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FERREIRA AGUERO, Marcos Arturo. Inseticidas desreguladores de crescimento sobre
Euschistus heros e Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae): 2013. 100 f. Tese de
Doutorado em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O percevejo-marrom Euschistus heros e o percevejo-verde Nezara viridula provocam sérios
prejuizos a cultura da soja, afetando a producdo de grios e sementes quantitativa e
qualitativamente. Os inseticidas convencionais utilizados para reduzir suas populagdes nao
tem sido eficientes. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de inseticidas
desreguladores de crescimento (IDCs) sobre ninfas de E. heros e N.viridula. No artigo A,
bioensaio um, testaram-se dois inseticidas do grupo dos inibidores de biossintese de quitina
(IBQ): lufenurom e diflubenzurom; um andlogo do hormonio juvenil (AHJ), piriproxifem e
um agonista do ecdisonio (AE), metoxifenozida, sobre ninfas de 4° e 5° instar de E. heros. No
bioensaio dois, determinaram-se as concentracgdes letais (CLsg ¢ 99) € tempos letais (TLsg ¢ 90),
utlizando seis concentracdes de lufenurom, diflubenzurom e piriproxifem sobre ninfas de 4°
instar de E. heros ¢ N. viridula. No artigo B, verificou-se a mortalidade de ninfas de E. heros
e N. viridula em plantas de soja tratadas com lufenurom, diflubenzurom e piriproxifem.
Também, avaliou-se a produtividade de graos e qualidade de sementes. No artigo C, avaliou-
se as deformacdes no aparelho bucal, inibi¢do da alimentacdo e mortalidade de ninfas de E.
heros quando em contato com lufenurom, diflubenzurom e piriproxifem. No artigo D,
avaliou-se o efeito do piriproxifem sobre a fecundidade e fertilidade de N. viridula e o efeito
do diflubenzurom na formagao do aparelho reprodutor. Para as pulveriza¢des dos inseticidas
em laboratdrio, utilizou-se torre de Potter e asperssor manual em semi-campo. Registrou-se
diariamente a mortalidade e deformagdes morfologicas dos percevejos. Constatou-se a
mortalidade de ninfas de 4° e 5° instar de E. heros com lufenurom (78,8%), diflubenzurom
(62,9%), piriproxifem (52,8) e metoxifenozida (40,9%). Os valores de CLs . 9o mostraram que
ninfas de N. viridula foram mais sensiveis que E. heros aos produtos testados. Maiores
concentragdes dos IDCs, aumentam a mortalidade de ninfas e diminuem o TLsp ¢ oo.
Lufenurom e diflubenzurom foram mais eficientes que o piriproxifem no controle de ninfas de
E. heros ¢ N. viridula resultando em menor dano avaliado pelo maior peso de cem sementes.
A maior produtividade de graos observou-se no tratamento com lufenurom. As plantas de soja
infestadas com E. heros e N. viridula tratadas com lufenurom e diflubenzurom produziram
sementes vidveis com poucas puncturas, alto poder germinativo e nimero de plantulas
normais. Verificou-se deformagdes no aparelho bucal, inibigdo da alimentagdo, alteragdo da
metamorfose e mortalidade de ninfas de E. heros tratadas com lufenurom e diflubenzurom. O
piriproxifem, embora ndo tenha causado deformag¢des no aparelho bucal, foi letal para ninfas.
O numero de posturas de N. viridula nao foi reduzida significativamente pelo piriproxifem.
Entretanto uma diminui¢do na fertilidade dos ovos foi observada impedindo a eclosdo de
ninfas. O diflubenzurom afetou o desenvolvimento normal dos 6rgdos reprodutivos feminino
e masculino. Conclui-se que de entre os IDCs o lufenurom e diflubenzurom sdao mais
deletérios e eficientes na mortalidade de ninfas de E. heros e N. viridula. Piriproxifem e
diflubenzurom tém potencial de diminuir a progénie de N. viridula.

Palavras-chave: Hemiptera. Sistema Endocrino. Metamorfose. Anormalidades. Protegdo
de plantas.



FERREIRA AGUERO, Marcos Arturo. Insecticide growth disruptor on Euschistus heros e
Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae). 2013. 100 p. Tese de Doutorado em
Agronomia — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

The brown stink bug Euschistus heros and green stink bug Nezara viridula cause serious
damage to the soybean crop, affecting grains production and seeds quantitatively and
qualitatively. The conventional insecticides that are used for stink bugs populations control
are sometimes not efficient. The objective of this study was evaluated insects growth
disruptors (IGDs) effects on nymphs of E. heros and N.viridula. In manuscript A, bioassay 1,
it two insecticides of the chitin biosynthesis inhibitors (IBQ) group, lufenuron and
diflubenzuron were tested; a juvenile hormone analogue (JHA), pyriproxyfen and a ecdysone
agonist (AE) methoxyfenozide, on nymphs of 4™ and 5™ instar of E. heros. In bioassay 2,
lethal concentration LCsy ang 90 and lethal time TLsy ang 99 Were estimated for lufenuron,
diflubenzuron and pyriproxyfen on 4™ instar nymphs of E. heros and N. viridula. In
manuscript B, E. heros and N. viridula nymph mortality in soybean plants treated with
lufenuron, diflubenzuron and pyriproxyfen were evaluated. It was also evaluated the yield and
seed quality. In manuscript C, mouthparts deformation was evaluated and also feed inhibition
and nymph mortality of E. heros treated with lufenuron, diflubenzuron and pyriproxyfen. In
manuscript D, it was evaluated the effect of pyriproxyfen on fecundity and fertility of N.
viridula and the effect of diflubenzuron in the reproductive system. For insecticides spraying
in laboratory, it we used a Potter Tower and a manual sprayer in the greenhouse. Mortality
and morphological deformations was recorded daily. |The results show a mortality of E. heros
nymphs for lufenuron (78.8%), diflubenzuron (62.9%), pyriproxyfen (52.8) and
methoxyfenozide (40.9%). The estimated LC s¢ 4nq 90 values showed that N. viridula nymphs
were more sensitive than E. heros. Higher concentrations of IGDs, increase nymph mortality
and decrease TLsg ang 90. Lufenuron and diflubenzuron were more efficient than pyriproxyfen
for E. heros and N. viridula nymphs resulting in greater weight of one hundred seeds. The
highest yield was reach for lufenuron treatment. Soybean plants infested with E. heros and N.
viridula sprayed with lufenuron and diflubenzuron produced viable seeds with few punctures,
high germination and normal seedling number. Mouthparts deformations, feeding inhibition,
alteration of metamorphosis and mortality of E. heros nymphs treated with lufenuron and
diflubenzuron, were observed. Pyriproxyfen, although not cause deformations on mouthparts,
was lethal to nymphs., Eggs number of N. viridula was not significantly reduced by
pyriproxyfen. However, a decreased in eggs fertility was observed, preventing nymphs
eclosion. Diflubenzuron prevented the normal development of the male and female
reproductive system. We concluded that the IGDs lufenuron and diflubenzuron are more
efficient, deleterious and lethal to E. heros and N. viridula nymphs. Pyriproxyfen and
diflubenzuron have potential to decrease N. viridula progeny.

Keywords: Hemiptera. Endocrine system. Metamorphosis, Abnormality. Crop protection.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) MERRILL] é um dos principais produtos agricolas do
Brasil. O pais ¢ o segundo maior produtor mundial do grdo, ficando atras apenas dos Estados
Unidos. Na safra de 2012/2013 a area cultivada foi em torno de 27,5 milhdes de hectares, com
uma producdo de 81 milhdes de toneladas de grdos. O estado do Parana ¢ um dos maiores
produtores com 4,6 milhdes de hectares (CONAB, 2013).

A cultura da soja estd sujeita ao ataque de pragas desde a germinagdo até a
colheita. Inicialmente ocorre o bicudo-da-soja Sternechus subsignatus Boheman, 1836
(Coleptera: Curculionidae), a lagarta elasmo Elasmopalpus lignosellus Zeller, 1848 (Lepidoptera,
Pyralidae), os cords Scarabaeidae ¢ os percevejos-castanhos-da-raiz Scaptocoris castanea Perty,
1830 e S. carvalhoi Becker, 1967 (Hemiptera: Cydnidae) que danificam a cultura. Psteriormente
as esfoliadoras como a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 ¢ a lagarta falsa-
medideira Chrysodeixis includens Walk, 1857 (Lepidoptera, Noctuidae). Na fase reprodutiva,
surgem os percevejos sugadores de vagens e sementes Euschistus heros Fabricius, 1794, Nezara
viridula Linnaeus, 1758, ¢ Piezodorus guildinii Westwood, 1837 (Hemiptera: Pentatomidae)
(SOSA-GOMEZ et al., 2010).

A densidade populacional do complexo de percevejos tém ocorrido em niveis
elevados, tornando-se em um grupo de dificil controle, devido a rapida colonizacao, falhas nas
aplicagdes, uso repetitivo de produtos com o mesmo modo de agdo e selecdo de biotipos
resistentes, o qual induziu ao aumento na frequéncia de aplicacdes ¢ a adocdo de medidas
equivocadas como a antecipagdo da pulverizagdo sem considerar os niveis populacionais
tolerados e os principios do Manejo Integrado de Pragas (MIP).

Dessa forma, produtos com modo de agdo distinto aos empregados
tradicionalmente para o controle de percevejos, devem ser estudados, no intuito de inserir-lhos
como uma alternativa no manejo integrado de percevejos pragas da soja. Ainda, estudos
relacionados com a utilizacdo de inseticidas desreguladores de crescimento (IDCs) para o
controle de percevejos sdo escassos ou até desconhecidos. Assim, o objetivo deste estudo foi

avaliar o efeito dos IDCs sobre os percevejos E. heros e N. viridula.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROBLEMAS NO MANEJO DE PERCEVEJOS-PRAGA-DA-SOJA

O MIP da soja no Brasil teve grande sucesso e foi amplamente adotado pelos
produtores desde 1970 até o final da década de 1990. Atualmente caiu em desuso devido a
mudanga no sistema, fenologia, cultivos multiplos, ado¢ao do plantio direto, cultivares super
precoces e introducdo da soja Bt. Além disso, o baixo preco de inseticidas convencionais e a
necessidade do servigo de extensdo para promover o MIP, contribuiram para a situacdo de
abandono. Assim, ha necessidade de repensar ¢ modernizar os programas de MIP de forma a se
adequarem a nova realidade para que os produtores voltem a adotar o MIP na soja (PANIZZI,
2013).

A elevada ocorréncia de percevejos na cultura da soja tem se tornado mais séria
a cada safra. Os principais fatores que contribuiram para isso foram a falta de monitoramento
adequado das lavouras, aplica¢des indiscriminadas de inseticidas que levam ao desequilibrio e a
ressurgéncia mais rapida das pragas e o desenvolvimento de populagdes resistentes (CORREA-
FERREIRA et al., 2009).

O controle dos percevejos era realizado comumente com inseticidas sintéticos
como monocrotofos, metamidofos e endosulfan, contudo houve casos de insucesso de controle de
algumas populacdes de E. heros resistentes a esses produtos (SOSA-GOMEZ et al., 2001). A
primeira mistura de neonicotinoides (imidacloprid) e piretroides (beta ciflutrina) para controlar
percevejos foi recomendada em 2004 (Tecnologias de produgdo de Soja, 2005) e no ano seguinte
uma nova mistura de thiamethoxam ¢ lambda-cialotrina foi introduzida na recomendacao oficial
(Tecnologias de produgdao de Soja, 2005). Possivelmente a resisténcia aos organofosforados
deveu-se ao seu uso abusivo por mais de 35 anos (SOSA GOMEZ; SILVA, 2010).

Normalmente a ineficiéncia de controle leva os sojicultores usarem o mesmo
inseticida repetidamente em doses crescentes na mesma safra. Também as altas densidades
populacionais de percevejos incentivam os produtores a antecipagdo da aplicagdao de inseticidas
de amplo espectro antes da fase reprodutiva da soja, utilizando os mesmos produtos para o
controle de lagartas, percevejos e outras pragas ocasionais ao invés de utilizar produtos seletivos.
Essa pratica além de suprimir os inimigos naturais causa uma pressdo de sele¢do sobre a

populagdo de percevejos. Além disso, a compra antecipada de pacotes de agrotoxicos com



12

descontos antes da safra incentiva o maior nimero de aplicagdes ou a mistura com fungicidas e
herbicidas pela falsa impressdo de reduzir custos operacionais (SOSA GOMEZ; SILVA, 2009).
H4 um consenso sobre a necessidade urgente de se propor o MIP como dentro
das metas do governo e estimular agéncias de financiamento a apoiar projetos de MIP ndo s6 para
a soja, mas também para outras commodities importantes (PANIZZI, 2013). Programas de MIP
devem ser realizados combinando investimentos privados com incentivos do setor publico em
uma escala regional para gerar beneficios a longo prazo, ndo s6 para os agricultores, mas para a

comunidade em geral (BREWER; GOODELL, 2012).

2.2  PERCEVEJOS-PRAGA-DA-SOJA

As principais espécies de percevejos que se destacam pelos prejuizos causados
a soja sdo: Euschistus heros (Fabricius, 1794), Nezara viridula (Linnaeus, 1758) e Piezodorus
guildinii (Westwood, 1837). Dentre esses percevejos, o percevejo-marrom, E. heros, é o mais
resistente e abundante nas lavouras brasileiras, causando danos em todas as regides produtoras de
soja (SOSA-GOMEZ et al., 2001).

O complexo de percevejos pentatomideos fitofagos representa 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. Por isso, merecem atengdo e cuidado durante todo o ciclo da cultura (CORREA-

FERREIRA et al., 2009).

2.2.1 Percevejo-Marrom-da-Soja Euschistus heros (F.)

O percevejo marrom neotropical Euschistus heros (F.) (Heteroptera:
Pentatomidae) ¢ a praga mais importante da soja no Brasil. Sua distribui¢do tem se expandido nos
ultimos anos chegando até o Rio Grande do Sul onde ndo era tdo abundante em comparagdo a
outras espécies de pentatomideos (SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010; AGUERO, 2010).

