o investimento em pesquisa e no desenvolvimento
de cultivares melhores adaptadas tem resultado em aumento na produtividade
(MOREIRA, 2013).

Segundo o levantamento da safra brasileira de graos de 2016/2017, a
estimativa é de que a area plantada alcance 33,71 milhfes de hectares. A cultura
da soja, responsavel por 48,68% da area cultivada do pais, permanece como
principal responsavel pelo aumento de area. A estimativa de producéo de graos
€ 227,97 milhdes de toneladas, onde a soja contribui com 110,16 milhdes de
toneladas. A média de produtividade brasileira é estimada em 3.268 kg/ha
(CONAB, 2017).

A regido Sul tem uma estimativa de area para o cultivo de grdos em 19,68
milhdes de hectares, sendo que o Estado do Parana apresenta uma area
estimada de 5,24 milhdes de hectares com a cultura da soja, com uma
produtividade em 3.548 kg/ha (CONAB, 2017).

Entre os insetos que atacam a cultura, os percevejos sugadores de
sementes séo as principais pragas da soja (BELORTE et al., 2003; PANIZZI,
2002; SUJIl et al.,, 2002), principalmente aqueles da familia Pentatomidae
(CORREA-FERREIRA e AZEVEDO, 2002).
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3.2. Importancia do complexo de percevejos na cultura da soja.

Os percevejos fitofagos representam um dos grupos mais importantes de
insetos-pragas na cultura da soja. Por se alimentarem diretamente das vagens,
atingem os graos, afetando seriamente o rendimento, a qualidade fisiologica e
sanitaria da semente (CORREA-FERREIRA, KRZYZANOWSKI e MINAMI,
2009).

O problema da presenca do percevejo na cultura vem se tornando mais
sério a cada safra, em funcdo da ocorréncia de elevadas populac¢des do inseto,
nao-realizacdo de um monitoramento adequado das pragas, desenvolvimento
de populacgdes resistentes e aplicagcdes indiscriminadas de produtos que levam
ao desequilibrio e a ressurgéncia mais rapida dos insetos-praga (CONTE, et al.,
2015, CONTE, et al., 2016, CORREA-FERREIRA, KRZYZANOWSKI e MINAMI,
2009).

Dos percevejos que atacam a soja, as espécies Euschistus heros,
Piezodorus guildini e Nezara viridula se destacam pelos danos que podem
causar (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000), além de espécies menos comuns,
cujos aumentos populacionais séo determinados por sistemas de producéo, por
exemplo, Dichelops melacanthus (PANIZZI, 1997).

O percevejo marrom E. heros (Heteroptera: Pentatomidae) que é nativo
da Regido Neotropical (América Tropical), estd bem adaptado aos climas mais
quentes, sendo mais abundante do Norte do Parand ao Centro Oeste do Brasil
(CORREA-FERREIRA e PANIZZI, 1999; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Esses pentatomideos iniciam o processo de deixar a cultura da soja, apés
atingir o pico populacional durante o periodo em que as plantas iniciam a
senescéncia. Esse processo de abandonar a cultura se intensifica, a medida que
as plantas vdo secando (CORREA-FERREIRA e PANIZZI, 1999). Ap6s o
periodo das culturas de verdo, os percevejos se alimentam de plantas
hospedeiras alternativas e podem completar mais uma geragao, antes de se
deslocarem para abrigos, ou podem ainda, continuar a se reproduzir nas plantas
alternativas. Além disso, algumas espécies podem alimentar-se de culturas de
entressafra, cultivadas em sistema de semeadura direta. Nessas areas,
permanecem no solo sob restos culturais de soja, onde encontram abrigo e
alimento (CORREA-FERREIRA, KRZYZANOWSKI e MINAMI, 2009).
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Portanto, os cultivos da entressafra, bem como as plantas hospedeiras no
entorno da lavoura, contribuem para a sobrevivéncia e a permanéncia das
espécies de percevejos e, principalmente, influenciam a densidade de
percevejos no inicio do ciclo da soja (PANIZZI, BUENO e SILVA, 2012).

Durante a safra da cultura da soja, E. heros pode apresentar trés
geracbes. Apds a colheita, alimentando-se de outras plantas hospedeiras,
completa a quarta geracdo e entra em dorméncia (oligopausa) na palhada da
cultura anterior, onde se protege da acéo dos parasitoides e predadores. Nesse
periodo, que dura aproximadamente sete meses, ndao se alimenta, mas
consegue sobreviver das reservas de lipidios que foram armazenadas antes da
oligopausa (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000, PANIZZI, 1997).

Corréa-Ferreira et al. (2010), estudando parametros bioecoldgicos dessa
espécie, constataram que as altas densidades populacionais, inclusive na fase
vegetativa da soja, estdo também relacionadas com as praticas inadequadas de
manejo, principalmente pelo uso abusivo e errdbneo de agrotoxicos.

Como hospedeiros alternativos deste percevejo, Panizzi (1997, 2003),
Mourdo e Panizzi (2000) citam o amendoim-bravo (Pterogyne nitens Tul.),
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), ligustro (Ligustrum sp.), mamona (Ricinus
communis L.), feijao (Phaseolus vulgaris L.), ervilha (Pisum sativum L.), alfafa

(Medicago sativa L.), e carrapicho de carneiro (Acanthospermum hispidium DC).

3.3. Importéncia do percevejo Dichelops melacanthus nas culturas de

milho, trigo e soja

As mudancas no cendrio agricola decorrentes do sistema de plantio
direto e do cultivo no periodo da chamada “safrinha” tém propiciado o
estabelecimento de diversos insetos-praga (AVILA e DUARTE, 2012;
CHOCOROSQUI e PANIZZI, 2004). Dentre eles, o percevejo barriga-verde
Dichelops melacanthus, que pode atacar as culturas do milho (Zea mays) L.
(CHOCOROSQUI e PANIZZI, 2004; PANIZZI, 1997) e do trigo (Triticum
aestivum) L. na fase inicial de desenvolvimento, especialmente no Parana
(CHOCOROSQUI e PANIZZI, 2004; MANFREDI-COIMBRA et al., 2005;
PANIZZI, 1997).
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Entretanto, na cultura da soja, segundo o levantamento nas Unidades de
Referéncia (URs) do Manejo Integrado de Pragas da soja (MIP) na safra de
2015/2016, este inseto foi a terceira espécie mais frequente no Parana, o que
corresponde a 10,2% do total de percevejos encontrados nas lavouras avaliadas
e na regido Norte do Estado, 0 mesmo apresenta 5,9% de ocorréncia (CONTE
et al., 2016).

O percevejo barriga-verde D. melacanthus é uma praga neotropical
importante em diversas culturas na regido Sul do Brasil (BIANCO, 2005; PANIZZI
et al., 2007).

O sistema de producéo de graos nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul
do Brasil € caracterizado pela utilizacdo do sistema de plantio direto e uso
intenso das areas por cultivo de milho safrinha, o que tem favorecido o
crescimento populacional de algumas espécies de percevejos consideradas
anteriormente pragas secundarias no milho, como o percevejo barriga-verde (D.
melacanthus e D. furcatus), percevejo verde (Nezara viridula) e também o
percevejo marrom (E. heros) (QUINTELA et al., 2006).

No Parana, o cultivo do milho “safrinha” apds a colheita da soja ou do
milho, e a utilizagdo da mesma area para cultivo do trigo no inverno, fornecem
condicBes ideais para a sobrevivéncia de insetos polifagos, como o D.
melacanthus, cuja populagdo aumenta a ponto de causar danos significativos em
diversas culturas (CHOCOROSQUI, 2001).

Na cultura do trigo, com a mudanca do cenario agricola a partir da
implantagéo do sistema de semeadura direta, houve uma mudancga na incidéncia
de percevejos em trigo, onde os restos de cultura sobre o solo criam um
ambiente propicio para abrigo e alimentacdo destes insetos (PANIZZI et al.,
2015).

Isto resultou na recomendacédo aos produtores de controle quimico por
aplicacao de inseticidas nas folhas ou por tratamento de sementes para evitar o
dano percevejos para estas culturas (MARTINS, et al., 2009; BRUSTOLIN,
BIANCO e NEVES, 2011; AVILA e DUARTE, 2012; CHOCOROSQUI e PANIZZI,
2004).
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3.4. Danos dos percevejos

Esses pentatomideos iniciam a colonizacdo das lavouras no final do
periodo vegetativo e inicio da floracdo (R1 a R2) (CORREA-FERREIRA e
PANIZZI, 1999). Nessa época, 0s percevejos da espécie E. heros saem da
oligopausa ou de hospedeiros alternativos e colonizam a soja, aumentando
progressivamente suas populacdes durante a fase reprodutiva (CORREA-
FERREIRA e PANIZZI, 1999; CORREA-FERREIRA, 2005).

Préximo a floracdo, estes insetos iniciam a oviposicdo e a partir do
desenvolvimento de vagens (R3), que os problemas com 0s percevejos Sao
importantes (CORREA-FERREIRA e ROGGIA, 2012).

Portanto, o periodo da cultura mais critico ao ataque desses insetos vai
de R3 até o final do enchimento de graos (R6). No periodo de maturacédo (R7),
proximo a colheita, as plantas suportam ataques maiores de percevejos e sua
produtividade praticamente ndo é afetada (CORREA-FERREIRA e ROGGIA,
2012).

Esses percevejos se alimentam diretamente das sementes, provocando
danos através da abscisdo de legumes. Se a injaria for no inicio do
desenvolvimento destes 6rgédos, podem causar enrugamento e deformacéo de
sementes, quando o ataque ocorre durante o enchimento das sementes, além
de reducbBes no rendimento, na germinacdo, transmissdo de doencas as
sementes e retencao foliar (BELORTE et al., 2003).

Devido ao habito sugador, essa praga afeta irreversivelmente as
sementes, graos e hastes de soja, constituindo-se atualmente como uma das
principais e mais abundantes pragas da cultura no Brasil (SOSA-GOMEZ e
OMOTO, 2012). Os danos aos tecidos vegetais, incluindo sementes e frutos,
resultam da frequéncia da penetracéo do estilete e da duracéo da alimentacao,
associados com as secrecdes salivares que podem ser toxicas e causar necrose
em tais tecidos (PANIZZI, 2000).