O manejo deste inseto-praga exige o emprego de medidas integradas
envolvendo inclusive o manejo das lagartas da soja e de outras pragas na fase vegetativa da
cultura. Inseticidas pouco seletivos empregados na fase vegetativa desfavorecem os inimigos

naturais e favorecem os percevejos na fase reprodutiva da soja (ROGGIA et al., 2011).
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2.2.1.1 Biologia de E. heros

O percevejo-marrom-neotropical possui em média 13 mm de comprimento
(entre 11 a 15 mm), e coloracdo marrom com uma “meia-lua” branca no final do escutelo e dois
espinhos laterais no protéorax. Comumente, as masas de ovos possuem de seis a 15 ovos
amarelados, em fileiras duplas ou triplas. Durante seu desenvolvimento as ninfas passam por
cinco estddios. Essas apresentam coloracdo marrom suave (as vezes esverdeada, amarelada,
castanha ou acinzentada) com bordos serrilhados (GALLO et al., 2002; DEGRANDE ¢ VIVAN,
2010).

O tempo médio de desenvolvimento ¢ de 38 dias até o estddio adulto e o
nimero médio de ovos por fémea varia de 108,5 a 130,5 quando alimentados com vagem de
feijao (Phaseolus vulgaris L.), grdos de soja e amendoim (Arachis hypogaea L.). Ninfas de
estadios iniciais t€ém habito gregario, permanecendo reunidas e a partir do 3° instar passam a
sugar os graos de soja. Durante a safra tem trés geracdes, completa a quarta geracdo em plantas
hospedeiras e entra em oligopausa na palhada da cultura anterior entorno de sete meses podendo

se alimentar ou sobreviver das reservas de lipideos (COSTA et al., 1998., SOSA-GOMEZ, 2010).

2.2.2 percevejo-Verde-da-Soja Nezara viridula (L.)

O percevejo Nezara viridula (L., 1758) (Heteroptera: Pentatomidae) ¢ uma
praga cosmopolita, polifaga, que ocasiona danos econdmicos a varias espécies de plantas
cultivadas (KNIGTHA; GURR, 2007). Embora seja adaptado e abundante nas regides mais frias,
é encontrado em diferentes regides produtoras de soja e outras culturas (CORREA-FERREIRA et
al., 2009). No Brasil, até¢ a década de 1980, era considerada a espécie mais abundante, depois foi
mais comum apenas na regido sul (SOSA-GOMEZ, 2010).

Posteriormente estudos realizados em Joia, RS entre 12/2007 e 11/2009
mostraram que houve mudanga na ocorréncia de N. viridula e sua populagdo caiu para a terceira
posicao atras de E. heros e P. guildini, devido a sucessdes de culturas, vegetagdo de reftgio,
palhada e operag¢des de manejo (AGUERO, 2010). Além disso, demonstrou-se que popula¢des de
N. viridula podem mudar de regido migrando para locais mais altos ¢ frios devido ao

aquecimento global (MUSOLIN; NUMATA, 2003; TOUGOU et al., 2009).
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Nos EUA, N. viridula ¢ a principal praga da soja em toda a regido sul, pode
causar injurias até o estadio R; sendo responsavel pela redu¢ao da qualidade de sementes e do
valor econdmico do produto (MUSSER et al., 2011). As ninfas de 4° e 5° instares sdo
responsaveis pela dispersao na soja. Os maiores danos na produgao sdo ocasionados pelos adultos
e ninfas de 5° instar, menores danos sdo ocasionados pelas ninfas de 3° e 4° instares (Mc

PHERSON et al., 1979).

2.2.2.1 Biologiade N. viridula

O adulto de N. viridula mede de 12 a 17 mm de comprimento, de coloragdo
verde, as vezes escura e fase ventral verde clara. As formas jovens tém coloracdo preta com
manchas vermelhas e amarelas e tem hdbito de aglomerar-se sobre a planta. A fémea faz a
postura na face interior das folhas ou nas partes mais abrigadas da planta e cada uma oviposita até
200 ovos, agrupados em placas hexagonais, de coloracao amarelada. O ciclo médio e de 46 dias,
e os adultos tem uma longevidade entre 60 e 70 dias (GALLO et al. 2002., SOSA-GOMEZ,
2010).

A espécie € polifaga e no norte do Parand completa trés geracdes em soja, de
dezembro a abril. Posteriormente, utiliza varias plantas hospedeiras até completar seis geracdes e
novamente, colonizar a soja. No sul do Parana, em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul, apos a
colheita da soja, hiberna sob casca de arvores e outros abrigos, trocando de cor, passando do

verde para castanho arroxeado (SOSA-GOMEZ, 2010).

2.3  TEGUMENTO

O tegumento ¢ a camada exterior do inseto, que compreende a epiderme ¢ a
cuticula. A cuticula ¢ uma caracteristica especifica de artropodes e ¢, em grande parte,
responsavel pelo sucesso dos insetos como animais terrestres (CHAPMAN, 1998). Suas
principais fungdes sdo: protecdo mecanica, quimica e biologica, evitar a perda excessiva de agua,
possibilitar a sustentagdo dos musculos e 6rgdos e ligar as pernas, asas € outros apéndices
(GALLO et al., 2002).

A membrana basal ¢ uma camada de polissacarideos secretada por hemocitos

(células do sangue); separa a epiderme do hemocele. Nervos e traquéias, necessarios para o
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funcionamento do tegumento, penetram a membrana basal e correm entre esta ¢ a epiderme
(GALLO et al, 2002). Os principais componentes sao proteinas fibrosas, colageno,
glicoproteinas e glicosaminoglicanos. Os ultimos sdo polimeros de dissacarideos constituidos de
amino-agucar e por¢des de acido urico (CHAPMAN, 1998).

A epiderme ¢ uma camada simples de células epiteliais poligonais secretoras,
entremeadas com células especializadas de vérios tipos. E responsavel pela formagdo de toda a
cuticula. Por ocasido da ecdise, tornam-se muito ativas, produzindo enzimas que digerem as
partes da velha cuticula e o material que formarad a nova. As glandulas dérmicas sdo inclusdes
epidérmicas responsaveis pela producdo da camada de cimento da epicuticula (tetocuticula).
Tipicamente consiste de uma estrutura vacuolada chamado duto da glandula dérmica (GALLO et
al., 2002).

Os enocitos s3o inclusdes epidérmicas, conhecidas apenas nos insetos,
originados por diferenciagdo das células epidérmicas, eles sdo produtores de uma proteina
conjugada (lipoproteina), que forma a camada de cuticulina, a mais interna das camadas da
epicuticula. Os tricogenos ou sensilios tricoideos sdo inclusdes epidérmicas responsaveis pelo
senso tatil e audi¢do, e sdo numerosos no corpo do inseto. Fundamentalmente o tricogeno consta
de uma seta, que € o processo cuticular externo da célula tricogena (GALLO et al., 2002).

A cuticula ¢ a secrecdo da epiderme e cobre toda a parte exterior do corpo do
inseto, assim como revestimento ectodérmico, invaginacdes como estomodeu, proctodeu e
traqueias. Diferencia-se em duas regides, uma interna, até 200 pm de espessura caracterizada pela
presenga de quitina e forma a cuticula grossa (procuticula), e a epicuticula exterior fina, 1-4 um
de espessura que nao contém quitina (CHAPMAN, 1998).

A epicuticula consta, de dentro para fora da camada de cuticulina, secretada
pelos endcitos, da camada de polifenois e da camada de ceras, derivadas diretamente de secre¢des
das células epidérmicas. Nela ao contrario da procuticula, ndo ha presenga de quitina. A principal
fungdo da epicuticula e funcionar como barreira a perda de adgua por evaporacao através do
tegumento, especialmente durante a ecdise. A procuticula ou cuticula quitinosa esta colocada
diretamente abaixo da camada epicuticular. Ela e composta da exocuticula e da endocuticula,
tendo ambas em sua composi¢do, o glucosamino quitina, que esta sempre associado com
proteinas e outros materiais complexos (GALLO et al., 2002). As nanofibras de quitina altamente

cristalina estdo embebidas numa matriz de proteina, polifenois e 4gua com pequenas quantidades
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de lipideos. A quitina ¢ um polissacarideo completamente acetilado como a celulose (VICENT e

WEGST, 2004).

2.3.1 Biossintese de Quitina

A quitina € o maior componente da cuticula, um dos polimeros naturais mais
abundantes nos artropodes que serve como polissacarideo esquelético na cuticula e na matriz
peritréfica do intestino médio (VAN LEEUWEN et al., 2012). E composto de unidades de N-
acetil-D-glucosamina ligados por B-(1-4) (Figura 2). Polimeros individuais sintetizados
intracelularmente pela quitina sintetase (QS), uma ligada a membrana glicosil transferase, sao
translocados através da membrana plasmatica e coalesem para formar os cristais rigidos.
Microfibrilas de quitina estdo ligadas as outras, principalmente por pontes de hidrogénio, mas ndo
sempre. A enzima quitina sintetase (QS1A) na cuticula transfere moléculas de N-acetil-D-
glucosamina para construir a cadeia de polimeros (KRAMER ¢ MUTHUKRISHNAN, 2005;
COHEN 2010)

A sintese de quitina depende da acdo da enzima quitina sintetase extra-celular
ligada @ membrana plasmatica. No entanto, esta enzima é produzida como um zimogeno (inativo)
no reticulo endoplasmatico da epiderme e tem que ser ativado por proteases de sintese de quitina
(HEPBURN, 1985). Uma vez que as proteases sdo importantes na ativagdo de zimodgenos de
sintese de quitina, estas enzimas tornam-se em alvos potenciais na regulacdo por certos
compostos, juntamente com outros processos reguladores chave da biossintese de quitina
(TUNAZ; UYGUN, 2004).

A formagdo da quitina pode ser dividida em trés fases. Na primeira, o dominio
catalitico das enzimas voltado para o citoplasma forma o polimero. A segunda fase envolve a
translocagdo do polimero nascente através da membrana e sua liberacdo para o espago
extracelular. Na terceira fase completa-se o processo com polimeros individuais,
espontaneamente se reunem para formar microfibrilas cristalinas. Em reacdes subsequentes as
microfibrilas combinam com outros aglcares, proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos para
formar septos e paredes celulares de fungos, assim como cuticula e matriz peritrofica de

artropodes (MERZENDORFER, 2006).
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2.4  CRESCIMENTO, ECDISE E METAMORFOSE DE INSETOS

O crescimento do inseto ¢ descontinuo, pelo menos as partes cuticulares
esclerotizadas do corpo, porque a cuticula rigida limita a expansdao. O aumento de tamanho
ocorre pela muda periddica, formacdo da nova cuticula com maior area de superficie ¢ a
descamacao da cuticula velha (GULLAN; CRANSTON, 2005).

A ecdise ¢ o fendmeno de mudanca de tegumento dos artropodes, ¢ regulada
por hormonios. Nesse processo as células epidérmicas, se tornam grandemente aumentadas,
separam-se inicialmente da cuticula velha por processos citoplasmaticos (apolise), pela tensdo
gerada, forma um espago entre a epiderme e a cuticula chamado de espaco exuvial ou subcutanea.
Inicialmente os endcitos secretam a camada de cuticulina da epicuticula. A camada de cuticulina
¢ percorrida por extensoes filamentosas dos canais de poro. As camadas de polifenoéis e de ceras,
produzidas pelas células epidérmicas, aparecem entdo da abertura dos canais de poro
(CHAPMAN, 1998).

A camada de cimento ¢ secretada por glandulas dérmicas, e colocada sobre a
superficie da camada de cera logo apds o inicio da muda. Enquanto a formag¢ao da epicuticula
estd sendo completada, a procuticula estd sendo formada. Tanto a exocuticula como a
endocuticula sdo produzidas diretamente pelas células epidérmicas, a partir das reservas do tecido
gorduroso na forma de glicogénio e proteinas (GALLO et al., 2002).

Na ecdise, o velho tegumento ¢ digerido por enzimas contidas no fluido da
ecdise produzido pelas células epidérmicas. Este aparece ocupando o espago subcuticular apds a
formacdo da nova epicuticula. A fun¢ao do fluido da ecdise ¢ digerir e dissolver as camadas mais
internas da velha cuticula. O fluido da ecdise ataca somente a endocuticula, que, como regra
geral, ¢ completamente degradada; a exocuticula e a epicuticula ndo sdo, e formam a extvia, que
¢ descartada a cada muda. A endocuticula degradada ¢ quase toda reabsorvida. Essa reabsor¢ao,
bem como o fluido da ecdise, ocorre antes que o inseto inicie a muda (GALLO et al., 2002;
GULLAN, CRANSTON, 2005).

O mecanismo da muda inicia-se com o rompimento do velho tegumento ao
longo da linha de ecdise, que se inicia na sutura epicranial e se estende ao longo do dorso do
inseto, por onde a cuticula velha se solta mais rapidamente por ocasido da muda, resultante do

aumento da pressdo da hemolinfa. O inseto despoja-se da sua cuticula velha e expande suas asas e
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o corpo devido a contracdes de musculos abdominais, concentrando assim o saa hemolinfa na
cabeca e no térax. A pressao assim criada abre a cuticula ao longo da linha da ecdise, e o inseto
vagarosamente dirige-se para fora do velho tegumento (GALLO et al., 2002; GULLAN,
CRANSTON, 2005).

O processo ¢ ajudado pela contragdo permanente de sua musculatura, mantendo
alta a pressdao do sangue. A cuticula nova ¢ geralmente incolor e mole, necessitando ser
endurecida e escurecida, o que ocorre depois da algumas horas. Esses processos sdo controlados
por mecanismos hormonais. O escurecimento deve-se principalmente a pigmentagdo que aparece
na camada de polifendis da epicuticula, ¢ o endurecimento e conseqiiéncia da formagdo do

complexo quitina-proteina que ¢ altamente refratdrio (GULLAN, CRANSTON, 2005).

2.5 CONTROLE DA METAMORFOSE EM INSETOS

No desenvolvimento de um inseto, a forma do novo estadio ¢ determinada pelo
tempo de retracao da epiderme (apodlise), quando esta comeca a depositar a nova cuticula. O
instar ¢ a duracdo de uma retrag@o a seguinte. A apolise ¢ seguida por uma fase farata, na qual o
novo estadio ¢ envolto pela cuticula do velho, essa fase termina com a ecdise. A cuticula velha
descartada a cada ecdise e denominada extivia (GALLO et al., 2002).

Nos hemipteros, ocorre uma metamorfose parcial ou incompleta
(hemimetabolia), caracterizada pela auséncia da fase de pupa. As fases em desenvolvimento sio
chamadas de formas jovens, imaturas ou ninfas. O inseto recém eclodido assemelha-se ao adulto
com a diferenca externa de tamanho, auséncia de asas e 6érgaos genitais imaturos (GALLO et al.,
2002).

O controle da metamorfose e da ecdise ¢ de natureza hormonal, isto é, esses
fendomenos sdo governados por horménios enddcrinos produzidos por glandulas desprovidas de
duto proprio (glandulas enddcrinas), que langam suas secre¢des na hemolinfa. Os principais
hormonios envolvidos sdo: protoracico-tropico, ecdisterdides, da eclosdo, juvenil e bursisconio
(GALLO et al., 2002; GULLAN, CRANSTON, 2005).

O hormonio protoracico-tropico, anteriormente conhecido como horménio do
cérebro, ¢ um polipeptidio produzido por células nervosas com funcdo secretora (células

neurocecretoras) em uma regiado do protocérebro conhecida como pares intercerebrais. Antes de
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ser liberado na hemolinfa, esse hormonio ¢ armazenado em um par de glandulas retrocerebrais
chamadas corpos cardiacos. A principal fungdo do hormonio protoracico tropico € estimular as
glandulas protoracicas a produzir os ecdisteroides (GALLO et al., 2002; GULLAN,
CRANSTON, 2005).

Os ecdisterdides sdo esterdis com atividade promotora da ecdise, produzidas
pelas glandulas protoracicas, localizada na parte posterior da cabega ou no téorax da maioria dos
insetos. Em geral, a conexdo nervosa dessas glandulas se d4 com o ginglio subesofagiano. O
ecdisterdide mais comum e o ecdicsonio, que ndo ¢ armazenado na glandula protoracica. Seu
aparecimento na hemolinfa é reflexo imediato de sua sintese na glandula ativada pelo hormonio
protoracico-tropico. As glandulas protoracicas degeneram-se no estadio adulto, exceto em
Apterygota, cujos representantes sofrem ecdises continuamente no decorrer de sua vida (GALLO
et al., 2002).

O Hormoénio da eclosdo ¢ um polipeptideo com agrupamento acido produzido
pelas células neurossecretoras do cérebro e armazenado no corpo cardiaco. No ultimo instar, esse
hormdnio ¢ também sintetizado e armazenado nos ganglios toracicos e abdominais. Regula o
comportamento do inseto durante as ecdises (GALLO et al.,, 2002). Os ecdisteréides e o
hormonio juvenil (HJ) sdo lipofilicos e passam facilmente através das membranas celulares,
ligam-se com as proteinas receptoras especificas dentro da célula causando diretamente a
ativagdo ou inativagdo de genes e a sintese de novas proteinas (CHAPMAN. 1998).

O HJ neotenim ¢ um sesquiterpeno produzido pelo par de glandulas
retrocerebrais chamadas corpos alados, presentes em cada lado do esdfago. Estdo conectados com
o corpo cardiaco a partir do mesmo nervo que parte das células neurossecretoras do cérebro. Ha
também uma conexao nervosa entre o corpo alado e o ganglio subesofagiano. O HJ ¢ liberado na
hemolinfa a partir do corpo alado a medida que ¢ produzido, ndo sendo armazenado. Interfere nos
estadios imaturos, sendo responsavel pela manutengdo dos caracteres larvais ou ninfais dos
insetos. No estadio adulto, esse hormoénio apresenta importancia na maturagdo sexual e
comportamento (CHAPMAN. 1998; GALLO et al., 2002).

O hormoénio bursiconio € um polipeptideo produzido pelas células
neurossecretoras do cérebro, geralmente liberado por 6rgaos neuroemais associados a ganglios
toracicos e abdominais, responsavel pelo escurecimento, endurecimento da cuticula e a deposigao

da endocuticula no novo tegumento e expansao das asas (GALLO et al., 2002; LUO et al; 2005).
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As células de epiderme devem receber informacdes para que novos tecidos
sejam formados a cada ecdise. Na fase preparatoria da ecdise, as células da epiderme exibem um
padrao complexo de sintese de DNA e RNA. O nivel dos hormdnios envolvidos na ecdise varia
de acordo com o desenvolvimento do inseto. Com o aumento do ecdisénio, ocorre o processo de
apolise e as células da epiderme produzem a epicuticula. O tipo de cuticula a ser produzido (se
larval ou ninfal, pupal no caso de insetos holometabdlicos ou de adulto) depende da presenca ou
ndo do hormoénio juvenil durante o periodo critico de cada estddio de desenvolvimento. Se o
hormonio juvenil estd presente, o inseto mantém suas caracteristicas jovens, impedindo que sofra
metamorfose precoce. Caso contrario, passa para fase adulta em insetos hemimetabodlicos ou para

fase de pupa em insetos holometabolicos (GALLO et al., 2002).

2.6 APARELHO BUCAL (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)

O aparelho bucal dos hemipteros pentatomideos compreende mandibulas e
maxilas modificadas em forma de agulha (estiletes) alojada na ranhura do lédbio, sendo o conjunto
denominado rostro ou tromba. O conjunto de estiletes forma dois canais, um salivar e um
alimentar (Figura 5 e 7). As pegas bucais dos insetos sugadores formam um tubo através do qual
o liquido ¢ dirigido para a boca (GULLAN; CRANSTON, 2005).

Os musculos do cibario ou faringe sao fortemente desenvolvidos para formar
uma bomba. Os estiletes podem deslizar livremente mantendo a integridade do canal alimentar e
salivar. Os estiletes mandibulares sdo estruturas penetrantes com a ponta farpada. O labio ¢
segmentado permitindo dobrar e penetrar os estiletes no hospedeiro. Nao ha palpos, ja que sdo
hemimetabolos, as ninfas e adultos tém o mesmo habito alimentar sugador (GULLAN;

CRANSTON, 2005).

2.7 APARELHO REPRODUTOR

O sistema reprodutor consiste de glandulas sexuais pareadas de origem
endodérmica, os ovarios da fémea e os testiculos do macho, gonodutos pareados, também de
mesma origem, nos quais os produtos sexuais sdo descarregados, e um duto mediano coberto com
cuticula de origem ectodérmica, formando a vagina na fémea e o canal ejaculador no macho,

além de estruturas acessorias (GALLO et al., 2002).
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2.7.1 Aparelho Reprodutor Feminino

Os componentes basicos do aparelho reprodutor feminino sdo pares de ovarios,
os quais liberam seus oocitos maduros (ovos) através dos calices para os ovidutos laterais, que se
unem para formar o oviduto comum ou mediano. O gondforo, abertura do oviduto comum
normalmente estd escondido em uma inflexdo da parede do corpo que forma a camara genital que
serve de bolsa copulatoria durante o acasalamento conhecida como bursa copulatrix. A sua
abertura externa ¢ a vulva que com a camera genital formam a vagina (GULLAN; CRANSTON,
2005).

H4 ainda uma estrutura chamada espermateca, que recebe e armazena os
espermatozodides durante o intervalo entre a copula e a fecundacdo do dvulo, e glandulas

acessorias, responsaveis pela secre¢do que serve para unir os ovos (GALLO et al., 2002).

2.7.2 Aparelho Reprodutor Masculino

Morfologicamente, o trato masculino consiste de um par de testiculos, cada
qual contendo uma série de tibulos ou foliculos testiculares, nos quais os espermatozoides sao
produzidos e que se abrem separadamente em dutos espermaticos chamados de vasos deferentes,
os quais alargam-se para formar um 6rgdo de armazenamento de espermatozoides, ou vesicula
seminal. Os pares de vasos deferentes unem-se no local onde eles levam ao duto ejaculatério, que
e derivado da ectoderme, o tubo que transporta o sémem para o gonoforo (GULLAN E
CRANSTON, 2005)

Cada testiculo ¢ um corpo oval parcial ou completamente dividido em foliculos
testiculares. Cada foliculo ¢ ligado por um vaso deferente. Em muitos insetos ha um revestimento

peritoneal que envolve cada testiculo, chamado escroto (GALLO et al., 2002).

2.8 INSETICIDAS DESREGULADORES DO CRESCIMENTO

Os inseticidas disruptores ou desreguladores do crescimento (IDCs),
anteriormente denominados, inseticidas reguladores de crescimento (IRCs), sdo produtos

quimicos (sintéticos ou organicos) que interferem em processos fisioldgicos, bioquimicos ou
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moleculares, envolvidos no crescimento, desenvolvimento e reprodugdo normal dos insetos ou
artropodes especificos (PENER; DHADIALLA, 2012).

Os IDCs possuem mecanismos de agdo especificos que perturbam a fisiologia e
desenvolvimento de insetos-pragas e sdo pouco toxicos para organismos ndo alvos, tornando-os
ideais para combinar com agentes de controle bioldgico e também para contornar a resisténcia a
inseticidas (DHADIALLA et al., 2005). Podem ser classificados de acordo ao seu mecanismo de
acdo em: inibidores de biossintese de quitina (IBQ) que age na formacao da cuticula e sustancias
que interferem na atividade hormonal dos insetos: hormonios juvenis (JHs) e ecdisterdides
(TUNAZ; UYGUN, 2004).

Do ponto de vista quimico, existem dois grupos de IBQs, as benzoilfenil uréias,
e componentes ndo relacionados com as benzoilfenil uréias. Estritamente falando, alguns desses
ultimos ndo inibem a sintese de quitina, mas interrompem a deposicdo normal da cuticula.
Entretanto, s3o comumente categorizados ¢ chamados como IBQs (PENER; DHADIALLA,
2012).

2.8.1 Inibidores de Biossintese de Quitina

Os IBQ inibem a sintese de quitina e, portanto, com a deposicdo da nova
cuticula, forma-se uma cuticula anormal que leva ao inseto suscetivel a morte apoés a muda
(PENER; DHADIALLA, 2012). Também podem afetar posturas e a fecundidade dos insetos
(ACHEUK et al. 2012). A cuticula serve como uma interface entre o inseto e seu ambiente,
constitui seu exoesqueleto, apoiando o revestimento do intestino, sistemas respiratorios, dutos
reprodutivos e alguns dutos de glandulas. Além das cuticulas de insetos e crustaceos, a quitina
estd presente em paredes celulares dos fungos e protozoarios, mas esta ausente em vertebrados e
plantas superiores (TUNAZ; UYGUN, 2004).

O primeiro IBQ, benzoilfenil uréia foi descoberto por casualidade, no inicio de
1970 pela Philips-Duphar Company. O componente foi codificado como DU-19111, obtido pela
combinag¢do de dois herbicidas, dichlobenil e diuron (RETNAKARAN et al. 1985), mas ndo foi
comercializado. A companhia sintetizou e testou varios derivados, um deles, chamado 1-(4-
chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) uréia, foi desenvolvido como o primeiro IBQ, com o nome

de diflubenzurom e com o nome comercial Dimilin (PENER; DHADIALLA, 2012). Nesse grupo
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existem varios outros produtos tais como: novaluron etoxazole, bistrifluron, chlorfluazuron ou
hexaflumuron, flufenoxuron, teflubenzuron, etc., mas aqui detalharemos apenas os produtos
utilizados neste estudo.

Certos IDCs que afetam a sintese de quitina e ou a formag¢@o normal da cuticula
durante o periodo da inter-muda ndo sdo quimicamente relacionados com as benzoilfenil uréias.
Buprofezin, (Z)-2-ter-butylimino-3-isipropyl-5-phenyl-1,3,5-thiadiazinan-4-um, foi o primeiro de
tais compostos, desenvolvido e comercializado pela Nihon Nohyaku Co. Com o codigo NNI-750
e nome comercial Applaud (KANNO et al.,, 1981; UCHIDA et al., 1985). Apesar de sua
diferenga quimica com as benzoilfenil uréias, parecem atuar semelhantemnete aos IBQs. Dois
componentes que podem ser considerados inibidores da muda pela interferéncia na formacgao da
cuticula sdo cyromazine e dicyclanil. Por exemplo, cyromazine parece ndo inibir a sintese de
quitina ou proteinas da cuticula, mas seu modo de acdo ainda ¢ desconhecido (PENER;

DHADIALLA, 2012).

2.8.1.1 Lufenurom

O lufenurom ¢ um IDC, benzofenilureia que atua na inibi¢cao da biossintese de
quitina, interfere na formagao e deposicao da quitina da cuticula interrompendo a metamorfose
(Figura 8). Age como larvicida e ovicida, podendo também reduzir a fecundidade, fertilidade e
longevidade dos insetos. O lufenurom afeta a reprodugdo, reduz a fecundidade e causa
esterilidade diminuindo a eclosdo dos insetos. Os estudos atribuem esses efeitos as modificagdes
morfologicas no aparelho reprodutor, interferéncia na vitelogénese, redugdo testicular e
incapacidade de transporte de esperma. Este produto pode ser mais seletivo a insetos benéficos e
de baixa toxicidade para mamiferos, seu emprego ¢ mais racional que outros inseticidas sintéticos

(COHEN, 2001; MORIELLO et al., 2004; SAENZ-DE- CABEZON et al., 2006).
2.8.1.2 Diflubenzurom
O diflubenzurom ¢ um inseticida quimico conhecido ha vérios anos por inibir a

sintese de quitina de insetos e outros artropodes (ABO-ELGHAR et al., 2004). Inibe o processo

de incorporacdo de N-acetilglucosamina na cuticula dos insetos, sendo o receptor da sulfonilureia
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o provavel local alvo do diflubenzurom para causar a inibicao da sintese de quitina (Figura 9).
Foi demonstrado que causa despolarizacao das vesiculas da membrana através da inibicdo dos
canais de K', o que leva a inibi¢cdo da sintese de quitina (MATSUMURA, 2010). Além disso,
genes envolvidos codificando enzimas no metabolismo da quitina sdo afetados, reduzindo a
quantidade de quitina na cuticula quando tratados com diflubenzurom (MERZENDORFER et al.,
2012).

2.8.2  Anélogo Do Hormoénio Juvenil

O horménio juvenil (HJ) é secretado por glandulas enddcrinas, a corpora allata

(CA), e regula a metamorfose dos insetos (GOODMAN; GRANGER, 2005).

2.8.2.1 Piriproxifem

O piriproxifem ¢ um mimico do HJ (Figura 10), foi primeiramente registrado
no Japdo em 1991 para o controle de mosquitos (MIYAMOTO, 1993). As aplicacdes do
piriproxifem causam desbalanco dos niveis de HJ no inseto, resultando em forte supressdo da
embriogénese, metamorfose, formagao do adulto e esterilidade em varios insetos pragas (ABO-
ELGHAR et al., 2004; LIU, 2003). Também foi demonstrado que a aplica¢do de piriproxifem
sobre Brachynema germari Kol (Hemiptera: Pentatomidae) diminui a alocagdo de energia
celular, sendo os lipideos e carboidratos totais afetados (BAGHERI et al., 2010).