Na fase inicial do desenvolvimento das plantas de soja, sdo as espécies
E. heros, D. melacanthus ou Piezodorus guildinii que normalmente estéo
presentes, sendo a primeira a mais abundante (CONTE et al., 2015; CONTE et
al., 2016; CORREA-FERREIRA, 2005).
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O sistema de plantio direto pode favorecer a ocorréncia de algumas
pragas, onde 0s percevejos que ocorrem na cultura da soja podem atacar
plantulas de milho, como € o caso da espécie D. melacanthus (CHOCOROSQUI
e PANIZZI, 2004; ROZA-GOMES et al., 2011).

O ataque de percevejos causa retardamento da maturacdo (retencéo
foliar e haste verde), dificultando a colheita (SOSA-GOMEZ e MOSCARDI,1995).
Pode levar ao aborto de graos e legumes, reduzir a germinagao e o vigor das
sementes, reduzir o teor de 0leo dos graos, causar disturbios fisioldgicos como
o retardamento da maturacdo, e ainda transmitir patégenos, como o fungo
Nematospora coryli Peglion, causador da mancha-fermento (DAUGHERTY,
1967).

3.5. Nivel de acdo e controle de percevejos

Na pratica do Manejo Integrado de Soja (MIP-Soja), o complexo dos
percevejos que atacam a soja deve ser controlado quando a densidade
populacional estiver igual ou superior aos niveis de acao, ou seja, 2 percevejos
adultos ou ninfas com mais de 0,3 cm por metro em lavouras de gréos e 1
percevejo adultos ou ninfas com mais de 0,3 cm por metro em lavouras
destinadas a producdo de sementes. Devem dar preferéncia aos produtos mais
seletivos aos inimigos naturais e menos toxicos ao homem (CONTE et al., 2015;
CONTE et al., 2016).

No caso da cultura do milho, o percevejo D. melacanthus devem ser
controlados quando a densidade populacional da praga estiver abaixo de 0,5
percevejo por metro de linha de plantas (CHIARADIA, NUNES e RIBEIRO,
2016). Ataque intenso de D. melacanthus em plantas de milho com até 25 dias
de idade, tanto em cultivo normal como milho-safrinha tem causado perdas
consideraveis em lavouras do Mato Grosso do Sul e Parana (QUINTELA et al.,
2006).

Uma vez atingido esse nivel, o controle deve ser realizado objetivando
reduzir as populacdes da praga (EMBRAPA, 1996). Os inseticidas apresentam
um papel importante no controle de percevejos, pois oferece seguranca para a
implementagcéo do MIP (DEGRANDE et al., 2000).
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Alguns pré-requisitos sdo exigidos no uso de produtos e doses
selecionados para uso no MIP, por exemplo: o inseticida, na dose selecionada,
deve controlar 80-90% da praga visada; deve apresentar um efeito residual de
meédia duracao; deve ser seletivo para 0s principais inimigos naturais; nao deve
ter sérias restricbes do ponto de vista toxicoldgico; deve ser econdmico para uso
na cultura; ndo podendo permanecer sob a forma de residuos nos graos
(GAZZONI et al.,1988).

Para o controle quimico dos percevejos em estudo, a Secretaria da
Agricultura e do Abastecimento do Parana (SEAB) possui uma lista de produtos
liberados que podem ser usados no controle da praga (Tabela 1) e o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Tabela 2). Os produtos
liberados para o controle do percevejo E. heros tem como grupo quimico os
organofosforados, piretroides e neonicotindides.

Para o controle do percevejo D. melacanthus (Tabela 3) existem vinte e
dois produtos liberados para o controle do percevejo e dois grupos quimicos
disponiveis, os piretréides e neonicotindides (SEAB, 2016). Portanto, poucos
grupos quimicos com modos de acéo diferentes que possam ser utilizados para
o controle das duas espécies de percevejos, 0 que pode favorecer o0 a selecéo

de populacdes resistentes.
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TABELA 1 - Inseticidas liberados para o controle de percevejo Euschistus heros na cultura da

soja (SEAB, 2016).

Nome Comercial

Ingrediente ativo

Concentragéo (g i.a.L*
ou Kg?)

Grupo quimico

Acefato Nortox
Captus 750 SP
Centauro

Rapel

Sumithion 500 EC
Topstar

Urge 750 SP
Orthene 750 BR
Pyrinex 480 EC
Ametista

Arrivo 200 EC
Connect

Eforia
Engeo
Engeo Pleno
Fastac Duo
Galil SC
Hero

Imidacloprid Nortox
Incrivel

Malathion 1000 EC
Cheminova
Mustang 350 EC
Pirephos EC

Plantinum Neo

acefato

acefato

acefato

acefato
fenitrotiona
acefato

acefato

acefato

clorpirifos
bifentrina + zeta
cipermetrina
cipermetria

beta ciflutrina +
imidacloprido
lambda-cialotrina +
thiametoxam
cipermetrina +
thiametoxam
lambda-cialotrina +
thiametoxam
acetamiprido + alfa-
cipermetrina
bifentrina +
imidacloprido
bifentrina + zeta-
cipermetrina
imidacloprido
acetamiprido + alfa-
cipermetrina
malationa

zeta-cipermetrina
esfenvalerato +
fenitrotiona
lambda-cialotrina +
thiametoxam

750g/kg
750 g/Kg
750 g/kg
750 g/Kg
500 g/Kg
750g/kg
750g/kg
750 g/kg
480 g/Kg
180 g/L
200 g/L
200g/L
12,5 g/L
100 g/L
106 g/L
141 g/L
220 g/L
110 g/L
106 g/L
141 g/L
100 g/L
200 g/L
50 g/L
250 g/L
180 g/L
200 g/L
200 g/L
100 g/L
200 g/L
1000 g/L

350 g/L
40 g/L

400 g/L
106 g/L
141 g/L

Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Organofosforado
Piretréide
Piretréide
Piretréide
Piretréide
Neonicotinodide
Piretréide
Neonicotinéide
Piretréide
Neonicotinéide
Piretréide
Neonicotinéide
Neonicotinéde
Piretréide
Piretroide
Neonicotindide
Piretréide
Piretréide
Neonicotindide
Neonicotinéde
Piretréide
Organofosforado

Piretréide
Piretréide
Organofosforado
Piretréide
Neonicotindide
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TABELA 2 - Inseticidas liberados para o controle de percevejo Euschistus heros na cultura da

soja (MAPA, 2017).

Nome Comercial

Ingrediente ativo

Concentragao (g i.a.L?

Grupo quimico

ou Kg?)
Acefato Fersol 750 acefato 750 g/kg Organofosforado
Acefato Nortox acefato 750 g/Kg Organofosforado
Captus 750 acefato 750 g/kg Organofosforado
Centauro acefato 750 g/kg Organofosforado
Orthene 750 acefato 750 g/kg Organofosforado
Perito acefato 970 g/kg Organofosforado
Rapel acefato 750 g/kg Organofosforado
Pyrinex 480 EC clorpirifés 480 g/kg Organofosforado
Malathion 1000 EC malationa 1000 g/L Organofosforado
Cheminova
Sumithion fenitrotiona 500 g/L Organofosforado
Pirephos esfenvalerato + 40 g/L Piretréide +
fenitrotiona 400 g/L Organofosforado
Ametista bifentrina + 180 g/L + 200 g/L Piretréides
cipermetrina
Arrivo cipermetrina 200 g/L Piretréide
Avant cipermetrina 200 g/L Piretréide
Commanche cipermetrina 200 g/L Piretréide
Mustang zeta-cipermetrina 350 g/L Piretréide
Alika thiametoxam 110 g/L Neonicotindide
Adante ciproconazol 300 g/kg Triazol +
+thiametoxam 300 g/kg Neonicotinoide
Connect beta-ciflutrina + 12,5g/L Piretroides +
imidacloprido 100 g/L Neonicotinoide
Eforia lambda-cialotrina + 106 g/L Piretroide +
thiametoxam 141 g/L Neonicotinoide
Engeo lambda-cialotrina + 200 g/L Piretroide +
thiametoxam 110 g/L Neonicotindide
Engeo Pleno lambda-cialotrina + 106 g/L Piretroide +
thiametoxam 141 g/L Neonicotindide
Fastac Duo acetamiprido + alfa- 100 g/L Neonicotindides +
cipermetrina 200 g/L Piretréide
Galil bifentrina + 50 g/L Piretroide +
ilmidacloprido 250 g/L Neonicotinoide
Hero imidacloprido + 180 g/L Piretréides
zeta-cipermetrina 200 g/L
Imidacloprido Nortox  imidacloprido 200 g/L Neonicotinoide
Incrivel acetamiprido + alfa- 100 g/L Neonicotinoide +
cipermetrina 200 g/L Piretroide
Plantinum Neo lambda-cialotrina + 106 g/L Piretroide +
thiametoxam 141 g/L Neonicotindide
Talisman bifentrina + 50 g/L Piretroide +
carbosulfano 150 g/L Metilcarbamato de

benzofuranila
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TABELA 3 - Inseticidas liberados para o controle de percevejo Dichelops melacanthus na cultura
da soja (SEAB, 2016).