2.8.3 Agonista Do Ecdisonio

2.8.3.1 Metoxifenosida

O metoxifenosida ¢ um ecdisteréide desenvolvido pela companhia Rohm e
Haas (MOSALLANEJAD; SMAGGHE, 2009), um composto acelerador da muda, atua como um
agonista dos receptores de 20-hidroxiecdisona em lepidopteros-praga (Figura 11). Os sintomas de
intoxicagao aguda incluem o retardamento larval, mandibulas fundidas, escurecimento cuticular e

perda de hemolinfa (MOULTON et al.,, 2002). O composto 20-hidroxiecdisona ¢ um dos
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hormonios mais ativos nos insetos, atuando em todas as fases de crescimento para regular a muda
e metamorfose. Desempenha um papel crucial no desenvolvimento dos insetos e teoriza-se que

seus agonistas ou antagonistas podem perturbar processos fisioldgicos das pragas

(OBERLANDER; SMAGGHE, 2001; YANAGI et al., 2006).
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3 ARTIGO A: MORTALIDADE DE EUSCHISTUS HEROS (F.) E
NEZARA VIRIDULA (L.) [HEMIPTERA: PENTATOMIDAE] POR
INSETICIDAS DESREGULADORES DE CRESCIMENTO

3.1 RESuUMO

O percevejo-marrom-neotropical Euschistus heros (F.) e o percevejo-verde Nezara viridula (L.)
sdo as pragas sugadoras mais importantes da soja que prejudicam quantitativa e qualitativamente
seus graos e sementes, ocasionando perdas econdmicas. O objetivo do trabalho foi avaliar a
mortalidade de ninfas de 4° e 5° instar de E. heros ocasionada por inseticidas desreguladores de
crescimento (IDCs), assim como determinar as concentragdes letais (CLsg ¢ 99) € tempos letais
(TLso ¢ 90) para ninfas de 4° instar de E. heros e N. viridula. No primeiro bioensaio, testaram-se
dois inseticidas do grupo dos inibidores de biossintese de quitina (IBQ): lufenurom (2L.100L™") e
diflubenzurom (90g.100L™"); um analogo do horménio juvenil (AHJ): piriproxifem (2L.100L™") e
um agonista do ecdisénio (AE): metoxifenosida (1,25L.100L™") sobre ninfas de 4° e 5° instar de
E. heros utilizando torre de Potter. No segundo bioensaio, apartir da sele¢do anterior,
determinaram-se as CLso . 90 € TLsg e 90 utilizando concentragdes de lufenurom: 0, 25, 50, 100,
150, 200, 250 m1.100 L™'; diflubenzurom: 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 g.100 L' ¢ piriproxifem: 0,
750, 1200, 1650, 2100, 2250, 3000 ml.100 L' sobre grupos de 40 ninfas de E. heros ¢ 40 de N.
viridula ambas de 4° instar. A mortalidade foi avaliada diariamente durante dez dias em ambos os
bioensaios. As CLsp ¢ 90 € TLsg ¢ 9o foram estimadas através de Probit. Os resultados do primeiro
bioensaio indicam que as maiores mortalidade de ninfas de 4° e 5° de E. heros ocorreram quando
os insetos entraram em contato com lufenurom (78,8%) e diflubenzurom (62,9%), seguidos por
piriproxifem (52,8%) e metoxifenozida (40,9%). No segundo bioensaio, ninfas de 4° instar de N.
viridula foram mais sensiveis que E. heros aos IDCs. Os efeitos deletérios dos IBQ tais como
alteracdes da cuticula, perda de hemolinfa e inibicdo da alimentagdo foram mais evidentes em
comparacao ao AHJ e AE. Maiores concentragdes dos IDCs, aumentam a mortalidade de ninfas e
diminuem o TLsg ¢ 9. Assim os IBQ provocaram maiores mortalidades de ninfas de E. heros e N.
viridula em comparagdo ao AHJ e o AE.

Palavras-chave: Hemiptera, Metamorfose, Anormalidades, Sistema endocrino.
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3.2 ABSTRACT

The brown stink bug Euschistus heros (F.) and green stink bug Nezara viridula (L.) are the most
important soybean sucking pests, affecting quantitatively and qualitatively grains and seeds,
causing economic losses . The objective of this study was to evaluate the mortality of E. heros
nymphs of 4™ and 5™ instars caused by insect growth disruptors (IGDs) and determine their lethal
concentrations (LCsg ang 90) and lethal time (LTsg and 90) to E. heros and N. viridula 4™ instars
nymphs. In the first bioassay, we tested two insecticides of chitin synthesis inhibitors (CSIs)
group: lufenuron (2 L.100L™) and diflubenzuron (90g.100 L™'); a juvenile hormone analogue
(JHA): pyriproxyfen (2L.100L™") and a edycsone agonist (EA): methoxyfenozide (1,25 L.100L™)
on E. heros nymphs of 4™ and 5" instars in Potter tower. In the second bioassay LCsg and 90 and TL
50 and 90 Were determined, using concentrations of: lufenuron - 0, 25, 50, 100, 150, 200, 250
ml.100L™"; diflubenzuron - 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 g.lOOL'l and pyriproxyfen - 0, 750, 1200,
1650, 2100, 2250, 3000 ml.100L™" that were applied on 40 E. heros and 40 N. viridula nymphs of
4™ instar. Mortality was evaluated daily for ten days. The CLsg andg 90 and TLsg ang 90 Were estimated
by Probit analysis. The results showed a highest mortality of E. heros of 4° and 5° instar treated
with: lufenuron (78.8%) and diflubenzuron (62.9%), followed by pyriproxyfen (52.8%) and
methoxyfenozide (40.9%). Nymphs of N. viridula were more sensitive than E. heros to IDCs.
The deleterious effects of CSIs such abnormality of the new cuticle, hemolymph loss and
inhibition of food were more accentuated when compared to JHA and EA. Higher concentrations
of IGDs, increase mortality and decrease LTsg ang 90 for nymphs. Thus the CSIs caused higher
mortality of E. heros and N. viridula nymphs compared to JHA and EA.

Key-words: Hemiptera, Metamorphosis, Abnormalities, Endocrine system.
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3.3 INTRODUCAO

O percevejo-marrom-neotropical Euschistus heros (F.) e o percevejo-verde
Nezara viridula (L.) sdo pragas sugadoras importantes da soja que prejudicam quantitativa e
qualitativamente seus graos ¢ sementes, ocasionando perdas econdmicas aos produtores. Para
reduzir suas populagdes utilizam-se continuamente inseticidas sintéticos de alta toxicidade, em
doses elevadas, muitas vezes, com o mesmo mecanismo de agao (SOSA GOMEZ; SILVA,
2010). Seu uso indiscriminado exerce uma pressdo de selecdo de populagdes resistentes,
dificultando seu controle.

A diminuicao das aplicagdes de inseticidas na fase vegetativa da soja, pela
utilizagcdo de cultivares que produzem toxinas Cry pode favorecer a ocorréncia de inimigos
naturais de lepiddpteros e hemipteros pragas. Todavia, o principal alvo de manejo sdo os
percevejos no estadio reprodutivo. Embora os adultos sejam mais visiveis na cultura, estudos tem
mostrado que, durante a floragdo e maturacdo, 72% da populacdo ¢ composta por ninfas que
causam prejuizos semelhantes aos dos adultos (CORREA-FERREIRA et al., 2009). Assim, deve-
se priorizar o emprego de produtos de baixa toxicidade e estratégias que reduzam essa populagdo,
jé& que seus danos justificam, além da maior facilidade de controle das ninfas em comparagdo com
os adultos.

Os inseticidas desreguladores de crescimento (IDCs), como os inibidores de
biossintese de quitina (IBQ), andlogos do hormonio juvenil (AHJ) e agonista do ecdisénio (AE),
interrompem o desenvolvimento normal das formas jovens de artropodes (PENNER;
DHADIALLA, 2012). Nao afetam os mamiferos, sdo ambientalmente mais seguros e
relativamente seletivos a organismos benéficos. Estes, tradicionalmente, sdo empregados no
controle de larvas e ninfas. Com tudo, estudos recentes tém mostrado resultados promissores para
o controle de ninfas de percevejos pentatomideos (BAGHERI et al., 2010; ROGGIA et al., 2011).

O  lufenurom  (RS)—-1-[2,5—dichloro—4—(1,1,2,3,3,3—hexafluoropropoxy)
phenyl] —3—(2,6—difluorobenzoyl) uréia, nome comercial Match 5%, do grupo da benzofenilureia
¢ um IBQ que interfere na formacdo e deposicdo da quitina da cuticula, interrompendo a
metamorfose. Age como larvicida e ovicida, afeta a reproducdo reduzindo a fecundidade,
fertilidade e longevidade dos insetos. Os estudos atribuem esses efeitos as modificagdes

morfolégicas no aparelho reprodutor, interferéncia na vitelogenese, reducdo testicular e
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incapacidade de transporte de esperma. Este produto ¢ mais seletivo a organismos benéficos e de
baixa toxicidade para mamiferos, cujo emprego € mais racional que outros inseticidas sintéticos
(COHEN, 2001; MORIELLO et al., 2004; SAENZ-DE-CABEZON et al., 2006).

O diflubenzurom [1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl) urea], nome
comercial Dimilin 80WG ¢ um IBQ que inibe a sintese de quitina de insetos e outros artropodes
(ABO-ELGHAR et al., 2004). Inibe o processo de incorporacdo de N-acetilglucosamina na
cuticula dos insetos, provavelmente no receptor da sulfonilureia causando a inibi¢cdo da sintese de
quitina. Causa despolarizagio das vesiculas da membrana através da inibi¢do dos canais de K, o
que inibe a sintese de quitina (MATSUMURA, 2010). Genes envolvidos codificando enzimas no
metablismo da quitina sdo afetados, reduzindo a quitina na cuticula quando tratados com
diflubenzurom (MERZENDORFER et al., 2012).

O piriproxifem [4-fenoxyphenyl (RS)-2-(2-pyridyloxy) propyl ether], nome
comercial: Tiger 100CE, é um agonista do HJ, utilizado para o controle de mosca branca Bemisia
tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae). As aplicagdes do piriproxifem causam desbalango
dos niveis de HJ no inseto, resultando em forte supressdo da embriogénese, metamorfose,
formacgao do adulto e esterilidade em varios insetos pragas (ABO-ELGHAR et al., 2004; LIU,
2003). Também foi demonstrado que a aplicagdo de piriproxifem sobre Brachynema germari Kol
(Hemiptera: Pentatomidae) diminuiu a alocacdo de energia celular, sendo os lipideos e
carboidratos totais afetados (BAGHERI et al., 2010).

O metoxifenozida [N-terc-butyl-N'-(3-methoxy-o-toluoyl)-3,5-xylohydrazide],
nome comercial Intrepid 240 SC, ¢ um ecdisteroide (MOSALLANEJAD; SMAGGHE, 2009),
acelerador da muda, atua como um agonista dos receptores de 20-hidroxiecdisona em
lepidopteras pragas. Os sintomas de intoxica¢do aguda incluem o retardamento do estadio larval,
mandibulas fundidas, escurecimento cuticular e perda de hemolinfa (MOULTON et al., 2002). O
composto 20-hidroxiedicsona ¢ um dos hormonios mais ativos nos insetos, atuando em todas as
fases de crescimento para regular a muda e metamorfose. Sua fungdo ¢ crucial no
desenvolvimento dos insetos e teoriza-se que seus agonistas ou antagonistas podem perturbar
processos fisiologicos das pragas (OBERLANDER; SMAGGHE, 2001; YANAGI et al., 2006).

Pelas caracteristicas e vantagens descritas dos IDCs, este estudo propde a
utilizagdo destes inseticidas com mecanismos de agao distintos aos utilizados convencionalmente

para o controle de percevejos, como uma estratégia que pode ser introduzida no MIP,
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contribuindo para o manejo da resisténcia. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia
dos IDCs no controle de ninfas de E. heros e N. viridula, determinando suas concentragdes letais

cinqiienta e noventa (CLsg ¢ 99) € tempos letais cinqiienta e noventa (TLsg e 99).
3.4  MATERIAL E METODOS
3.4.1 Obtengao e Criagdo Dos Insetos

Adultos ¢ ninfas de E. heros e N. viridula provenientes do laboratorio de
criacdo de percevejos da Embrapa Soja (23°11°37” latitude Sul, 51°11°03” longitude Oeste e
altitude de 630 metros) e da lavoura de soja da fazenda escola da UEL Universidade Estadual de
Londrina UEL, 23°20° de latitude Sul e 51°13” de longitude Oeste foram criados em condigdes de
ambiente controlado em camara climatizada (25+1°C, UR=65+5% e 14 h de fotofase). Foram
alimentados com vagens verdes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) (Fabaceae), amendoim (Arachis
hypogaea L.) (Fabaceae), frutos de ligustro (Ligustrum lucidum L.) (Oleaceae) e agua através de
algoddo umedecido, trocando-se a cada trés dias. A partir da segunda geracdo (F) utilizou-se
ninfas de 4° ¢ 5° instares de E. heros para o bioensaio um e ninfas de 4° instar de E. heros e N.
viridula para o bioensaio dois. Todo o screening inicial foi realizado com a espécie E. heros, ¢

posteriormente, com as espécies E. heros e N. viridula.

3.4.2 Bioensaio um. Selecdo dos IDCs Eficientes na Mortalidade de Ninfas de 4° e 5° instar de

e. heros em Laboratorio

Inicialmente foram testados os efeitos dos IDCs sobre ninfas do percevejo-
marrom-neotropical E. heros. A unidade experimental foi constituida por uma placa de Petri (9
cm de didmetro) contendo 10 ninfas, cinco de 4° e cinco de 5° instar de E. heros, alimento e
algoddo umedecido, com quatro repeti¢des.

Para os tratamentos utilizaram-se dois inseticidas do grupo dos inibidores de
biossintese de quitina (IBQ): lufenurom (2L.100L™ Mach 50 CE) ¢ diflubenzurom (90g.100L™" de
Dimilim 250 PM). Um analogo do hormdnio juvenil (AHJ) piriproxifem (2L.100L™" de Tiger 100
CE) e um agonista do hormonio da ecdise (AE): metoxifenosida (1,25L.100L" Intrepid 240 SC).
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As concentra¢des foram escolhidas de acordo as recomendag¢des para Anticarsia gemmatalis,
Heliothis virescens e Bemisia tabaci, duplicando se as concentra¢des recomendadas de modo a
garantir os efeitos deletérios dos IDCs sobre as ninfas dos percevejos.

Os inseticidas foram pulverizados em torre de Potter automatica (Burkard
Scientific), calibrada a 10 Ib.pol” de presséo, utilizando-se 2 mL de calda por aplica¢io/repeticio,
com deposicdo suficiente para cobrir os insetos e alimento sem ocorrer escorrimento.
Posteriormente, as placas contendo insetos com alimento foram colocadas em caixas plésticas de
poliestireno cristal transparente tipo Gerbox de 11xllcm e acondicionados em camara
climatizada, nas mesmas condigdes descritas.