Nome Comercial Ingrediente ativo Concentragdo  Grupo quimico
Adage 350 FS thiametoxam 350 g/L Neonicotintide
Adage 700 FS thiametoxam 700 g/L Neonicotintide
Alika cipermetrina + thiametoxam 220 g/L Piretroide

110g/L Neonicotintide
Connect beta ciflutrina + imidacloprido 12,5g/L Piretréide

100 g/L Neonicotinéide
Crop Star imidacloprido + tiodicarbe 150 g/L Neonicotinéide

450 g/L Metilcarbamato
Cruiser 350 FS thiametoxam 350 g/L Neonicotinéide
Cruiser 700 WS thiametoxam 700 g/L Neonicotinéide
Eforia lambda-cialotrina + thiametoxam 106 g/L Piretréide

141 g/L Neonicotintide
Engeo cipermetrina + thiametoxam 220 g/L Piretréide

110 g/L Neonicotinoide
Engeo Pleno lambda-cialotrina + thiametoxam 106 g/L Piretréide

141 g/L Neonicotinoide
Galil SC bifentrina + imidacloprido 50 g/L Piretréide

250 g/L Neonicotinéide
Gaucho FS imidacloprido 600 g/L Neonicotinéide
Imidacloprid 600 FS imidacloprido 600 g/L Neonicotinéide
Imidacloprid Nortox imidacloprido 480 g/L Neonicotinéide
Inside FS clotianidina 600 g/L Neonicotinéide
Karate Zeon 50 CS lambda-cialotrina 50 g/L Piretréide
Lecar lambda-cialotrina 50g/L Piretréide
Much 600 FS imidacloprido 600g/L Neonicotinoide
Platinum Neo lambda-cialotrina + thiametoxam 106 g/L Piretroide

141 g/L Neonicotinoide
Poncho clotianidina 600 g/L Neonicotinéide
Saluzi 600 FS imidacloprido 600 g/L Neonicotinéide
Sombrero 600 FS imidacloprido 600 g/L Neonicotinéide

3.6. Tratamento de sementes para o controle de percevejos

Na cultura do milho, D. melacanthus causa injdrias trés vezes mais intensa
que o percevejo-marrom (ROZA-GOMES et al., 2011). Como o inseto esta
presente na sucessao, entre o final da cultura da soja e a fase inicial da safra do
milho, sdo discutidos os possiveis efeitos do tratamento de sementes, sobre o
manejo populacional da praga (CHIESA et al., 2016).

O uso de produtos quimicos no tratamento de sementes confere a planta
protecdo, o que possibilita maior potencial para o desenvolvimento inicial da
cultura. Assim, esta pratica € adotada pelos produtores e pode mostrar-se
eficiente (CECCON et al., 2004; RAGA, SILOTO e SATO, 2000).

A fim de evitar possiveis perdas decorrentes da acdo de pragas de solo e

da parte aérea, que danificam as sementes e as plantulas jovens, tem-se como
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alternativa o uso de inseticidas no tratamento de sementes (MARTINS et al.,
2009) com produtos sistémicos como imidacloprido e thiametoxam, que se
translocam sistemicamente dentro da planta e dessa maneira, fornecem
protecdo contra insetos sugadores (MOSER e OBRYCKI, 2009). Devido a
importancia inicial de D. melacanthus e seu potencial de dano, o tratamento de
sementes parece ser uma forma de controle adequada para seu controle ou
minimizar seu dano (ALBUQUERQUE et al., 2006; CHIESA et al.,, 2016;
MARTINS et al., 2009). Portanto, a adocdo de um método de avaliacdo da
resposta dos insetos aos inseticidas é importante para realizar estudos
comparativos de suscetibilidade e de diagnéstico da resisténcia, assim como
para determinar possiveis mecanismos no processo de detoxificagdo desses

compostos.

3.7. Mecanismos de resisténcia de insetos a inseticidas

Na década de 1990, foram registrados os primeiros casos de falhas de
controle de E. heros com os produtos a base de endosulfam, metamidofés e
monocrotofés. Estes problemas de falhas de controle persistem até hoje,
ampliando-se para o grupo dos organofosforados e as misturas de
neonicotindides mais piretréides (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-GOMEZ e
SILVA, 2010; HUSCH, OLIVEIRA e SOSA-GOMEZ, 2014).

Uma vez que ha disponibilidade de produtos s6 com trés modos de agéo
diferentes, € de fundamental importancia o estudo de aspectos relacionados com
a resisténcia. Existem diversos mecanismos envolvidos na resisténcia de insetos
a inseticidas, na literatura cientifica (OPPENOORTH, 1985; MULLIN e SCOTT,
1992; KLIOT e GHANIM, 2012) é relatado que os mecanismos fisioldégicos
envolvem reducdo da penetracdo do inseticida pela cuticula do inseto,
detoxificagdo do inseticida por enzimas, reduzida ativacdo metabdlica, redugéo

da sensibilidade do sitio de ag&o do inseticida e sequestro.
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3.7.1. Penetracédo da cuticula

Formulacgdes inseticidas s&o desenvolvidas para penetrar no inseto
difundindo-se através da cuticula. A espessura pode interferir na absorcédo do
inseticida, onde cuticulas mais grossas levam a taxas mais lentas de absorcéo,
0 que aumenta a eficiéncia da detoxificagdo metabdlica realizada por enzimas
(WOOQOD et al., 2010).

3.7.2. Detoxificagao do inseticida

Nos insetos, enzimas podem estar envolvidas nos processos de
detoxificacdo. Estas enzimas (esterases, oxidades e transferases), em presenca
de xenobidticos presentes no organismo, podem aumentar a sua expressao em
populacdes resistentes (ALIZADEH, BANDANI e AMIRI, 2010; HEMINGWAY,
2000).

Alguns trabalhos verificaram a ac¢do destas enzimas em processos de
detoxificacdo. As esterases estdo ligadas no processo de detoxificacdo de
organofosforados em Eurygaster intergriceps (Putton, 1881) (Hemiptera:
Scutelleridae) (ALIZADEH et al., 2010), assim como em populagdes de E. heros
(SOSA-GOMEZ, et al., 2009). Os organofosforados também estédo associados
com o aumento das atividades metabdlicas das esterases e glutationa-s-
transferases (GTS), como foi observado nos estudos com Lygus lineolaris
(Palisot de Beauvois, 1818) (Hemiptera: Miridae) (ZHU et al., 2011). De maneira
semelhante, os piretréides interagem com as enzimas: esterases, glutationa-s-
transferases (GST) e monooxigenases, como observado para Cimex lectularius
(Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Cimicidae) (ADELMAN et al., 2011), Tuta absoluta
(Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae) (SILVA et al., 2015).

3.7.3. Sitio de acao

Este tipo de resisténcia € ocasionado por mutacdes em genes que

codificam proteinas alvos de ligacdo do inseticida em receptores do sistema
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nervoso central. As alteracdes estruturais ocorridas nessas proteinas podem
dificultar ou impedir a ligacdo do composto quimico, levando a um
comprometimento parcial ou integral da atividade do inseticida em questdo. Em
muitos insetos, a enzima AChE, alvo dos inseticidas organofosforados e quando
alterada, perde a sensibilidade aos compostos inseticidas, permitindo a
transmissao normal do impulso nervoso (ALOUT et al., 2011; KLIOT e GHANIM,
2012). Testes bioquimicos que utilizam analogos de inseticidas, podem ser
utilizados para detectar esse mecanismo de resisténcia (RAFFA e PRIESTER,
1985).

3.7.3.1 Acetilcolinesterase (AChE)

E o alvo de organofosforados e carbamatos (GUEDES, COSTA e
CASTIGLIONI, 2000; HEMINGWAY e RANSON, 2000). Essa enzima é a
responsavel pela degradacdo de acetilcolina, neurotransmissor que, quando
presente na fenda sinaptica, promove a propagacao do impulso nervoso, uma
vez que provoca a abertura de canais de sédio na célula pos-sinaptica.

Em situacdo normal, apos a cessacdo do estimulo, a acetilcolina é
removida por degradacdo enzimatica, sendo a acetilcolinesterase (AChE) a
enzima responsavel. Organofosforados e carbamatos atuam inibindo a AChE e,
em consequéncia, a acetilcolina permanece na fenda sinaptica e o impulso ndo
cessa, levando o inseto a morte (FFRENCH-CONSTANT et al.,1998;
HEMINGWAY e RANSON, 2000).

Produtos que possuem o ingrediente ativo acefato, tem o seu sitio de
acado na enzima acetilcolinesterase. Esta enzima tem a funcédo de degradar a
acetilcolina, mas como a degradacdo nao ocorre, a acetilcolina permanece na

fenda sinaptica onde o impulso nervoso néo para, levando o inseto a morte.

3.7.3.2. Acetilcolina

Fazem parte deste modo de acdo, o grupo dos neonicotindides. S&o
agonistas do receptor nicotinico da acetilcolina e apresentam elevada
capacidade inseticida, principalmente contra lepidopteros-praga, e baixa

toxicidade a mamiferos (YAMAMOTO et al., 1995). Sua agéo leva a transmissao
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de impulsos nervosos continuos, provocando a hiperexcitacdo do sistema
nervoso.

No Brasil, estes inseticidas sao utilizados para o controle de mosca
branca, percevejos, entre outros. Entre os ingredientes ativos mais utilizados
constam, o imidacloprido, thiametoxam, em testes topicos. Portanto, a exposicao

repetida pode conduzir a selecdo de insetos menos suscetiveis.

3.7.3.3. Canais de sodio

Sao os principais sitios-alvo dos piretréides. A ligacdo desses inseticidas
mantém os canais de so0dio na conformacédo aberta e, consequentemente, a
propagacédo continua do impulso nervoso, podendo levar o inseto a morte. A
resisténcia é resultante de sensibilidade reduzida do canal de sodio a esses
compostos (HEMINGWAY e RANSON, 2000).

Mais conhecido como mecanismo knock down (ou kdr), esse tipo de
resisténcia a DDT e piretréides foi registrado para varias espécies (VAIS et al,
2000).

3.7.4. Resisténcia metabdlica

Os insetos sao capazes de modificar ou eliminar a toxicidade dos
inseticidas a uma taxa suficientemente rapida, evitando o acumulo do ingrediente
ativo no local alvo do mesmo, levando a formacéo de produtos menos téxicos
aos insetos (BROGDON e MCALLISTER, 1998; FUKUTO e MALLIPUDI, 1983).
Com isso, tem-se um aumento das enzimas que provocam a degradacédo do
inseticida (BROGDON e MCALLISTER, 1998). Varias enzimas ou complexos
delas e sistemas enziméticos estdo envolvidos, como as esterases, oxidases,
transferases que aumentam sua eficiéncia ou sua expressao nas populacdes
resistentes (HEMINGWAY, 2000; YU e NGUYEN, 1992).

A desintoxicagéo afeta todos os inseticidas, sinergistas e xenobioticos.
A transformacéo € alcancada em duas etapas, chamada de fase | e fase Il. Fase

| realizada por monoxigenases e esterases, e fase Il pelas glutationas-S-
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trasferases. A figura 1 mostra a sequéncia da transformacdo (HODGSON,
1985).

Fase | Fase I
Inseticida !:::::} Metabdlito :} Metabdlito final
(lipofilico) hidrofilico
Oxidases Grupo das transferases
Redutases (GSH -transferase)
Hidrolases
Excretado Excretado

Fig. 1 - Detoxificacdo geral da maioria dos inseticidas (HODGSON, 1985).

As enzimas oxidases e esterases sd0 enzimas que estdo comumente
envolvidas na detoxificacdo de numerosos compostos. Ja as esterases sao de
maior importancia, especificamente na detoxificagdo de organofosforados
(CONYERS, MACNICOLL e PRICE,1998). Por exemplo, o alvo de inseticidas
organofosforados € a enzima acetilcolinesterase que atua nas sinapses
nervosas, e o alvo dos inseticidas piretroides sédo os canais de sodio localizados
na bainha da célula nervosa (MIYAZAKI et al., 1996; WILLIAMSON et al., 1996).

3.7.4.1. Monooxigenases

O citocromo P-450 foi descrito pela primeira vez em insetos no ano de
1967 (RAY, 1967). E um componente chave do sistema monooxigenase
(COON,VAZ e BESTERVELT, 1996; HODGSON, 1983; OMUTA e SATO, 1964).
Ocorre em vérias formas e possue varias funcdes de interesse nas areas de
toxicologia, bioquimica e fisiologia de insetos (HODGSON, 1983).

O papel do citocromo P-450 na desintoxicacao de oxigénio foi proposto
pela primeira vez por WICKRAMASINGHE e VILLEE em 1975. Seu nome é
derivado do pico proeminente de 450 nm (nandmetros) na diferenca Optica do
espectro de mondxido de carbono. Realiza diversas rea¢cdes como oxidacdes
de funcdo mista ou mono—oxigenagdes, onde um atomo de oxigénio € reduzido
a agua, enquanto o outro é incorporado no substrato. Para ocorrer 0 processo,

0 oxigénio e um redutor na forma de NADPH (forma reduzida de nicotinamida
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adenina dinucleotido fosfato) sdo necessarios. Os elétrons sdo transferidos do
NADPH para o citocromo por outra enzima, a NADPH-citocromo P-450 redutase,
uma flavoproteina (HODGSON, 1983).

Nos insetos, o citocromo P-450 ocorre no intestino meédio, corpos
gordurosos e tlbulos de Malpighi (BERGE, FEYERENSEN e AMICHOT, 1998;
HODGSON, 1983; SCOTT, 1999).

Grande parte do interesse pelo citocromo P-450 dependente de
monooxigenase tem sido gerado pelo seu papel no metabolismo dos inseticidas
e 0 modo de acéo dos sinergistas (HODGSON, 1983). Estas enzimas sdo uma
linha crucial de defesa contra os inUmeros produtos quimicos através da
detoxificacdo (BRATTSTEN et al., 1986; ESTABROOK, 2016; ISHAAYA, 1993;
WILKINSON e BRATTSTEN, 1972).

O complexo enzimatico formado por monooxigenases dependentes do
citocromo P-450, possuem um grande numero de substratos, catalizando varios
tipos de reagbes, principalmente de oxidagdo (BRATTSTEN et al.,1986;
BERNARD e PHILOGENE, 1993). O envolvimento do metabolismo oxidativo
com a resisténcia pode ser obtida com a adi¢cdo, em bioensaios com inseticidas,
de inibidores de Oxidases (BERGE, FEYERENSEN e AMICHOT, 1998;
SAYYED e WRIGHT, 2006; SCOTT, 1999).

O uso de sinergistas aumenta a letalidade dos inseticidas e tem tido
importancia na evidenciacdo preliminar dos mecanismos de resisténcia em
artropodes (BERNARD e PHILOGENE, 1993; BRATTSTEN et al., 1986). O
tratamento de insetos resistentes com butéxido de piperonila (PBO) pode
resultar em uma perda completa de resisténcia, indicando que a resisténcia €
devida apenas a atividade P-450 (BERGE, FEYERENSEN e AMICHOT, 1998;
BINGHAM et al., 2011; BRATTSTEN et al., 1986; HODGSON, 1983; ISHAAYA,
1993, SAYYED e WRIGHT, 2006; SCOTT, 1999).

O PBO é o agente sinérgico mais importante com alto efeito de a¢do aos
piretréides (BINGHAM et al., 2011; BROWN e BRYSON, 1996; CAMPANHOLA
e PLAPP, 1989). Atuam inibindo as enzimas metabdlicas do inseto e
consequentemente, a detoxificagéo do inseticida. (USMANI e KNOWLES, 2001).
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3.7.4.2. Esterases

As estearases compreendem seis familias de proteinas pertencentes a
superfamilia de o/p hidrolases que destroem um amplo espectro de inseticidas,
por hidrolisarem as ligacfes ésteres (OAKESHOTT et al., 1993) para gerar um
acido e um alcool como metabdlitos (MONTELLA, SCHAMA e VALLE, 2012).
Elas agem sequestrando os inseticidas mais rapidamente do que os
metabolizam, impedindo, dessa maneira, que alcancem seu local de acao
(KADOUS et al., 1983).

Sdo0 enzimas importantes no metabolismo de varias classes de
compostos exdgenos e enddgenos. Elas desempenham uma série de funcdes
cruciais no desenvolvimento e comportamento de insetos, como degradacao de
inseticidas e funcdes relacionadas com a reproducéo e digestdo. Feromoénios e
outros semioquimicos sdo tipos de ésteres que sdo hidrolisados por estas
enzimas (MONTELLA, SCHAMA e VALLE, 2012).

Vérios inseticidas que contém o grupo éster na sua estrutura quimica
(organofosforados, carbamatos e piretroides) sao suscetiveis a reacdo de
hidrolise. As enzimas que catalisam essas reacdes séo coletivamente chamadas
de hidrolases ou esterases (BROGDON e MCALLISTER, 1998; CONYERS,
MACNICOLL e PRICE,1998; HEMINGWAY e KARUNARATNE, 1998).

O envolvimento das esterases com a resisténcia pode ser verificado com
a adicao de inibidores em ensaios com os inseticidas, como 0 S, S, S - tributil
fosforotritoato (DEF) (APERSON e GEORGIOU, 1975; BROGDON e
MCALLISTER, 1998; CONYERS, HEMINGWAY e KARUNARATNE, 1998;
MACNICOLL e PRICE, 1998).

3.7.4.3. Glutationa S-transferases (GST)

As GSTs sdo enzimas diméricas, ou seja, é necessario haver duas partes
encaixadas para tornar a proteina funcional (PRAPANTHADARA et al., 1996) e
multifuncionais que possuem fungéo de detoxificacdo de varios xenobioticos
(CHELVANAYAGAM et al., 2001; HEMINGWAY e RANSON, 2000,
PRAPANTHADARA et al., 1996). Estas enzimas possuem um papel
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fundamental em mecanismos de detoxificacdo intracelular de compostos
xenobidticos (CHELVANAYAGAM et al., 2001; HUANG, et al., 1998; MEISTER
e ANDERSON, 1983), como defesa celular contra oxidagao por conjugacéo de
glutationa reduzida (GSH) (HUANG et al., 1998; MEISTER e ANDERSON, 1983)
aos centros eletrofilicos de xenobidticos, incluindo inseticidas, aleloquimicos e
compostos ativados endogenamente, tais como epoxidos, hidroperoxidos e
lipidios (HUANG et al.,1998).

Estas enzimas estdo envolvidas no transporte intracelular, além de
biossintese de hormdnios e protecdo contra estresse oxidativo (ENAYATI,
RANSON e HEMINGWAY, 2005; MARTINS et al., 2003).

As glutationas S-transferases sdo enzimas metabdlicas de fase Il
(biossintese), podem ser metabolizadas em duas formas, onde a GST é capaz
de conjugar glutationa reduzida a centros eletrofilicos , a fim de produzir
metabdlitos sollveis em &gua, que sado facilimente excretados (ENAYATI,
RANSON e HEMINGWAY, 2005; FUJIOKA e CASIDA, 2007; LUNJUAM et al.,
2007; OPPENNORTH et al.,1972; RANSON e HEMINGWAY, 2005; LI,
SCHULER e BERENBAUM, 2007; LUNJUAM et al., 2007) e a outra possibilidade
€ ligando-se a compostos que ndo sdo seus substratos, ocorrendo um
armazenamento, transporte de substancias como inseticidas, hormonios, acidos
graxos, entre outros (LUNJUAM et al., 2007).

Tem sido relacionadas na defesa contra organofosforados (BERNARD e
PHILOGENE, 1993; OPPENOORTH et al., 1979; CLARK et al., 1986;
FOURNIER et al., 1992; GRANT e MATSUMURA,1989; REIDY et al., 1990;
TERRIERI, 1984).

3.8 . Uso de sinergistas

Agentes sinérgicos tém sido utilizados comercialmente a pelo menos
cinquenta anos e esses produtos tem contribuido para melhorar a letalidade dos
inseticidas, principalmente quando temos problemas com resisténcia. Sao
produtos quimicos considerados néo toxicos (BERNARD e PHILOGENE, 1993;
CASIDA e QUISTAD, 1998; BRINDLEY e SELIM, 1984; HINKS e SPURR, 1991,
METCALF, 1967).



35

Sua utilizagcdo tem importancia na descoberta dos mecanismos de
resisténcia em insetos (BERNARD e PHILOGENE, 1993; BRATTSTEN et al.,
1986; BRINDLEY e SELIM, 1984; ISHAAYA, 1993), e agem no bloqueio de
sistemas metabolicos, restaurando a susceptibilidade dos insetos aos inseticidas
(BERNARD e PHILOGENE, 1993) e é considerado uma importante ferramenta
de laboratério para auxiliar na determinagdo dos mecanismos de resisténcia em
uma populacéo de insetos (LORINI e GALLEY, 200; RAFFA e PRIESTER, 1985).

A acdo do sinergista minimiza a quantidade de inseticida quimico
necessaria para o controle de insetos (CASIDA, 1970; RAFFA e PRIESTER,
1985) pois age como um substrato alternativo, poupando o inseticida da
detoxificacdo, ou reage com outro sitio no sistema enzimatico, prevenindo a
detoxificacdo do inseticida (CASIDA, 1970). Portanto, sua acdo proporciona
indicios que ajudam a determinar 0 mecanismo (s) de resisténcia a inseticidas.
Compostos com agdo sinérgica podem retardar o desenvolvimento de
resisténcia (RAFFA e PRIESTER, 1985).