Antes da pulverizagao de cada produto, o bico de pulverizagdo, o cilindro
interno da torre, os funis e a mesa de aplicagdo foram lavados trés vezes com alcool 90% e agua
destilada. As repeticdes da testemunha, pulverizadas primeiramente receberam somente agua
destilada. O primeiro jato de cada produto foi eliminado, para evitar a contaminagdo entre os
tratamentos.

Foi adotado o delineamento experimental completamente ao acaso com quatro
repeticdes. As avaliacdes foram realizadas diariamente durante dez dias apds as aplicagoes,
registrando-se a mortalidade dos individuos. Foi considerado morto o inseto que ndo apresentava
movimento apos o estimulo com pincel. Registraram-se as principais deformagdes morfologicas
externas na cuticula, pernas, articulagdes, aparelho bucal e asas, caso atingissem a fase adulta.
Também alteragdes na locomogao e alimentagao.

A eficiéncia de controle foi calculada pela formula de Scheneider-Orelli
considerando a mortalidade corrigida em relagdo a testemunha. Os dados foram transformados
em raiz de x+1, submetidos a andlise de variancia e comparadas pelo teste de Skott-knott 5% de

significancia.

3.4.3 Bioensaio dois. Estimativa da CLsp 99 € TLso e 90

A partir dos resultados de mortalidade de ninfas de E. heros, aos 10 dias apds a
aplicagao (DAA), obtidos no bioensaio um, selecionaram-se os produtos que apresentaram maior
eficiéncia provocando mortalidade acima de 50% das ninfas em qualquer estagio ninfal (ninfas

de 4° instar, passando de 4° para o 5° instar, de 5° instar e passando do 5° instar para a fase
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adulta). Os inseticidas selecionados foram: lufenurom, diflubenzurom e piriproxifem por
ocasionar 79,30; 68,90 e 52,80% de mortalidade das ninfas, respectivamente.

Foram utilizadas sete concentragdes, incluindo a testemunha. Para a escolha das
concentragdes utilizadas inicialmente determinou-se as que provocaram 10% e 90% de
mortalidade, assim, as concentragdes escolhidas para cada produto foram: para lufenurom: 0, 25,
50, 100, 150, 200, 250 mL.100L™"; para diflubenzurom: 0, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 g.100L", ¢
para piriproxifem: 0, 750, 1200, 1650, 2100, 2250, 3000 mL.100 L

Ninfas de 4° instar de E. heros e N. viridula da geragao F,, provenientes da
criacdo, foram pulverizadas junto ao alimento com cada uma das concentragdes dos inseticidas,
seguindo a mesma metodologia do bioensaio um. Cada unidade experimental foi constituida de
uma placa de Petri contendo 10 ninfas em quatro repeticdes. A mortalidade foi registrada
diariamente durante dez dias. A partir desses dados foi estimada a CLsg . 99 € TLsg ¢ 90 para as
ninfas de E. heros e N. viridula, através da analise de Probit usando o programa Polo Plus
(LEORA SOFTWARE, 2002). As CLs foram estimadas a partir das mortalidades do sexto DAA,
j& que se ajustaram melhor ao modelo de Probit. A razdo de tolerancia foi calculada pelo

quociente da CLs, de cada inseticida para ambas as espécies de percevejos.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Bioensaio um. Selecao dos IDCs Eficientes na Mortalidade de Ninfas de 4° ¢ 5° instar de

e. heros em Laboratorio

Entre os IDCs, os que foram mais eficientes na mortalidade de ninfas de E.
heros de 4° e 5° instar, aos dez dias apos a aplicacdo (DAA), foram os inibidores de biossintese
de quitina (IBQ): lufenurom (78,80%) e diflubenzurom (62,90%). Entretanto, andlogo do
hormoénio juvenil (HJ), piriproxifem, e o agonista do ecdisénio (AE), metoxifenozida,
provocaram mortalidades de 52,80% e 40,90% respectivamente para ninfas de 4° e 5° instar
(Tabela 1). Os que conseguiram atingir a fase adulta apresentaram deformacdes morfoldgicas

levando-os a morte apds o ultimo dia de avaliagao.



33

A morte dos percevejos tratados com os IBQ ocorreu em consequéncia das
alteragdes na formagdo da nova cuticula, perda de hemolinfa e inani¢do decorrente
provavelmente das deformagdes no aparelho bucal. Provavelmente, os efeitos deletérios dos IBQ
tais como a interrup¢ao da deposicdo ou a ma formagdo da nova cuticula foram mais acentuados
quando comparados com os andlogos do HJ ¢ AE. Mesmo considerando que estes dois ultimos
podem retardar ou acelerar o processo de muda, seus efeitos adversos causando alteracdes
morfoldgicas das ninfas foram menores, possibilitando que as mesmas atinjam a fase adulta.

Entre as principais sequelas visiveis dos IBQ destacam-se restos de cuticula
velha aderidos na regido abdominal, pernas e tarsos, dificultando sua locomogao. As pegas bucais
apresentavam-se com restos de cuticula e possiveis deformagdes impedindo sua alimentagdo. A
nova cuticula fina estava deformada com bolhas e com escorrimento de hemolinfa. Os percevejos
moribundos ficavam na posi¢@o dectbito dorsal (aparelho bucal para cima) e os que conseguiam
atingir a fase adulta, além dos sinais e sintomas ja descritos, ndo tinham asas ou eram
deformadas.

Os efeitos dos IBQs no crescimento, desenvolvimento, atividade alimentar e a
mortalidade dos percevejos, observados neste estudo, confirmam os encontrados por Roggia et
al., 2011. Ao testarem os IBQs diflubenzurom ¢ lufenurom, estes autores verificaram os maiores
efeitos negativos sobre ninfas de 5° instar de E. heros, porém, com mortalidades inferiores a 50%
aos 10 DAA, provavelmente, pelas menores concentracdes dos produtos utilizadas em relacdo a
este estudo.

Os estudos realizados por Furiatti et al. (2009), em laboratdrio, também
mostraram a eficacia do lufenurom superior a 80%, na mortalidade de ninfas de 5° instar de N.
viridula em laboratorio. Estes autores descreveram sinais e sintomas semelhantes aos encontrados
neste experimento, tais como presenca de restos de exocuticula aderida as ninfas, bolhas na
cuticula, dificuldade de locomogao e incapacidade de ficar de pé. Nos EUA, Lopez et al. (2008),
verificaram que novalurom matou mais ninfas de 2° instar de N. viridula em comparagdo com as
de 3° e 4° instares, sugerindo que as ninfas menores devem ser o alvo pela maior sensibilidade ao

produto.
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Tabela 1 - Eficiéncia de controle (%=+EP) de ninfas de 4° e 5° instares de Euschistus heros, apos a pulveriza¢ao com inseticidas desreguladores
de crescimento em laboratério (25 + 1°C, 65+5% UR e 14 h de fotofase).

Eficiéncia (%=+EP)* Dias Apds a Aplicacdo

Tratamento
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Lufenurom 25+2,1a 50+28a 7,7+4,8a 13,0+4,6a 13,0+4,6a 252+6,2a 27,7+t45a 51,3+123a 78,8+ 6,8 a 78,8+ 6,8 a
Diflubenzurom 2,5+2,1a 7,5+25a 102+40a 130+46a 155+62a 252+62a 339+100a 451+124a 60,1+78a 629+78a
Metoxifenozida 5.0+2,8a 7.5+25a 7,5+25a 10,0+5,7a 17,7+74a 245+8,7a 262+94a 262+94c¢ 373+42b 409+54Db

Piriproxifem 75+25a 75+2,5a 100+7,0a 22,1+46a 266+78a 319+76a 39,8+ 53a 473+11,6a 49,8+140b 528+124D

Testemunha 0,0+£0,0a 0,0+0,0a 00+00a 0,0+0,0b 0,0£0,0a 0,0£0,0b 0,0+0,0b 0,0+0,0c 0,0£0,0c 0,0£0,0c

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nd3o diferem significativamente entre si pelo teste de Skott-knott a 5 % de significancia, n=200.
Eficiéncia corrigida calculada pela formula de Scheneider-Orelli. Para analise de dados transformados em raiz de x+1.
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Nos estudos utilizando IDCs sobre percevejos descrevem-se efeitos colaterais
tais como deformacdes morfoldgicas, na cuticula, abdome, asas e pernas, entretanto, as alteracoes
no aparelho bucal, ndo se mencionam, as quais devem ser consideradas as mais importantes, uma
vez que interrompem a alimentag¢do e assim o dano e levam o inseto a morte. Nesse sentido,
Shinga et al. (2007) verificaram deformagdes das pegas bucais de N. viridula e subsequente
mortalidade pela inibi¢do da alimentagdo provocados por azadiractina, Azadirachta indica (A.
Juss), um IDC botanico, que causa deformagdes morfoldgicas, interrupcdo da muda e da
alimentag@o. Assim, o principal efeito dos IDCs ¢ a inibigdo da alimentacdo, protegendo aos
graos € mesmo que nao mate a praga imediatamente, cumpre o objetivo da prote¢do da producio.

Os IBQ exercem seus efeitos no momento da muda, a cuticula recém formada
danificada ndo suporta a pressdo da hemolinfa e tensao muscular (COHEN, 1987). Aumentam a
atividade catalitica da quitinase na cuticula degradando a quitina, ou reduzem a produgdo de
quitina, inibindo a atividade da quitina-sintetase. Também, ha transloca¢do anormal da quitina-
sintetase e desarranjo na disposi¢dao das microfibrilas de quitina (ZHANG; ZHU 2006). Os IBQ
pela similaridade estrutural com as sulfonilureias podem interagir com um homdlogo,
competindo pelo receptor de sulfonilureia no inseto, um evento chave na formacgdo da quitina
(EBO-ELGHAR et al., 2004). Entretanto, o mecanismo exato de agcdo destes compostos ainda
ndo foi elucidado (COHEN, 2001; MERZENDORFER, 2006).

Considerando a avaliacdo aos 10 DAA, verificou-se que o piriproxifem,
analogo do HJ, foi menos téxico para ninfas de percevejos (52,80%) em comparagdo aos
inseticidas do grupo dos IBQ lufenurom (78,80%) e diflubenzurom (62,90%) (Tabela 1).
Observou-se que, as ninfas tratadas com piriproxifem, alteram seu desenvolvimento normal,
retardando a ecdise e prolongando seu estddio no 4° ou 5° instar. Por ocasido da ecdise ocorre
formacgao de cuticula aparentemente mais fraca e clara, pernas mais finas, alongadas e necrosadas
com dificuldade de desprendimento da exuvia e de locomogdo. Estes efeitos sdo mais
pronunciados na transicao do 5° instar para fase adulta. Os percevejos adultos t€ém caracteristicas
morfoldgicas de ninfa, ndo formam as asas ou as formam deformadas. Possivelmente, esses sinais
sao decorrentes do desbalango hormonal, provocado pelo inseticida andlogo do HJ.

Efeitos semelhantes tais como adultos deformados, adultos “ninfoides” ou ninfa
de 6° instar (instar adicional) foram verificados por Bagheri et al. (2010) nos EUA, em

Brachynema germari Kol (Hemiptera: Pentatomidae) praga das nozes de pistache, Pistacia vera
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L., quando se aplicou piriproxifem. Os autores verificaram também que as ninfas de ultimo
estadio foram mais sensiveis ao juvenoide, apresentando deformagdes morfologicas ao atingir a
fase adulta. Mahdian et al. (2007), em experimentos de laboratério demonstraram que o
piriproxifem foi toxico para ninfas de 4° instar do predador Pricomerus bidens L. (Hemiptera:
Pentatomidae), mas ndo prejudicou a longevidade nem a reproducdo das fémeas adultas.

O AE, metoxifenosida, foi menos eficiente provocando menores mortalidades
de ninfas (40,90%) em comparacdo aos IBQ lufenurom (78,80%) e diflubenzurom (62,90%)
(Tabela 1). Embora este ecdisteréide estimule o processo de muda, ndo houve diminui¢ao do
estadio ninfal. Apds o tratamento, os percevejos sofreram inicialmente uma paralisia e, dias apos,
ficaram trémulos, com os tarsos contraidos e escurecidos. Algumas ninfas caminhavam
lentamente e outras ficavam deitadas de ventre para cima com dificuldade para ficarem em pé.

Possivelmente, os efeitos do metoxifenosida sobre as ninfas ndo foram
expressivos devido a seu modo de acgdo ser exclusivo para lagartas de lepiddpteros, ndo tendo
efeitos significativos sobre ninfas de percevejos. O metoxifenosida acelera a ecdise ao imitar o
hormoénio natural da muda dos insetos, o ecdisonio. Atua ligando-se fortemente a proteina
receptora do ecdisonio, ativando-se e iniciando o processo de ecdise. Imediatamente apds a
ligacdo com o receptor de ecdisdnio, os insetos param de se alimentar e produzem uma nova,
porém mal formada, cuticula por baixo da antiga, matando os insetos por inani¢ao e desidratagao
(DOW AGROSCIENCE Ltda).

Em estudos de laboratério, Mahdian et al. (2007), observaram que o
metoxifenozida ndo causou mortalidade significativa em ninfas de 4° instar ¢ fémeas adultas do
predador P. bidens L. Da mesma forma, Grenee e Capps (2001) verificaram que a aplica¢do de
metoxifenozida provocou baixo controle de ninfas de 5° instar e adultos de Acrostenum hilare
Say e Euschistus servus Say (Hemiptera: Pentatomidae) coletados do campo, sendo as
mortalidades das ninfas de E. servus e A. hilare de 33,00 e 39,00% respectivamente aos 4 DAA.
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3.5.2 Bioensaio dois. Estimativa da CLspc99 € TLs0¢ 90

Os valores CLs ¢ 99 de lufenurom, diflubenzurom e piriproxifem para ninfas de 4° instar de E. heros e N. viridula indicam que
os IBQ lufenurom e diflubenzurom foram mais toéxicos para ambas as espécies em comparagdo ao juvendide piriproxifem. Verificou-se que a
mortalidade do percevejo depende das concentragdes dos inseticidas. Assim, como era de se esperar nas maiores concentragdes foram atingidas

mortalidades elevadas (Tabela 2). Também os IBQ provocaram os maiores efeitos deletérios nos percevejos.