O papel dos agentes de sinergismo na resisténcia estd diretamente
relacionado com uma ac¢dao inibidora da enzima. Séo consideradas ferramentas
simples para superar a resisténcia metabolica (ANSPAUGH et al., 1994).

Uma maneira eficaz de gerenciar a resisténcia de inseticidas é a mistura
do agente sinérgico com o inseticida, com o objetivo de neutralizar a acéo
enzimatica. Os agentes sinérgicos agem através do bloqueio das vias
metabdlicas, restaurando assim a suscetibilidade ao produto quimico
(BERNARD e PHILOGENE, 1993) e facilitando o controle.
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4 Material e Métodos

4.1. Bioensaios por ingestéo

Os insetos utilizados nos bioensaios eram provenientes da criacdo do
laboratorio da Embrapa Soja, Londrina — PR. Os percevejos Dichelops
melacanthus e Euschistus heros foram criados em camaras com condi¢des
controladas de temperatura: 25 + 1,5°C, umidade: 60 + 10 % UR e fotoperiodo
de 14:10 horas (L:D), conforme metodologia de Sosa-Gdmez e Silva (2010).

Os adultos que vieram da criagéo do laboratério foram deixados em jejum
por 24 horas até o inicio do experimento.

Os inseticidas usados para as duas espécies de percevejos foram:
imidacloprido [Imidacloprido Nortox® 480 gi.a. L%, Suspensédo Concentrada (SC),
Nortox S.A., Arapongas, PR], thiametoxam [Cruiser® 350 g i.a. L?, (SC),
Syngenta, Sdo Paulo], thiametoxam 141 g i.a. L' + lambda-cialotrina 106 g i.a.
Lt [Engeo Pleno® (SC), Syngenta Protecdo de cultivos Ltda., S&do Paulo],
imidacloprido (100g i.a. L'!) + beta-ciflutrina (12,5 g i.a. L't) [Connect® (SC) Bayer
Crop Science Ltda., S&do Paulo].

Graos de soja do cultivar BRS 254 foram imersos em diluicbes de
inseticidas em diferentes concentracdes [39,59, 89, 133, 200, 300 e 450 pl de
produto comercial (p.c).100-t ml para D. melacanthus] e (26, 39, 59, 89, 133, 200
e 300 pl de p.c. 100"t ml para E. heros) para serem posteriormente oferecidos
aos insetos adultos e que estavam em jejum por 24 h. Os graos foram imersos
em um volume de 100 ml, por 4 horas, com as diferentes concentracdes dos
produtos. Depois desse tempo, permaneceram por meia hora em exaustor para
remover o excesso de umidade dos gréaos. ApGs este processo, foram colocados
em recipientes de plasticos (formato quadrado, com 2,5cm de comprimento X
2,5cm de largura e 1cm de altura), cobertos com filme plastico parafiim “M”
Laboratory Film (Pichney Plastic Packacing, Chicago, Il 60631). A quantidade
de graos colocada por recipiente foi de 24 graos.

Os recipientes com os gréos tratados foram colocados em vidros de 300
g de capacidade. Em cada vidro, foram colocados 10 insetos, totalizando 40
insetos por concentragdo. A mortalidade foi avaliada apos 24 horas da instalagéo

do experimento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
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sete concentracbes e quatro repeticbes. Para verificar o processo de
alimentacdo, foi usado solucao de fucsina para tratar os gréos e poder verificar
a presenca das bainhas alimentares, conforme metodologia descrita por Bowling
(1980). Os graos foram deixados por 15 min em solucdo de fucsina, e depois
lavados em agua corrente, conforme metodologia de Corréa-Ferreira e Roggia,
(2003).

Os dados obtidos foram analisados pelo programa Sistema para Analise
e Separacdo de Médias em Experimentos Agricolas (SASM — Agri) (CANTERI,
et al., 2001) e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a p<0,05. Os
valores de CLso, intervalo de confianga, inclinagdo e qui-quadrado foram
calculados mediante analise de Probit utilizando o programa Polo-PC (LEORA,
2002).

4.2. Bioensaios para determinacdo do modo de acao

Os resultados dos bioensaios utilizando os inseticidas isolados e em
aplicacdo conjunta com um sinergista foram testados nas populacbes de
Candido Mota, Palmital, Pedrinhas Paulista, Sertaneja, além da criacdo
proveniente do laboratério (Tabela 3). Os insetos foram coletados a campo e
levados no mesmo dia para o laboratério da Embrapa Soja, situada no municipio
de Londrina— PR. Os insetos coletados em cada localidade, foram mantidos em

gaiolas conforme metodologia de Sosa-Gomez e Silva (2010).
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TABELA 4 - Locais de coleta, coordenadas geogréaficas e nimero de insetos coletados.

Locais de coleta Latitude e Data da coleta Ndmero de insetos
Longitude coletados

Candido Mota S 22° 45’ 02,0” 16/06/2016 800
W 50° 19’ 24,9”
S 22° 45’ 01,8” 10/08/2016 1.460
W 50° 19’ 25,1”
S 22° 45’ 02,0” 02/09/2016 400
W 50° 19’ 24,8”
S 22° 45 01,77 19/10/2016 1.000
W 50° 19’ 24,6”

Palmital S 22° 42’ 28,9” 08/09/2016 1.300
W 50° 14’ 58,5”
S 22°42' 28,5” 11/10/2016 1.200
W 50° 14’ 58,2”
S 22°42 254" 01/11/2016 200
W 50° 14’ 55,9”

Pedrinhas Paulista S 22° 49 36,17 06/07/2016 300
W 50° 44’ 457"
S 22° 49’ 36,0” 25/08/2016 2.000
W 50° 44’ 45,8”
S 22° 49’ 36,4” 05/10/2016 1.500
W 50° 44’ 45,6”

Sertaneja S 22° 59’ 30,17 15/09/2016 1.000
W 50° 51’ 04,3”
S 22° 59 30,1” 01/11/2016 1.200
W 50° 51’ 04,0”

Os inseticidas foram aplicados com o uso de microaplicador (Burkard
Manufacturing Co. Ltda. Rickmansworth, Hertfordshire, WD31PJ, England).
Foram aplicados 2 pl de inseticida no pronoto de cada adulto e as testemunhas
foram tratadas com agua. Nos ensaios de sinergismo, a aplicacdo de 1ul do
agente sinergista foi realizada apés meia hora, para permitir a evaporacédo da
diluicdo do inseticida. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizados, com sete tratamentos e quatro repeti¢cées [(0,1; 1 e 10 pg i.a de
thiametoxam.adulto?, sem e com 1 pl de PBO), (1,10 e 100 pg i.a de
imidacloprido.adulto?, sem e com 1 pl de PBO), (1,5; 3 e 6 ug i.a lambda-
cialotrina. adulto!, sem e com 1 pl de PBO), (0,08; 0,20 e 1,5 pg i.a de beta-
ciflutrina. adulto*, sem e com 1 ul de PBO)].

O inseticida acefato, foi aplicado em cinco tratamentos (3,55 e 7,1 ug
i.a.adulto?, sem e com 1 pl de DEM. As doses de 0 g i.a.adulto (testemunhas)
foram adicionadas somente agua.

Os inseticidas usados foram: imidacloprido (Nortox® 480 g i.a. L7,
Suspensdo Concentrada (SC), Nortox S.A., Arapongas, PR), thiametoxam
(Cruiser® 350 g i.a. L%, (SC), Syngenta, Sdo Paulo), lambda-cialotrina (Karaté
Zeon® 50 g i.a.L?, (CS), Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda, Sdo Paulo, SP),
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beta-ciflutrina (Bulldock 125 Suspensao concentrada (SC), Bayer CropScience,
Ltda, Sdo Paulo, SP), acefato (Orhene® 750 BR, p6 sollvel, Hokko do Brasil
Industria Quimica e Agropecuaria, Ltda, Sado Paulo, SP).

Os sinergistas usados foram Butoxido de Piperonila (grau técnico 90%,
Sigma - Aldrich® Brasil Ltda, S&o Paulo, SP) que possuem acao nas enzimas
monooxigenases e Dietil Maleato (grau técnico 97% Sigma —Aldrich® Brasil Ltda,
Séo Paulo, SP) que possuem ac¢ao nas enzimas glutationa-S-transferases.

Em todos os tratamentos, foi adicionado uma vagem de feijao para servir
de alimento para os percevejos. A mortalidade foi avaliada a cada 24 horas,
durante seis dias. Com o auxilio de um pincel, os insetos eram tocados e quando
nao apresentavam movimento, foram considerados mortos. Os dados obtidos
foram analisados pelo programa de Sistema para andlise e separacdo de médias
em experimentos agricolas (SASM — Agri) (CANTERI, et al., 2001) e as médias

foram comparadas pelo Teste de Tukey a p<0,05.
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5. Resultados

5.1. Bioensaios por ingestao

5.1.2. Acao sistémica de inseticidas em Dichelops melacanthus

Os percevejos adultos foram testados com imersao de graos tratados com
formulagbes comerciais de imidacloprido + beta-ciflutrina, thiametoxam +
lambda-cialotrina, thiametoxam, imidacloprido e agua para as testemunhas. A
testemunha apresentou mortalidade de 7,5%. Os resultados de 24 horas apos a

exposi¢do dos insetos com as formulagcées comerciais estdo representados na
Figura 2.
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Fig. 2 — Mortalidade de D. melacanthus apds tratamento com diluicdes dos inseticidas em 100
mL de &gua: thiametoxam, imidacloprido e as formulagc6es de imidacloprido + beta-ciflutrina,
thiametoxam + lambda-cialotrina, 24 h apds a infestagao.

D. melacanthus foi mais suscetivel ao thiametoxam e a mistura
thiametoxam + lambda cialotrina, as quais causaram de mortalidade de 60% e
56,67%, respectivamente, em um periodo de 24 horas apds o inicio do ensaio
com a concentracdo de 450ul de p.c.100* ml de 4gua. O imidacloprido + beta-

ciflutrina provocou 45% de mortalidade para esta mesma concentracdo e
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imidacloprido causou mortalidades inferiores a 20%. Analisando o ensaio apés
48 horas (Fig. 3) podemos verificar um aumento na mortalidade, o que permitiu

discriminar de forma apropriada os diferentes tratamentos.
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Fig. 3 — Mortalidade de D. melacanthus causada por diluicdes dos produtos comerciais em 100
mL de 4gua: thiametoxam, imidacloprido e as formulacdes de imidacloprido + beta-ciflutrina e
thiametoxam + lambda-cialotrina 48 h apos a infestagéo.

Verifica-se que a mistura thiametoxam + lambda-cialotrina proporcionou
melhores respostas em concentracdes maiores, como 450 pl de p.c.100'ml de
dgua (86,67% de mortalidade), 300ul de p.c.100!' ml de agua (75% de
mortalidade). A mistura imidacloprido+ beta-ciflutrina analisada provocou 70%
na concentracédo de 450 pl de p.c. p.c.100t ml de 4gua e o imidacloprido 52,5%
na mesma concentracdo. Concentracdes menores causaram menores
mortalidades através do tempo. Por exemplo, a concentracdo de 39 pul de
p.c.100t ml de 4gua para thiametoxam provocou 25% de mortalidade, enquanto
que a concentracdo de 200 pl de p.c.100* ml de &gua causa 75% de mortalidade
em 48 horas.

A andlise comparativa entre inseticidas indica que o imidacloprido
apresentou a menor atividade apos 48 h da ingestdo (Tabela 5). Por outro lado,
nos ensaios com a mistura de thiametoxam + lambda-cialotrina e o inseticida
thiametoxam foram observados os menores valores de concentracdo letal 50
(CLso), 38,420 ug i.a.100 ml de agua e 40,796 ug i.a.100* ml de agua

respectivamente, indicando sua maior atividade biol6gica para D. melacanthus.
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TABELA 5 — Concentragéo letal 50 (CLso) e parametros associados dos inseticidas thiametoxam,
imidacloprido e as misturas imidacloprido + beta-ciflutrina, thiametoxam + lambda-cialotrina 48 h

apos o tratamento por ingestdo em Dichelops melacanhtus.

Inseticida N ClLso? I.C.3 b* g.l.5 X2
Imidacloprido 280 72,291 55,290 -156,013 1,577 £0,236 5 6,128*
Thiametoxam 280 40,796 17,509 - 63,312 1,281 £ 0,284 4 4,233*

Thiametoxam + 280 38,420 28,526 -53,433 1,494+0,281 5 4,711*
lambda-cialotrina

Imidacloprido + 280 44,086 28,862 - 106,40 1,0056+0,265 5 0,713
beta-ciflutrina

Indmero de insetos; 2concentracao letal 50 (ug i.a/100 ml de agua); dintervalo de confianca a
95% de probabilidade; 4inclinacéo; >graus de liberdade; *significativo a 5% de probabilidade.

5.1.3. Acao sistémica de inseticidas em Euschistus heros

A populacédo de laboratorio foi testada com quatro formulacdes comerciais
de inseticidas, sendo duas misturas. As testemunhas foram testadas com agua
e ndo apresentaram mortalidade durante o periodo de avaliacdo. As avaliacfes
de mortalidade foram realizadas apos 24 e 48 h.

Nos ensaios de acdo sistémica, o inseticida imidacloprido aplicado nas
populacdes geograficas de E. heros mantidas em laboratério causou reduzida
mortalidade em todas as concentracdes testadas (Fig. 4 e 5). Por outro lado, a
formulacdo imidacloprido + beta-ciflutrina apresentou melhor performance
através do tempo quando comparada com o imidacloprido isolado. Da mesma
maneira, 0 inseticida thiametoxam, apresentou melhor comportamento na
formulacdo em mistura com lambda-cialotrina. Ambas as misturas causaram
mortalidade mais rapida que os neonicotindides isolados (Fig. 5). No periodo de
48 horas, a mistura de thiametoxam com lambda-cialotrina alcancou 100% de

mortalidade a partir da concentracédo de 89 pl de p.c.100 mL* de agua.
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Fig. 5— Avaliacdo de E. heros em relac&o aos ingredientes ativo thiametoxam, imidacloprido e
as misturas imidacloprido + beta-ciflutrina, thiametoxam + lambda-cialotrina em 48 h apés a

infestacéo.

A andlise comparativa entre inseticidas indica que o imidacloprido

apresentou a menor atividade apos 48 h da ingestdo (Tabela 6). Por outro lado,
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ambas misturas tiveram menor CLso indicando sua maior atividade biologica para
E. heros.
TABELA 6 — Concentracéo letal 50 e parametros associados dos inseticidas thiametoxam,

imidacloprido e as misturas imidacloprido + beta ciflutrina, thiametoxam + lambda cialotrina 48 h
apos o tratamento por ingestdo em E. heros.

Inseticidas N? CL502 I.C3 b4 g.l° NG
Imidacloprido 280 115,115 91,218-165,530 2,069+0,333 4 2,420*
Thiametoxam 280 28,870 17,374 - 58,672 0,614+0,215 4 10,000*
Thiametoxam + 280 6,602 5,762 - 8,955 3,197+0,527 5 9,384*
lambda- cialotrina

Imidacloprido + 280 8,484 5,708 -11,154 1,390+ 0,287 4 3,118*

beta-ciflutrina

1 nimero de insetos; 2concentracao letal 50 (ug i.a/100 ml de agua); Sintervalo de confianca a
95% de probabilidade; 4inclinacao; 5grau de liberdade; *significativo a 5%.

5.2. Bioensaios para determinacdo do modo de acao

Em todos os ensaios, foram testados os inseticidas jA mencionados e as
testemunhas tratadas somente com agua. Nas testemunhas, a agua foi aplicada
topicamente e ndo apresentaram mortalidade durante o periodo de avaliacao.

O inseticida thiametoxam, em todas as doses testadas, provocou
mortalidades inferiores a 50% nas populacdes de Candido Mota, Palmital,
Pedrinhas Paulista, e Sertaneja apds 48 horas da aplicacédo tépica (Fig. 6, 7,8 e
9). A Unica excec¢do foi a populacdo de laboratdrio, em que o thiametoxam
testado na menor dose (0,1 pg.adulto!) causou mortalidade de 78,33%.
Entretanto, quando o inseticida foi aplicado e imediatamente apds foi aplicado
topicamente o sinergista butoxido de piperonila (PBO), para verificar o modo de
acao, foi observado um incremento significativo da atividade do thiametoxam.
As diferencas de atividade foram mais evidentes nas popula¢gdes provenientes
de Candido Mota, Sertaneja e Pedrinhas Paulista. A populagdo de Palmital a
diferenca foi menor permanecendo uma diferengca na ordem de 20% na
concentracdo maxima testada de 10 pg de i.a. adulto de E. heros. De maneira

geral, os dados analisados apresentaram diferencas significativa (p<0,05) para
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os resultados de thiametoxam e thiametoxam + PBO em 48 horas apds a
aplicacéo.

Na populagéo de Candido Mota, o sinergismo foi mais evidente, tendo um
aumento de 60% da mortalidade na dose de 10 ug de i.a. adulto?, 21,66% na

dose de 1 pg de i.a. adulto! e 28,33% na dose 0,1 pg de i.a. adulto (Fig. 6).
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Fig. 6 — Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Candido Mota apés a aplicagdo tépica
de thiametoxam e thiametoxam + butéxido de piperonila (PBO) apds 48 h.

Os estudos realizados com a populacdo de Palmital (Fig.7), indicam
diferengas significativas entre os individuos tratados com e sem o agente
sinergista, quando aplicada a dose maior (10 ug de i.a.adulto™!). Esta diferenca
foi na ordem de 20 pontos percentuais. Entretanto, estas diferencas foram
menores (8,33 e 10%) e nao significativas ao nivel de 0,5%, quando os insetos

foram inoculados com doses menores, de 1 e 0,1 de i.a.adulto?.



46

100
80
S
- 60
=
(]
=
£ 40
2
2333
20 1500
ﬁ
10 pg 10 pg 1ug 1ug 0.1ug 0.1yug
i.a/adulto iafadulto + iafadulto ia/adulto + ia/adulto ia/adulto +
PBO PBO PBO
Dose

Fig. 7 — Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Palmital apds a aplicacédo topica de
thiametoxam e thiametoxam + butdxido de piperonila (PBO) apos 48 h.

A populacdo de Pedrinhas Paulista apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos com e sem 0 agente sinergista, resultando da mesma
maneira que a populagdo de Palmital, as maiores diferengas quando os insetos

foram tratados com 10 pg de i.a. adulto? com um aumento de 41,66% quando
adicionamos o inseticida e o agente sinergista.
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Fig. 8 — Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Pedrinhas Paulista ap6s a aplicacdo
tépica de thiametoxam e thiametoxam + butdxido de piperonila (PBO) apds 48 h.

A populacdo de Sertaneja (Fig.9) apresentou um sinergismo evidente,
principalmente na dose de 10 pg de i.a. adulto!, onde a diferenca com a

utilizacao do inseticida + o sinergista foi de 56,67%. N&o houve diferenca entre
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as doses 1 ug de i.a. por adulto! e 0,1 ug de i.a. por adulto* qguando aplicado
somente o inseticida.
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Fig. 9 — Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Sertaneja apds a aplicacdo topica de
thiametoxam e thiametoxam + butdxido de piperonila (PBO) apos 48 h.

Em relacdo a avaliacdo da populagdo suscetivel de laboratério, o
resultado € apresentado na Fig. 10. Verifica-se que a mortalidade foi elevada
(>78%) independente da aplicacdo do agente sinergista ou ndo. A aplicacdo do
sinergista em conjunto com o thiametoxam nao proporcionou diferencas
significativas (Tukey, p<0,05) de mortalidade, apés 24 h, em relagcdo ao
tratamento com thiametoxam aplicado isoladamente ou entre as diferentes

doses de thiametoxam. Apds 48 h, a mortalidade foi de 100% em todas as doses
testadas.
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Fig. 10— Mortalidade + EP de E. heros provenientes da criacdo de laboratério apds a aplicagao
tépica de thiametoxam e thiametoxam + butdxido de piperonila (PBO) apds 24 h.
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Nos estudos realizados aplicando topicamente imidacloprido, nas
mesmas populagdes (Candido Mota, Palmital, Pedrinhas Paulista, Sertaneja)
verifica-se que a maiores doses aplicadas (100 e 10 pg i.a.adulto) provocaram
mortalidades reduzidas, menores a 40%.