Tabela 2 - Concentragdes letais CLs 9o de inseticidas desreguladores de crescimento para ninfas de 4° instar de Euschistus heros e Nezara
viridula estimadas por Probit (25 + 1°C, 70£5% UR e 14 h de fotofase), 6 DAA.

Coeficiente

Espécie Inseticidas  n' CLso (IC 95%)’ CLoo (IC 95%)’ Angular  ¢*(gl)* K> RT®
(+EPM?)

Lufenurom 280 71,39 (54,27 a 89,08) 368,21 (258,14 a 663,46) 1,79£0,26  2,3™ (4) 0,58 2,76

Euschistus heros Diflubenzurom 280 31,18 (19,16 a 40,86) 189,23 (126,89 a 440,23) 1,63£0,32 1,3 (4) 0,33 1,03

Piriproxifem 280 2107,71 (640,09 a 3124,43)  5577,31 (354626 226116,93)  3,03+0,47 7,0 (4) 1,75 1,09

Lufenurom 280 25,82 (11,77 a 39,10) 183,94 (128,65 a 342.61) 1,50£0,28 1,7 (4) 0,43 -

Nezara viridula ~Diflubenzurom 280 30,17 (16,08 a 41,12) 84,88 (61,457 a 172,069) 2,85+0,38 72" (4) 1,80 -

Piriproxifem 280 1920,32(1332,79 a 3335,57) 7322,08(3863.94a212411,92) 2204043 6,6 (4) 1,60 -

" nimero de insetos testados; > Concentragio letal 50 ¢ 90 (mL ou g.100L™") ¢ intervalo de confianga a 95%; ° Erro padrio da média; * valor do qui-quadrado calculado e grau
de liberdade (g.1.);’Heterogeneidade; ® Razdo de tolerancia, " ndo significativo (p<0,05).
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Com base nas estimativas da CLsg ¢ 99, verificou-se que ninfas de N. viridula
foram mais suscetiveis aos inseticidas testados em compara¢do a E. heros. Os valores de
razdo de tolerancia mostram que E. heros foi 2,76 vezes mais tolerante ao lufenurom que N.
viridula. Enquanto que a razao de tolerancia entre E. heros e N. viridula para diflubenzurom e
piriproxifem foi apenas de 1,03 e 1,09 respectivamente (Tabela 2). A tolerancia diferenciada
entre espécies de percevejos a inseticidas também foi relatada por Willrich et al. (2001) que
testando inseticidas piretroides sobre percevejos verificaram que adultos de N. viridula foram
mais sensiveis que E. servus.

Com intervalo de confianca da (IC) de 95%, A CLsy de lufenurom,
diflubenzurom e piriproxifem para ninfas de E. heros variou entre 54,27 a 89,08 mL.100L™";
19,16 a 40,86 glOO.L'1 e de 640,09 a 3124,43 mL.100L" respectivamente. Enquanto que para
a CLgy desses produtos foi de 4 a 5 vezes maior que a CLsy indicando a relagdo dose-
dependente, sendo a variacdo das estimativas da CLgy de 258,14 a 663,46 mL.100L" para
lufenurom, 126,89 a 440,23 glOOL'1 para diflubenzurom e 3546,26 a 26116,93 mL.100L"
para piriproxifem (Tabela 2).

As inclinagdes das linhas dose-resposta para os IBQ foram baixas e as
diferengas entre as concentragdes minimas ¢ maximas foram altas, indicando que as
populagoes de E. heros e N. viridula eram fenotipicamente heterogéneas. Assim, o aumento
da mortalidade requer um acréscimo consideravel da concentra¢do do inseticida. Isto exige
uma utiliza¢do cuidadosa destes IBQ a campo para evitar exercer uma alta pressdo de selecao
capaz de eliminar insetos suscetiveis e selecionar individuos resistentes (ROBERSON;
PRESLEY, 1992).

A CLsy estimada aos 6 DAA para ninfas de N. viridula tratadas com
lufenurom variou entre 11,77 a 39,10 mL.100L™", para diflubenzurom 16,08 a 41,12 g.lOOL'l
e piriproxifem 1.332,79 a 3.335,57 mL.100L" (Tabela 2). Em trabalhos semelhantes, Furiatti
et al. (2009), testaram varias concentragdes de lufenurom para N. viridula, ¢ a CLs, estimada
variou entre 1,29 a 3,99 g.100.L" aos 3 DAA. A comparagio de CLs para ninfas de
percevejos sao limitadas, ja que as origens das populagdes, estadios dos insetos, formulagdes
de produtos utilizados e metodologias empregadas diferem.

Com relagdo ao TL, verificou-se que o TLsg . 99 para ninfas de E. heros e N.
viridula diminuiu conforme o aumento da concentragdo dos IDCs. O menor TLg atingiu-se
com a aplicag¢do de lufenurom e diflubenzurom. Nas maiores concentragdes desses produtos o
TLyo foi de 7,23 ¢ 7,50 dias para E. heros e 5,76 ¢ 7,97 dias para N. viridula respectivamente

(Tabela 3 e 4). Como era esperado, os resultados indicam que o TL, depende da concentracao
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do inseticida. Assim, nas maiores concentragdes o tempo letal diminui. Verificou-se que
lufenurom matou em menor tempo N. viridula pela sua maior suscetibilidade em comparagao
ao E. heros. Contudo, o TL pode depender da espécie e do tempo de duragdo do instar das
ninfas. Considerando que as ninfas de E. heros e N. viridula permanecem em torno de 5,1 e
6,5 dias no 4° instar para passar ao 5° instar e outros 8 ¢ 10,5 dias, respectivamente, para
atingir a fase adulta (VELEZ, 1974; COSTA et al., 1998), a acao dos IDCs deve ocorrer nesse
periodo.

Os IBQ lufenurom e diflubenzurom foram os mais letais para ninfas de E.
heros e N. viridula, e nas maiores concentracdes, a mortalidade das ninfas ocorreu na interfase
do 4° para o 5° instar, e nas menores concentragcdes, como os efeitos foram menos acentuados,
as ninfas atingiram o 5° instar e morreram apenas na passagem do 5° instar para a fase adulta.
Em estudos semelhantes, Furiatti et al. (2009) obtiveram mortalidade acima de 80% de ninfas
de 5° instar de N. viridula quando tratadas com lufenurom nas maiores concentragdes e 0s
efeitos foram percebidos em menor tempo, assim como a eficacia do inseticida aumentou com
o0 passar do tempo.

Verificou-se que o piriproxifem foi menos toxico para ninfas de E. heros e
N. viridula e, mesmo nas maiores concentragdes, demoram mais tempo para causar seus
efeitos deletérios que levam a morte, em comparacao aos IBQ (Tabela 3 e 4), permitindo aos
percevejos atingir a fase adulta, mas com deformagdes. Considerando que o piriproxifem ¢
um desregulador endocrino com semelhanga estrutural ao HJ, que pode competir pelo sitio de
ligagdo dos receptores do HJ afetando a fertilidade, producdo de ovos, desenvolvimento
embrionario e a progénie (WANG; DAVEY, 1993; SULLIVAN; GOH, 2008). Também,
embora a letalidade do piriproxifem seja lenta, os efeitos colaterais sobre os adultos podem

ser considerados em programas de manejo de populacdes de percevejos praga.



Tabela 3 - Valores de tempos letais TLsy . 99 para ninfas de Euschistus heros apds a pulverizacdo com inseticidas

desreguladores de crescimento estimado por Probit (25 + 1°C, 65+5% UR e 14 h de fotofase)

Concentracao Coeficiente
Espécie  Inseticidas mg ou n' TLso (IC 95%) TLoo (IC 95%) Angular 2(gl)t 1w
o mL.100L" (+EPM?)
25 9,30 (7,95a 11,74) 30,64 (21.02 2 58.76)  2,47+0,35 6,40™ (8) 0,80
50 7,51 (6,5528,99) 25,66 (18.38a44.51) 2,40+0,31 2,62™(8) 0,32
100 428 (3,82a4,74) 10,63 (9.13a13.10)  3,25£0,31 7,02™(8) 0,87
Lufenurom 150 2% 377(3332420)  9.63(830a11.78) 3155030 489™(8) 0.61
200 352(3,1423,88)  7,68(6.82a8.95)  3,78£0,34 333™(8) 041
250 3,32(2,96a3,67)  7,23(638a8.54)  3,79+0,35 4,80™(8) 0,68
2 20 6,68 (6,08a7,41) 1534 (12,69220,40) 3,54+039 105 (8) 0,13
g 40 6,42 (5,67a7,38) 1579 (12,45a23,32) 3,28+0,35 88,50°(8) 1,10
é Diflubenzurom 60 gp 443(3.902494)  881(7,62a1083)  4,29+038 10,19™(8) 1,27
2 80 425(3,71a4,78)  8,53(7,34a10,62)  4,24+£0,37 11,27™(8) 1,40
3 100 4,13 (3,5624,69) 8,01 (6.85a10,10)  4,46£0,38 13,84™(8) 1,73
L 120 3,80 (3,33a4,224)  7,50(6,5529,06)  4,33+0,38 97,37°(8) 1,21
750 12,19 (8,91 2 36,21) 33,22 (17,32 a488,07) 2,94+0.47 22,52°(8) 2,81
1200 10,61 (8,44 a 17,22) 29,55 (17,91 a 104,94) 2,88+0,42 13,74™ (8) 1,71
Pirinroxif 1650 o 10,13 (7,50220,73) 36,75 (18,81 2284,59) 2,29+0,32 19,94°(8) 2,49
1riproxirem
2100 9,33 (7,44 a13,81) 36,32(21,22a114,85) 2,17+0,30 10,56™ (8) 1,32
2550 6,62 (5,40 2 8,66) 22,83 (14,90 a 54,89)  2,38+0,28 13,94™ (8) 1,74
3000 4,10 (3,44a4,78) 11,69 (9,28 16,81)  2,82+0,28 10,55™ (8) 1,31

" nimero de insetos testados; “Tempo letal 50 e 90 (dias) e intervalo de confianga a 95%; *Erro padrio da média; *valor do qui-quadrado calculado
e grau de liberdade (g.1.); *Heterogeneidade, " ndo significativo (p<0,05), s significativo (p<0,05).
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Tabela 4 - Valores de tempos letais TLsy . 9o para ninfas de Nezara viridula apds a pulverizagdo de inseticidas

desreguladores de crescimento estimado por Probit (27 &+ 1°C, 65+5% UR e 14 h de fotéfase)

Concentracao Coeficiente
Espécie  Inseticidas mg ou n'  TLso (IC 95%) TLoo (IC 95%)* Angular  y2(g.l)* h’
o mL.100L" (+EPM?)
25 5,14 (4,68 a5,61) 11,20(9,72a13,63) 3,78+0,37 4,15™ (8) 0,52
50 4,28 (3,89 24,66) 8,64 (7,71210,04) 4,20+0,38 4,66™(8) 0,58
Lufenurom 100 280 3,96 (3,60 a 4,31) 7,66 (6,90 a 8,76) 4,48+0,40 3,46 : (8) 043
150 3,47 (3,14a3,79)  6,64(5992a7,55)  4,56+0,40 4,33™(8) 0,54
200 3,38(3,07a3,67) 6,00(54526,76)  5,14+0,46 541™(8) 0,67
250 3,14 (2,54 a 3,69) 5,76 (4,82 a 7,59) 4,87+043 20,86°(8) 2,60
« 20 7,17(6,63a7,82) 13,76 (11,83 a17,24) 4,5240,50 4,83™(8) 0,6
3 40 6,79 (6,24 a7,45) 14,16 (12,00 a 18,13) 4,02+0,44 1,42™(8) 0,17
E Diflubenzurom 60 hgo 6:22(5.7726,71) 11,70(1031a14,02) 4,67+ 047 3,50: (8) 043
: 80 520 (4,88a5,51) 7,97(7,392a877) 6,92+0,61 7,02™(8) 0,87
P 100 5,18 (4,78 a 5,58) 7,83 (7,11 a9,00) 7,13+0,68 76,89°(8) 1,09
< 120 3,58 (244a546) 7,97(529a4320) 3,68+046 13,96™ (8) 3,49
750 9,85(8,19a 13,14) 39,03 (24,68 2 89,27) 2,14+032 4,89™(8) 0,61
1200 8,94 (7,16 a 13,07) 36,96 (21,392 119,96) 2,08+0,30 10,00™ (8) 1,25
.. . 1650 8,13 (6,34 a12,51) 44,02 (22.89 a203,65) 1,74+0,27 10,65™ (8) 1,33
Piriproxifem 280 ns
2100 5,14 (4,13 a 6,46) 24,07 (15,38 258,66) 1,91+0,25 10,28™(8) 1,28
2550 4,69 (3,5326,17) 25,38 (14,95 a 84,85) 1,74+024 12,91™(8) 1,61
3000 2,59 (1,80a3,27) 8,04 (6,20a12,49) 2,60+0,26 16,79°(8) 2,09

" nimero de insetos testados; > Tempo letal 50 ¢ 90 (dias) e intervalo de confianca a 95%; ° Erro padrdo da média; * valor do qui-quadrado calculado

e grau de liberdade (g.1.);’Heterogeneidade, ™ ndo significativo (p<0,05), s significativo (p<0,05).
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3.6 CONCLUSOES

- Maiores mortalidades de ninfas de Euschistus heros sdo provocadas pelos inibidores de
biossintese de quitina lufenurom e diflubenzurom e em menor propor¢do pelo analogo do

hormonio juvenil, piriproxifem e o angonista do ecdisonio, metoxifenosida.

- Maiores concentragdes dos inseticidas desreguladores de crescimento aumentam a

mortalidade de ninfas de E. heros e N. viridula e diminuem o tempo letal.
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4 ARTIGO B: CONTROLE DE EUSCHISTUS HEROS (F.) E
NEZARA VIRIDULA (L.) [HEMIPTERA: PENTATOMIDAE] POR
INSETICIDAS DESREGULADORES DE CRESCIMENTO,
PRODUTIVIDADE E QUALIDADE DE SEMENTES DE SOJA

4.1 RESUMO

O percevejo-marrom-neotropical Euschistus heros (F.) ¢ o percevejo-verde Nezara viridula
(L.) sdo pragas da soja que prejudicam quantitativa e qualitativamente seus graos e sementes,
reduzindo seu valor. Neste estudo avaliou-se a eficiéncia de controle de ninfas de E. heros e
N. viridula por inseticidas desreguladores de crescimento (IDCs) pulverizados em plantas de
soja deixadas em condi¢do de pleno sol. Também avaliou-se a produtividade e qualidade de
sementes oriundas das plantas infestadas com E. heros e N. viridula tratados com os IDCs.
Para a realizagdo deste estudo instalaram-se dois experimentos, um para cada espécie de
percevejo, adotou-se o delineamento completamente ao acaso, utilizando quatro tratamentos
(trés inseticidas) e suas respectivas testemunhas infestadas com cada espécie de percevejo,
com quatro repetigoes/tratamento. Plantas de soja (Rs) foram cultivadas em vasos, infestadas
com ninfas de 4° instar de E. heros e N. viridula e pulverizadas com os inibidores de
biossintese de quitina (IBQ) lufenurom e diflubenzurom e um andlogo do horménio juvenil
(AHJ) piriproxifem. As testemunhas receberam apenas agua destilada, em seguida foram
cobertas com tecido tule e expostas ao ambiente. Avaliou-se diariamente, durante 10 dias apds
a aplicagdo (DDA), a mortalidade das ninfas, registrando-se as deformagdes morfoldgicas
ocasionadas pelos IDCs. Apds esse periodo os percevejos sobreviventes nas plantas tratadas e
na testemunha foram retirados, deixando-se que as plantas de soja atingissem a maturagao
fisiologica para a colheita. Em seguida, em laboratorio, seguindo o protocolo para analise de
sementes (RAS) estimou-se a produtividade ¢ avaliou-se a qualidade de sementes oriundas
das plantas infestadas com E. heros ¢ N. viridula tratados com os IDCs ¢ da testemunha para
comparagdo. Os resultados indicam que aos 10 DAA, os IBQ lufenurom e diflubenzurom
foram mais eficientes no controle de ninfas de E. heros (97,2 e 91,9%) e N. viridula (97,5 e
97,5%) de mortalidade respectivamente em comparagao com piriproxifem (41,5 ¢ 57,5%).
Nos tratamentos onde se aplicou lufenurom e dilfubenzurom sobre E. heros observou-se
maior peso de cem sementes (9,67 ¢ 10,00g) sendo a maior produtividade para o tratamento
onde se aplicou lufenurom (5.162Kg ha™). Da mesma forma, verificou-se na aplicacdo de
lufenurom sobre N. viridula o maior peso de cem sementes (15,46g) assim como a maior
estimativa da produtividade (9.723Kg ha™), embora similar ao diflubenzurom (8.506 Kg ha™)
e 4 testemunha (7.446Kg ha™). A pulverizagio de lufenurom e diflubenzurom sobre E. heros
permitiu a producao de sementes vidveis (97,5 e 91,5 %), com poucas puncturas (8,0 e 9,0%),
alto poder germinativo (91,0 e 94,5%) e plantulas normais (93,5%) para ambos os
tratamentos. Por outro lado, plantas infestadas com N. viridula e tratadas com lufenurom e
diflubenzurom também produziram sementes viaveis (98,5 ¢ 90,0 %) com 7,5 ¢ 20,0 % das
sementes com puncturas, alto poder germinativo (97,0 e 94,5%) e 92,0 e 82,0% de plantulas
normais.

Palavras-chave: Protegdo de plantas, Percevejos, Mortalidade, Glycine max.
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4.2  ABSTRACT

The Neotropical brown stink bug Euschistus heros (F.) and green stink bug Nezara viridula
(L.) are pests of soybeans that damage quantitatively and qualitatively grains and seeds,
reducing its value. This study evaluated the control efficiency of E. heros and N. viridula
nymphs by insecticides growth disruptors (IGDs) sprayed in soybean plants left in
enviromental conditions. It was also stimated seeds productivity and evaluated seeds quality
from plants infested with E. heros and N. viridula treated with IGDs. For this study two
assays were made, one for each stinkbug specie, and a completely randomized design were
used, whit four treatments (three insecticides) and controls infested with the two stinkbug
species, with four replicates/treatment. Soybean plants (Rs) were grown in pots and infested
with 4th instar nymphs of E. heros and N. viridula spryed with inhibitors of chitin bissintese
(IBQ) lufenuron and diflubenzuron and a juvenile hormone analogue (JHA) pirirproxifem.
The control received only distilled water, then covered with tulle tissue and left in
environmental conditions. Nymphs mortality and morphological deformations caused by
IDCs were evaluated daily for 10 days after application (DAA). After this period the survival
stinkbugs in treated plants and control were removed, leaving the soybean plants reach
physiological maturity for harvest. Thus, in the laboratory following the protocol for seed
analyze evaluation (RAS) productivity was stimated and seeds qualety evaluatd from plants
infested with E. heros and N. viridula treated with IDCs and the control for comparison. The
results show that at 10 DAA, the IBQ lufenuron and diflubenzuron were more effective
promoting for E. heros (97.2 and 91.9%) and N. viridula (97.5 and 97.5%) nymphs mortality
respectively, and higher when compared to AHJ pyriproxyfen (41.5 and 57.5%). In treatments
were lufenuron and dilfubenzurom were applied on E. heros higher hundred-seed weight was
(9.67 and 10.00 g) and the highest stimated productivity for which treatment was observed for
lufenuron (5.162Kg. ha™). The largest one hundred seed weight (15.46 g) was observed in the
treatment lufenuron on N. viridula as well as higher productivity (9.723Kg ha™), although
similar to diflubenzuron (8.506 kg ha™) and control (7.446Kg.ha™). Spraying lufenuron and
diflubenzuron on E. heros allowed the production of viable seeds (97.5 and 91.5%), with few
punctures (8.0 and 9.0%), high germination (91.0 and 94.5%) and normal seedlings (93.5%)
for both treatments. On the other hand, N. viridula treated with lufenuron and diflubenzuron
also produced viable seeds (98.5 and 90.0%) with 7.5 and 20.0% of punctures, high
germination (97.0 and 94.5%) and 92.0 and 82.0% of normal seedlings.

Keywords:  Crop protection, Stink bug, Mortality, Glycine max.
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4.3 INTRODUCAO

O percevejo-marrom-neotropical Euschistus heros (F.) e o percevejo-verde
Nezara viridula (L.) sdo pragas sugadoras que causam consideraveis perdas econdmicas aos
sojicultores. Ambos a producdo de graos e sementes sdo afetados em consequéncia da
atividade alimentar desses percevejos. Ninfas a partir do 2° instar e adultos obtém nutrientes e
dgua por meio dos estiletes (mandibulas+maxilas) que sdo inseridos na estrutura vegetal
(McPHERSON, 2000).

As puncturas nos graos podem transmitir patdogenos, retardar a maturacio e
colheita, mantendo as hastes verdes com retencao foliar (SOSA-G()MEZ; MOSCARDI,
1995; GAMUNDI; SOSA, 2007). Além disso, reduzem significativamente a qualidade
fisiolégica das sementes, diminuindo seu teor de 6leo e aumentando a porcentagem de
proteina e acidos graxos livres (PANIZZI et al., 1979; VILLAS-BOAS et al., 1990;
BOETHEL et al., 2000).

A principal preocupagdo na cultura de soja no estadio reprodutivo sdo os
danos ocasionados pelos percevejos, cuja populacdo ¢ composta por mais de 70% de ninfas
que causam prejuizos semelhantes aos dos adultos (CORREA-FERREIRA et al., 2009). Entre
os problemas relacionados ao controle desses percevejos destacam-se o desenvolvimento de
resisténcia aos principais inseticidas sintéticos, poucas alternativas quimicas eficientes para
seu controle (SOSA GOMEZ; SILVA, 2010), além do abandono do Manejo Integrado de
Pragas (MIP)(PANIZZI, 2013).

Muitas vezes, por desconhecimento ou falta de consciéncia, os produtores
preferem utilizar inseticidas de amplo espectro para controlar lagartas, percevejos e outras
pragas, antecipando a compra de pacotes de agroquimicos a baixo custo antes da safra,
misturam inseticidas com herbicidas e fungicidas, na falsa impressdo de reduzir os custos
operacionais, intensificando os problemas relacionados a resisténcia e controle dos percevejos
(SOSA GOMEZ; SILVA, 2010).

Esse cendrio gera a necessidade de rever as praticas adotadas e retomar o
MIP incluindo novas estratégias ou alternativas de manejo mais eficientes. O emprego de
produtos de baixa toxicidade, como os inseticidas desreguladores de crescimento (IDCs) com
elevada eficiéncia e efeitos subletais, ¢ uma opcdo que deve ser considerada no manejo da
populacdo de ninfas de percevejos, uma vez que estes inseticidas sdo ambientalmente mais

corretos (SIAL; BRUNNER, 2010).
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No MIP-Soja, quando empregados os IDCs, especificamente os inibidores
de biossintese de quitina (IBQ) para o controle de lagartas na fase vegetativa, a populagdo de
percevejos durante a fase reprodutiva é baixa (MOSCARDI, 2011 comunicagdo pessoal).
Possivelmente as primeiras geragdes de ninfas colonizantes sdo afetadas, sugerindo que os
IDCs podem interromper o desenvolvimento normal da formas jovens tanto de insetos
holometébolos ¢ hemimetdbolos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de
controle de ninfas de E. heros e N. viridula por IDCs e estimar a produtividade e qualidade de

sementes, resultante da protecdo conferida pelos IDCs em semi-campo.

4.4  MATERIAL E METODOS

4.4.1 Obtengao e Criagao dos Insetos

Adultos ¢ ninfas de E. heros e N. viridula provenientes do laboratorio de
criagdo de percevejos da Embrapa Soja e de lavoura de soja da fazenda escola da UEL,
23°20° de latitude Sul e 51°13° de longitude Oeste, foram criados em condi¢des de ambiente
controlado em camara climatizada (25+£1°C, 65+5% UR e 14 h de fotofase). Foram
alimentados com vagens verdes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) (Fabaceae), amendoim
(Arachis hypogaea L.) (Fabaceae), frutos de ligustro (Ligustrum lucidum L.) (Oleaceae) e
agua através de algodao umedecido, trocando-se a cada trés dias. A partir da segunda geracao

(F,) utilizou-se ninfas de 4° instar para os estudos de semi-campo.

4.4.1.1 Determinacdo da Eficiéncia de Controle de Percevejos da Soja por Inseticidas

Desreguladores de Crescimento

Foi semeada soja da cultivar Syngenta 1059 RR em 01/11/2012. As
sementes foram tratadas com fungicida carboxin+thiram 50+50 g.i.a/100kg. A semeadura foi
realizada colocando trés sementes por vaso contendo solo coletado de uma area proxima a
vegetacdo de mata, classificado como Latossolo vermelho, de textura argilosa. A fertilizagao
realizou-se de acordo aos requerimentos indicados pela analise: 3,06 Tn ha” CaO e 7,24 kg
ha' KCl.

Realizou-se o desbaste das plantas, deixando-se apenas uma planta de soja

por vaso deixado em condigdes de ambiente. O controle de plantas espontaneas realizou-se
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manualmente. Nao foram aplicados inseticidas nem fungicidas no estagio vegetativo. No
inicio do estagio reprodutivo (florescimento), os vasos foram cobertos com telado.

Instalaram-se dois experimentos separadamente, infestando-se as plantas,
no estadio (Rs), com ninfas de 4° instar de E. heros e N. viridula. Cada unidade experimental
foi constituida por uma planta de soja infestada com 10 ninfas de 4° instar de E. heros e N.
viridula separadamente, com quatro repeticdes para cada tratamento, ¢ as testemunhas. O
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado.

As aplicagdes dos IDCs foram realizadas no fim da tarde em horério de
temperatura amena utilizando borrifador manual, pulverizaram-se totalmente as plantas com
ninfas (Sml/planta) quantidade suficiente para produzir uma cobertura das folhas sem ocorrer
escorrimento. As concentracdes utilizadas foram determinadas com base nas recomendacoes
para Chrysodeixis includens, Heliothis virescens e Bemisia tabaci, pragas para as quais os
produtos tém registro e estudos para estimar as concentragdes eficientes no controle dos
percevejos, realizados em experimentos anteriores. Foram utilizados os seguintes produtos e
concentragoes: Diflubenzurom 250 mL.lOOL'l, Lufenurom 1000 mL.lOOL'l, Piriproxifem
3000 mL.100L™". As testemunhas receberam somente dgua destilada (5ml/planta).

A mortalidade dos insetos foi avaliada diariamente, durante dez dias apos a
aplicacdo (10 DAA). Os insetos foram considerados mortos quando ndo mostravam nenhum
movimento apds o estimulo com pincel. Os dados foram transformados em raiz de x+1 pela
auséncia de homocedasticidade, submetidos a anélise de variancia e comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia A eficiéncia de controle dos inseticidas foi calculada pela
formula de Scheneider-Orelli considerando o niimero de insetos mortos no tratamento e na
testemunha. Também foram registradas as deformagdes morfologicas e alteragcdes do
comportamento das ninfas.

Para classificagdo da eficiéncia de controle utilizou-se a escala de Ruedell
(1985), onde controle igual ou acima de 80% foi considerado eficiente, entre 60 a 79%
controle médio e abaixo de 60%: controle ineficiente. Apos 10 DAA, os percevejos
sobreviventes foram retirados dos vasos, mantendo-se o telado até a soja atingir a maturagao

fisiologica (Ro) quando se coletaram todas as vagens e sementes.

4.4.2 Estimativa da Produtividade e Qualidade de Sementes

Para a estimativa da produtividade e avaliagdo da qualidade de sementes

foram selecionados os tratamentos com lufenurom, diflubenzurom e a testemunha.
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Piriproxifem nao foi considerado para as analises ja que, ap0s as avaliagdes de mortalidade de
ninfas de E. heros e N. viridula, algumas plantas de soja tratadas com piriproxifem tiveram o

telado violado e sofreram ataque de percevejos do campo.

4.4.2.1 Produtividade

A produtividade de graos foi estimada a partir da colheita e debulha manual
das vagens, tendo em seguida as amostras (graos) de cada tratamento a umidade corrigida
para 13%. Os graos foram pesados em balanga de precisdo e os dados transformados em kg
ha!, estimando-se o resultado em numero de plantas por hectare. Para medicdo da umidade
foi utilizado o medidor G600 GEHAKA AGRI (Figura 6). Os dados foram submetidos a

analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

4.4.2.2 Viabilidade de sementes e nimero de sementes com puncturas

A viabilidade das sementes foi determinada através do teste de tetrazodlio
segundo as Regras para a Analise de Sementes (Brasil, 2009). Foram pré-acondicionadas 200
sementes por tratamento escolhidas aleatoriamente, divididas em quatro sub-amostras com 50
sementes (repeti¢des), embebidas com agua destilada em copos plésticos de 50 mL, durante
24hs. Posteriormente foram totalmente submersas em solugdo de tetrazélio na concentragao
de 0,075%, e mantidas em estufa a 40°C, no escuro, durante duas horas. Ao alcangar o padrao
de coloragdo, as sementes foram retiradas, lavadas em dgua corrente € mantidas submersas em
agua destilada at¢ o momento da leitura. As sementes foram seccionadas longitudinalmente
com lamina de bisturi para permitir a visualizagdo do eixo radicula-hipocétilo para avaliagao
da viabilidade e lesdes provocadas por percevejos. O numero de sementes com puncturas
também foi registrado através da visualizacdo das lesdes circulares, caracteristicas da

perfuragdo do tecido, ocasionadas pelo percevejo (Figura 6).