Comparativamente, a populacdo de Candido Mota apresentou a maior
mortalidade (40%) 48 horas apds a aplicagdo (Fig. 11) indicando maior
suscetibilidade que as outras populacdes. Apesar disso foram observadas
diferencas significativas (Teste de Tukey, p<0,05) entre as doses de 100 e 10 ug
i.a.adulto? quando aplicados o inseticida isolado e em conjunto com o PBO.

Nas populagbes de Palmital (Fig. 12), Pedrinhas Paulista (Fig. 13) e
Sertaneja (Fig. 14), foram observadas diferengas significativas entre os
tratamentos (Teste Tukey, p<0,05) com e sem o0 agente sinergista em todas as
doses testadas.

Os individuos menos suscetiveis ao imidacloprido foram os provenientes
de Sertaneja, os quais apresentaram mortalidade de 6,67% quando inoculados
com 100 pg i.a.adulto?, entretanto os individuos tratados com o sinergista,
apresentaram mortalidade de 80%.
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Fig. 11 - Mortalidade + EP de E. heros na populacao de Candido Mota apés a aplicacao tépica
de imidacloprido e imidacloprido + butoxido de piperonila (PBO) apés 48 h.
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Fig. 12 - Mortalidade + EP de E. heros na popula¢do de Palmital ap6s a aplicagéo topica de

imidacloprido e imidacloprido + butdxido de piperonila (PBO) apés 48 h.
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Fig. 13 - Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Pedrinhas Paulista ap6s a aplicacao
tépica de imidacloprido e imidacloprido + butéxido de piperonila (PBO) ap6s 48 h.
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Fig. 14 — Mortalidade + EP de E. heros na populagéo de Sertaneja apds a aplicagao tépica de
imidacloprido e imidacloprido + butoxido de piperonila (PBO) apés 48 h.

ApoOs 24 horas, a populacdo de laboratério tratada com o inseticida
imidacloprido, em todas as doses testadas, com e sem a adicdo de sinergista
apresentou mortalidade superior a 80 %, o qual indica que esta populacao é
suscetivel e a adicdo do sinergista ndo contribui para ocasionar maior
mortalidade. Nao foram observadas diferencas significativas (Teste de Tukey
p<0,05) na mortalidade dos insetos causadas pelos diferentes tratamentos. Apds
48 horas, todas as doses causaram mortalidade total (Fig. 15).
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Fig. 15— Mortalidade + EP de E. heros provenientes da criacdo de laboratério apds a aplicagcao
tépica de imidacloprido e imidacloprido + butdxido de piperonila (PBO) apos 24 h.
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Nos ensaios realizados com o inseticida lambda-cialotrina foi observada
maior suscetibilidade nos individuos provenientes de Candido Mota (Fig. 16). A
dose de 6 pg i.a.adulto! causou mortalidade total, portanto ndo diferiu do
tratamento com o inseticida e o0 sinergista. Entretanto foram observadas
diferencas evidentes entre os tratamentos com e sem sinergista, quando
aplicadas as doses de 3 pgi.a.adultole 1,5 ugi.a.adulto™.
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Fig. 16 - Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Candido Mota apds a aplicagdo tépica
de lambda-cialotrina e lambda-cialotrina + butéxido de piperonila (PBO) apos 48 h.

Por outro lado, as populacées de Palmital (Fig. 17), Pedrinhas Paulista
(Fig. 18) e Sertaneja (Fig. 19) apresentaram a mesma tendéncia, evidenciando
de maneira geral, diferencas significativas entre a dose de 6 ug i.a.adulto! de
lambda-cialotrina e deste inseticida aplicado com o sinergista.

A menor suscetibilidade a lambda-cialotrina foi observada na populacéo
de Pedrinhas Paulista que apresentou 43,33% de mortalidade com a dose de 6
ug i.a.adulto* de lambda-cialotrina, da mesma maneira a mortalidade foi menor

que as outras populacdes, com as menores doses.
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Fig. 17 — Mortalidade + EP de E. heros na populacao de Palmital ap6s a aplicagdo topica de
lambda—cialotrina e lambda—cialotrina + butéxido de piperonila (PBO) ap6s 48 h.
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Fig. 18 - Mortalidade + EP de E. heros na populacéo de Pedrinhas Paulista apds a aplicacéo
tépica de lambda—cialotrina e lambda—cialotrina + butdxido de piperonila (PBO) apds 48 h.

A andlise dos dados de mortalidade indica que as populacdes de Candido
Mota e Sertaneja (Figs. 16 e 19) apresentaram maior suscetibilidade a lambda-
cialotrina que as outras populacdes. Por este motivo as diferencas de

mortalidade entre os tratamentos com inseticida aplicado isolado e em presenca
do sinergista ndo foram evidentes.
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Fig. 19 - Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Sertaneja ap6s a aplicacéo tépica de
lambda-cialotrina e lambda-cialotrina + butdxido de piperonila (PBO) apés 48 h.

A Figura 20 representa a mortalidade da populacdo de laboratério 24
horas apés a aplicacéo. Esta populacdo ndo apresentou diferencas significativas

(teste de Tukey, p<0,05) entre as diferentes doses, assim como nos tratamentos
com e sem sinergista.
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Fig. 20 — Mortalidade + EP de E. heros provenientes da criacdo de laboratério apds a aplicagao
tépica de lambda-cialotrina e lambda—cialotrina + butéxido de piperonila (PBO) ap6s 24 h.

As mesmas populacdes ja testadas anteriormente, também foram
submetidas a bioensaios de aplicacdo topica com o inseticida acefato. De
maneira geral, os tratamentos com e sem 0 sinergista evidenciaram diferencas

significativas de mortalidade. A Unica excec¢éao foi a populacédo de Candido Mota
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(Fig. 21) que nao apresentou diferencas significativas entre os tratamentos
qguando os E. heros foram inoculados com a dose de 7,1 ug i.a.adulto?.
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Fig. 21 - Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Candido Mota apds a aplicagéo tépica
de acefato e acefato + dietil maleato (DEM) apos 48 h.

Os insetos provenientes de Palmital (Fig. 22) apresentaram maior
mortalidade no tratamento com o sinergista, na maior e menor dose testada, com
diferencas de 28,33% e 45% respectivamente.
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Fig. 22- Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Palmital apés a aplicacédo tépica de
acefato e acefato + dietil maleato (DEM) apés 48 h.

Os insetos de Pedrinhas Paulista (Fig. 23) também apresentaram

diferencas significativas em relagéo aos tratamentos com inseticida isolado e o
inseticida com o sinergista.
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Fig. 23 - Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Pedrinhas Paulista apds a aplicacdo
tépica de acefato e acefato + dietil maleato (DEM) apos 48 h.

O aumento de mortalidade mais evidente quando aplicado o sinergista foi
observada, na populacédo de Sertaneja (Fig. 24), cuja mortalidade com acefato
na dose de 3,55 g de i.a.adulto™ foi de 35%. Quando aplicado o inseticida mais
0 sinergista, a mortalidade foi de 100%, o que representa aumento de
mortalidade (61,67%) significativo (Teste de Tukey, p<0,05).
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Fig. 24 — Mortalidade + EP de E. heros na populagéo de Sertaneja apés a aplicagao topica de
acefato e acefato + dietil maleato (DEM) apés 48 h.

Nos ensaios com a populacdo proveniente do laboratério a comparagéo
da mortalidade provocada pelo acefato com e sem a adi¢cao do sinergista dietil

maleato ndo indica diferencas entre os tratamentos (Fig.25). Apoés 72 horas da
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aplicacao, a mortalidade alcancou 100% independente da dose utilizada, o que

indica efeito nulo do sinergista na populacdo suscetivel.
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Fig. 25 - Mortalidade = EP de E. heros provenientes da criacdo de laboratério apés a aplicacdo
tépica de acefato e acefato + dietil maleato (DEM) apés 24 h.

O inseticida beta-ciflutrina também foi testado com as mesmas
populacdes. Nos ensaios com a populacao de Candido Mota foi observado efeito
mais evidente do sinergismo, na dose mais elevada, de 1,5 ug de i.a.adulto,

cuja diferenca em relacdo a aplicacdo da beta-ciflutrina isolada foi de 58,33%
(Fig. 26).
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Fig. 26 — Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Candido Mota ap0s a aplicagao topica
de beta-ciflutrina e beta—ciflutrina + butoxido de piperonila (PBO) apds 48 h.

A adicao do sinergista provocou aumento significativo (Teste de Tukey,

p<0,05) da mortalidade, em todas as doses ensaiadas, nos insetos coletados em
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Palmital (Fig. 27), indicando provavelmente a inibicdo da detoxificacdo pelas
enzimas monooxigenases e/ou esterases.
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Fig. 27 — Mortalidade + EP de E. heros na populacao de Palmital ap6s a aplicagdo topica de
beta-ciflutrina e beta-ciflutrina + butoxido de piperonila (PBO) apds 48 h.

A mesma tendéncia observada na populacédo de Palmital foi observada na
populacdo de Pedrinhas Paulista (Fig. 28). Em todas as doses testadas foi
observada diferencia significativa entre os tratamentos com e sem o sinergista.

As doses menores com a aplicacdo do sinergista, provocaram aumento da
mortalidade na ordem de 28,33 a 60%.
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Fig. 28 - Mortalidade + EP de E. heros na populacdo de Pedrinhas Paulista apés a aplicacdo
tépica de beta—ciflutrina e beta—ciflutrina + butdxido de piperonila (PBO) apos 48 h.
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Os individuos coletados em Sertaneja apresentaram diferencas na ordem
de 15% e 55% pontos percentuais quando tratados com as maiores doses de
beta-ciflutrina (Fig. 29). Entretanto, a dose de 0,08 ug de i.a.adulto! néo
apresentou diferenca significativas de mortalidade quando os insetos foram

tratados somente com o inseticida ou com a mistura de inseticida mais sinergista.
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Fig. 29 - Mortalidade + EP de E. heros na populagédo de Sertaneja apés a aplicacdo tépica de
beta-ciflutrina e beta-ciflutrina + butéxido de piperonila (PBO) apds 48 h.

Nos ensaios realizados com a populacéo provenientes de laboratério ndo
foram observadas diferencas significativas de mortalidade entre os insetos
tratados com o inseticida isolado e a mistura inseticida mais o agente de
sinergismo (Fig. 30). Isto indica suscetibilidade desta populacdo ao inseticida
beta-ciflutrina ou auséncia deste mecanismo de resisténcia nessa populacédo. A

mortalidade alcancou 100% no segundo dia de avaliacdo em ambas as doses.
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Fig. 30— Mortalidade = EP de E. heros tratado com o inseticida beta-ciflutrina e beta-ciflutrina +

PBO 24 horas ap0s a aplicacgéo.
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6. Discussao

Conforme a Secretaria de Agricultura e do Abastecimento do Parana
(SEAB, 2016), existem poucos inseticidas liberados para o controle dos
percevejos E. heros e D. melacanthus. A partir de 2004, foi recomendada a
primeira mistura de neonicotindides (imidacloprido) com piretréides (beta-
ciflutrina) para controle de E. heros e em 2005, uma nova formulacdo dessa
mistura foi colocada no mercado, thiametoxam e lambda-cialotrina (SOSA-
GOMEZ e SILVA, 2010).

Uma vez que o0s produtos que em sua Ccomposi¢cdo contém
neonicotindides apresentam acdo sistémica (SIMON-DELSO et al., 2015), a
definicdo de metodologia para realizar bioensaios de ingestao pode ser util para
avaliar sua atividade biolégica em condigcdes controladas evitando ou
minimizando o contato tarsal ou através de areas extensas do tegumento. Esse
método de bioensaio apresenta vantagem, pois 0 inseto ndo entra em contato
direto com o inseticida, uma vez que a membrana de parafilm atua como uma
barreira e por sua vez permite a alimentacdo através dela. Por outro lado, o
método € simples, rapido e aparentemente proporciona respostas consistentes
permitindo a comparacéao inequivoca de atividade entre inseticidas, respostas de
populacdes geograficas e parametros associados aos ensaios. Entretanto,
aspectos gue merecem maior atencéo com possibilidades de serem melhorados,
sdo: a possibilidade de volatilizagdo dos inseticidas através do parafilm,
resultando em mortalidade adicional ndo devida a ingestéo e a deterioracao dos
tecidos vegetais apos 3 dias de iniciado o experimento.

A concentracéo letal (CLso) determinada nos bioensaios por ingestdo em
D. melacanthus indicou maior atividade da mistura de thiametoxam + lambda-
cialotrina e do inseticida thiametoxam. Entretanto, as misturas thiametoxam +
lambda-cialotrina e imidacloprido + beta-ciflutrina apresentaram maior atividade
biolégica em E. heros que os inseticidas isolados. A menor atividade biolégica
foi determinada nos ensaios com o imidacloprido.

Em ambas as espécies de pentatomideos a tendéncia observada foi
semelhante, indicando que sdo necessarias concentracdes menores de

thiametoxam do que de imidacloprido, para causar mortalidades semelhantes.
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Segundo Guill e Bielza (2013), em estudos sobre modos de acdo de
neonicotindides, a principal enzima a ser inibida durante um processo de
sinergismo s&o as monooxigenases P-450, e ensaios utilizando misturas com
sinergistas pode apresentar uma maior toxicidade ao inseto (GUILL e BIELZA,
2013). Isso pode ser verificado para a populacdo de Sertaneja quando foi
utilizado o inseticida imidacloprido e na populacdo de Candido Mota quando foi
tratada com o inseticida thiametoxam.

Os ensaios de aplicacéo topica foram escolhidos para determinar o modo
de acéo dos inseticidas devido a sua praticidade e facilidade de manutencao dos
insetos apls a aplicacdo do inseticida e do agente sinergista. Para todos os
inseticidas ensaiados foram observadas diferencas evidentes, nas doses mais
elevadas, entre o inseticida aplicado isoladamente ou conjuntamente com seu
sinergista. Ensaios realizados por Mota-Sanchez et al (2006) e Clements et al
(2016) verificaram em inseticidas neonicotindides a participacdo da enzima
monooxigenase no processo de detoxificacao do inseticida.

As maiores diferencas de mortalidade observadas ocorreram nas
comparacoes entre as aplicacbes com thiametoxam ou thiametoxam com PBO,
assim como nos tratamentos com beta-ciflutrina ou beta-ciflutrina com PBO,
envolvendo as populagdes de Sertaneja e Candido Mota.

Por falta de alternativas, o acefato e misturas de neonicotindides e
piretréides, sdo os inseticidas mais usados para o controle de percevejos, isto
tem aumentado o risco de selecionar individuos resistentes (SOSA-GOMEZ e
SILVA, 2010). As diferencas de suscetibilidade podem ser devidas a este
fendmeno, j4 observado em estudos realizados por Sosa-Gémez e Silva (2010)
e Husch (2016) que trabalharam com endosulfam, metamidofés e acefato.

Insetos utilizam enzimas de desintoxicacao, incluindo monooxigenases
do citocromo P-450, glutationa S-transferases e esterases para metabolizar
metabdlitos secundarios de outras substancias, como por exemplo, 0s
inseticidas. As respostas dos insetos a esses metabdlitos podem incluir
insensibilidade ao local alvo, passagem rapida de toxinas através do intestino e
destoxificacdo metabdlica direta (LI, et al., 2007). Neste trabalho, foi utilizado os
sinergistas butoxido de piperonila e dietii maleato objetivando verificar a
mortalidade dos insetos com a adicdo do sinergista ao inseticida, sugerindo

assim a acao de monooxigenases e glutationa-S-transferases, respectivamente.
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Ensaios com acefato para determinacdo de sinergismo indicaram
diferencas de mortalidade na ordem 47 e 61,7 pontos percentuais nas doses de
7,1 e 3,55 ug de i.a. de acefato nos individuos da populacdo de Sertaneja
tratados com e sem dietil maleato. O que sugere sinergismo por acdo de
glutationa s-transferases na detoxificacdo do organofosforado (ANDREW et al.,
2003). O envolvimento das enzimas glutationa-S-transferases (GSTs) no
processo de resisténcia a inseticidas foi constatado em diversas espécies de
insetos (FRAGOSO et al., 2000; RIBEIRO et al., 2003), assim como na espécie
E. heros utilizando andlises enzimaticas (HUSCH, 2016).

Neste trabalho, os piretréides estudados foram beta-ciflutrina e lambda-
cialotrina, aplicados com o sinergista butoxido de piperonila (PBO). O inseticida
beta-ciflutrina avaliado ap6s 48 h provocou mortalidades inferiores a 65%
(Pedrinhas Paulista). Quando foi adicionado o sinergista PBO todas as
populacdes apresentaram aumento da mortalidade, maior que 91,67%
(Sertaneja). Os individuos provenientes de Pedrinhas Paulista apresentaram um
aumento mais evidente da mortalidade, indicando um nivel maior de resisténcia.

Estudos realizados por Amweg e Weston (2007) com piretroides e o
sinergista PBO provocaram aumento da toxicidade do inseticida. O mesmo foi
verificado neste trabalho, todas as populacdes testadas apresentaram maior
mortalidade quando foi adicionado o agente sinergista PBO.

Nos estudos de Abro et al (2013), Beckel, Lorini e Lazzari (2006), Bingham
et al (2008), Romero, Potter e Haynes (2009) e Fragoso et al (2000) também
foram observados um aumento na toxicidade dos inseticidas quando adicionado
o PBO, indicando o envolvimento das enzimas monooxigenases dependentes
do citocromo P-450. A combinacdo de inseticida e sinergista deve resultar na
eliminacdo da detoxificagdo enzimatica no inseto (YU e HSU, 1993).

Fragoso, et al., (2000) testaram alguns inseticidas organofosforados
com agentes sinergistas, onde o DEM conseguiu sinergizar todas as populagcdes
testadas e a enzima glutationa-S-transferase pode ser uma as enzimas
envolvidas no processo da detoxificagao do inseticida.

A detoxificacdo do inseticida ocorre por diversos processos onde o
produto (inseticida) é transformado em uma forma néo toxica ao organismo ou &
eliminado o mais rapido do corpo do inseto. A acdo do sinergista minimiza a

guantidade de inseticida necessaria para o controle de insetos, pois age como
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um substrato alternativo, poupando o inseticida da detoxificacdo, ou reage com
outro sitio no sistema enzimético, prevenindo a detoxificacdo do inseticida
(CASIDA, 1970), aumentando assim a letalidade dos mesmos nas populagdes
resistentes (BRINDLEY e SELIM, 1984). Estudos complementares de
determinacdo das concentracfes letais com e sem a aplicacdo de sinergistas
podem orientar e ser informativos sobre os niveis de resisténcia de ocorréncia

atualmente.
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7. Conclusodes

A metodologia de bioensaios por ingestdo pode ser utilizada para obter
curvas de resposta de suscetibilidade dos pentatomideos a inseticidas
sistémicos.

A atividade bioldégica da mistura thiametoxam + lambda-cialotrina é
superior a outros inseticidas para D. melacanthus. Entretanto, a mortalidade de
E. heros tratados com as misturas thiamethoxam + lambda-cialotrina e
imidacloprido+beta-ciflutrina foram semelhantes.

Independente da mistura, € preciso, aproximadamente, cinco vezes mais
produto para provocar os mesmos hiveis de mortalidade de D. melacanthus
comparado a E. heros.

Enzimas monooxigenases dependentes do citocromo-P-450 estéao
envolvidas nos mecanismos de resisténcia de E. heros aos inseticidas
thiametoxam, imidacloprido, lambda-cialotrina e beta-ciflutrina.

Enzimas glutationa-S-transferases estdo envolvidas no processo de
detoxificacdo do acefato (organofosforado) em populacdes resistentes de E.
heros.

A utilizacéo de sinergistas pode auxiliar na identificacdo das populacdes

de percevejos resistentes a inseticidas.
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