4.4.2.3 Germinagao ¢ Plantulas Normais

A avaliagdo da germinagdo foi realizada pelo teste padrdo de germinagao
(TPG) segundo as Regras para a Analise de Sementes (Brasil, 2009). Utilizaram-se 50
sementes com quatro repeti¢des, distribuidas em fileriras com um contador de sementes,

colocadas para germinar entre duas folhas de papel-toalha (Germitest), umedecidas com agua
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destilada. Em seguida, foram confeccionados rolos e mantidos em germinador a temperatura
constante de 25°C. A contagem de germinacao foi realizada cinco dias apos o
acondicionamento e, oito dias apds para plantulas normais (Figura 6). Foram consideradas
como plantulas normais, apenas as que se apresentavam sistema radicular e parte aérea bem

desenvolvida como descrito pelas Regras de Analise de Sementes (RAS) (MAPA, 2009).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Eficiéncia de Controle de E. heros e N. viridula por Inseticidas Desreguladores de

Crescimento.

Verificou-se que o lufenurom e diflubenzurom foram mais eficientes no
controle de ninfas de 4° instar de E. heros (97,2 e 91,9%) e N. viridula (97,5 ¢ 97,5%)
respectivamente em relagdo ao piriproxifem (41,5 e 57,5%) aos 10 DAA, considerando a
escala de Ruedell (Tabela 1 e 2). Os IBQ a partir de 6 DAA provocaram mais de 80% de
mortalidade de ninfas de 4° instar, impedindo a passagem para o 5° instar concentrando-se a
mortalidde na passagem do 4° para o 5° instar. As que atingiram o 5° instar sofreram
deformacgdes no tegumento, articulagdes e aparelho bucal, ficando aderidos a exuvia.

Também, observou-se a partir de 2 DAA, o desprendimento dessas ninfas da
planta e queda ao solo em posicdo de decubito ventral, sem poder se locomover e alimentar.
Mesmo que os percevejos ndo tenham morrido imediatamente, em sua maioria ndo foram
capazes de danificar aos graos da soja em conseqiiéncia dos efeitos dos inseticidas.

Os resultados apresentados corroboram os obtidos por Roggia et al. (2011)
sobre o efeitos negativos do lufenurom e diflubenzurom na sobrevivéncia, crescimento,
desenvolvimento e atividade alimentar de ninfas de 5° instar de E. heros. Também, a eficacia
do lufenurom na mortalidade de ninfas de 5° instar de N. viridula foi confirmada em
laboratorio por Furiatti et al. (2009). Em outros estudos, ninfas de 2° instar de N. viridula
oriundas do campo, tratadas com novalurom morreram mais que as de 3° e 4° instar (LOPEZ
et al., 2008), também ninfas de Halyomorfa halys Stal (Hemiptera: Pentatomidae) de varios
instares foram eficientemente controladas pelo novalurom (90%) e em menor proporcao pelo
diflubenzurom (65%) aos 7 DAA (KAMMINGA et al., 2012).

O tratamento com piriproxifem por seu lado embora ndo tenha provocado
um nivel de controle eficiente, matou 41,5% de E. heros e 57,5 de N. viridula de 4° ¢ 5° instar,

diferindo em relacdao a testemunha aos 10 DAA (Tabela 1 e 2). A toxicidade moderada do
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piriproxifem também foi relatada por Bagheri et al., (2010), em Brachynema germari Kol
(Hemiptera: Pentatomidae) praga das nozes de pistache, Pistacia vera L. sendo as ninfas de
ultimo estddio mais sensiveis ao juvenoide, atingindo entretanto a fase adulta com
deformagdes morfologicas. Também Mahdian et al. (2007), mostraram que o piriproxifem foi
toxico para ninfas de 4° instar do predador Pricomerus bidens L. (Hemiptera: Pentatomidae),
mas nao prejudicou a longevidade nem a reprodugdo das fémeas adultas em laboratoério.

A velocidade dos efeitos deletérios e a mortalidade provocada pelos IBQs
foram superiores em comparacdo ao juvendide. Isso, possivelmente ocorreu pelo modo de
acao dos IBQs que atuam principalmente no momento da muda, aumentado as atividades da
quitinase, inibindo a atividade da quitina-sintetase ou desordenando a deposicao das
microfibrilas de quitina. Podendo também pela similaridade estrutural competir pelo receptor
de sulfonilureia, chave na formagdo da quitina. Assim, a cuticula danificada ndo suporta a
pressdo da hemolinfa e a tensdo muscular levando ao inseto a morte (COHEN, 1987;
COHEN, 2001; EBO-ELGHAR et al., 2004; MERZENDORFER, 2006; ZHANG e¢ ZHU,
2006).

Ja& o piriproxifem desregula processos enddcrinos e pela semelhanga
estrutural aos HJs pode competir pelo sitio de ligacdo dos receptores do HJ (SULLIVAN e
GOH, 2008) mantendo as caracteristicas juvenis das ninfas e atrasando a formagao de adultos,
com menores alteracdes morfoldgicas em comparagdo aos provocados pelos IBQ.

A toxicidade do inseticida depende da concentracdo e do tempo de
exposicdo. No campo a influéncia da radiagdo, temperatura e chuva que ocorrem no verao
podem diminuir na eficiéncia de controle do inseticida. No entanto, verificou-se que mesmo
nas condi¢des de alta intensidade de radiagdo solar iguais a do campo, temperaturas elevadas
e precipitagdes de 40,8 e 36,2 mm durante as avaliacdes do 1° e 6° DAA, ocorridas em 23 e
28/01/2012 (IAPAR), o lufenurom e diflubenzurom foram eficientes no controle de ninfas de

E. heros e N. viridula.
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4.5.2 Eficiéncia de controle de E. heros e N. viridula por inseticidas desreguladores de crescimento.

Tabela 1 - Eficiéncia de controle (%+EPM) de ninfas de Euschistus heros, tratados pulverizados com inseticidas desreguladores de crescimento
no 4° instar, em soja Rs em semi-campo.

Eficiéncia acumulada e corrigida (%+EPM)* DAA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tratamento

Lufenurom 0,0+£0,0a 349+4,1a 384+39a 52,1+43a 605+40a 919+45a 919+45a 919+45a 972+24a 972+24a
Diflubenzurom 0,0+£0,0a 21,6+39a 272+43a 574+67a 634+50a 835+23a 83,5+23a 919+23a 919+23a 919+23a
Piriproxifem 0,0+£00a 00+00b 52+26b 223+40b 254+52b 282+66b 282+6,6Db 335+41b 363+6,1b 41,5+4,1b

Testemunha 00+00a 00+00b 00+00b 00+00c 00+00c 00+00c 00+00c 00+00c 00+£00c 00%00c

*M¢édias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia, n=160. Eficiéncia de controle calculada pela
formula de Scheneider-Orelli. Analise de dados transformados em raiz de x+1. Escala de Ruedell (1985): >80%=controle eficiente, 60 a 79%= controle médio
e <60%= controle ineficiente. DDA= Dias Apds a Aplicagdo.
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Tabela 2 - Eficiéncia de controle (%+EPM) de ninfas de Nezara viridula, tratados pulverizados com inseticidas desreguladores de crescimento
no 4° instar, em soja Rs em semi-campo.

Eficiéncia corrigida (%+EPM)* DAA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tratamento

Lufenurom 50+25a 125+41a 325+41a 525+41a 77,5+41a 925+21a 950+£25a 975+21a 975+21la 97,5+21a
Diflubenzurom 00+£00a 25+21b 225+21lab 450+43a 725+54a 900+6la 900+6la 950+43a 975+21a 97,5+21la
Piriproxifem 00+0,0a 25+2,1b 125+21bc 225+41b 375+41b 475+41b 500+ 35b 525+21b 550+ 25b 575+21b

Testemunha 0,0+£0,0a 0,0+0,0b 0,0£0,0c¢ 0,0£0,0c 0,0£0,0c 0,0£0,0c 0,0+£0,0 ¢ 0,0£0,0c 0,0£0,0 ¢ 0,0+£0,0 ¢

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia, n=160. Eficiéncia de controle calculada pela
formula de Scheneider-Orelli. Analise de dados transformados em raiz de x+1. Escala de Ruedell (1985): >80%=controle eficiente, 60 a 79%= controle médio
e <60%= controle ineficiente. DDA= Dias Ap6s a Aplicagéo.
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(A) Planta de soja em vaso com telado; (B) infestagao de ninfas; (C) exposi¢ao das plantas tratadas ao ambiente; (D); ninfa
de N. viridula morta pelo lufenurom na passagem do 4° para o 5° instar, com deformagdes no aparelho bucal e aderida a
exuvia (E) ninfa de E. heros de 4° instar sugando vagem (testemunha); (F) ninfa de E. heros de 5° instar caida ao solo,

presa a extivia e morta pelo lufenurom.
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4.5.3 Peso de cem Sementes e Produtividade de Soja.

Os gros de soja provenientes de plantas infestadas com E. heros, foram
menos danificados pelos percevejos quando as plantas foram pulverizadas com o lufenurom
(9,67 g) e diflubenzurom (10,00g) resultando em maior peso de 100 sementes (mais 45 e
49%) em relacdo a testemunha (6,72 g) (Figura 2). Os resultados indicam que os efeitos dos
IBQ sobre as ninfas tais como letalidade, deformag¢des morfoldgicas e possiveis danos as
pecas bucais, permitiram proteger aos graos das lesdes, resultando em maior peso de graos em
comparagdo a testemunha. Segundo Berlote et al. (2003) os danos ocasionados pelos
percevejos sao refletidos na produgdo de soja, a qual pode ser reduzida em conseqiiéncia

desses danos.

Figura2-  Peso em gramas de 100 sementes de soja (médiatEPM) colhidas de plantas
infestadas em (Rs) com ninfas de 4° instar de Euschistus heros e tratadas com
inseticidas desreguladores de crescimento. Valores médios seguidos pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 0,5%
de significancia.
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As plantas de soja infestadas com ninfas de 4° instar de E. heros, tratadas
com lufenurom foram mais produtivas (5.162 Kg.ha™) que e a testemunha (2.426 Kg.ha™)
mas ndo deferiram do tratamento com diflubenzurom (3.328 Kg.ha™) que foi estatisticamente
igual a testemunha (Figura 3). Observou-se que o lufenurom matou ninfas de 4° instar e
deformou a cuticula nova por ocasido da ecdise para o 5° instar. E possivel que percevejos

sobreviventes com pecas bucais deformadas ndo conseguiram penetrar seus estiletes



55

mandibulares nas vagens e graos. Os dois produtos testados apresentam propriedades
semelhantes, entretanto, o diflubenzurom mostrou efeitos menos acentuados do que o
lufenurom, provavelmente pela concentragdo utilizada, resultando em menor produtividade de

graos (Figura 3).

Figura3-  Produtividade de soja (Kg ha™) (médiazEPM) infestadas no estadio Rs com
ninfas de 4° instar de Euschistus heros e tratadas com inseticidas
desreguladores de crescimento. Valores médios seguidos pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 0,5% de significancia.
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De modo geral, os valores de peso de 100 sementes e produtividade (Figura
2,3, 4 ¢ 5) indicam que os danos provocados nos graos por ninfas de N. viridula foram menos
intensos que os causados por E. heros. Outro fator que pode ter contribuido para isso foi a
maior sensibilidade de N. viridula a agdo do lufenurom e diflubenzurom em comparagéio a E.
heros, mesmo que a mortalidade tenha sido similar, as ninfas de N. viridula sofreram mais os
efeitos deletérios dos IBQ, apresentando maiores deformacdes e dificuldades na alimentacao.
Danos diferenciados entre essas espécies, também foram verificados por Corréa Ferreira e
Azevedo (2002); Corréa Ferreira et al. (2009) onde os prejuizos causados por E. heros foram
menores na produtividade e qualidade de semente em relagdo aos de N. viridula,
contrariamente ao verificado neste experimento.

O peso de 100 sementes de soja das plantas infestadas com N. viridula e
tratadas com lufenurom foi maior (15,46 g) em comparagdo as tratadas com diflubenzurom
(12,87 g) e a testemunha (12,79 g) que ndo diferiram entre si (Figura 4). Com relagdo a

produtividade de graos, a andlise estatistica ndo indicou diferencas entre os tratamentos com
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lufenurom, diflubenzurom e a testemunha (Figura 5). No entanto, em termos numéricos houve
uma reducdo de 2.277 kgha' na testemunha em compara¢io com o tratamento com
lufenurom e 1.060 kg.ha” em comparagio ao tratamento com diflubenzurom. Valores que
economicamente podem justificar a aplicacdo desses produtos no programa de manejo de

pragas.

Figura4 -  Peso em gramas de 100 sementes de soja (média+tEPM) colhidas de plantas
infestadas em (R5) com ninfas de 4o instar de Nezara viridula e tratadas com
inseticidas desreguladores de crescimento. Valores médios seguidos pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 0,5%
de significancia.
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Figura5-  Produtividade de soja (Kg. ha) (média+tEPM) infestadas no estadio Rs com
ninfas de 4° instar de Nezara viridula e tratadas com inseticidas desreguladores
de crescimento. Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 0,5% de significancia.
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Os resultados apresentados corroboram os encontrados por Boethel et al.
(2000) que em seu estudo mostraram que a infestacado de plantas de soja com adultos de N.
viridula nos estadios R; a Rss resultaram em redugdo do vigor, germinagdo, nimero de
vagens sadias e atraso na maturagdo. Também, Corréa Ferreira (2005) verificou que as
infestagdes com E. heros e Piezodorus guildinii no final do desenvolvimento de vagens (Ry)
apresentaram produtividade significativamente menor, confirmando a suscetibilidade da soja

aos danos dos percevejos, nessa fase do desenvolvimento.

4.5.4 Qualidade de Sementes

Os resultados obtidos pelo teste de tetrazdlio mostram que as sementes
oriundas das plantas de soja infestadas com ninfas de E. heros, tratadas com lufenurom
(97,5%) e diflubenzurom (91,5%) apresentaram maior viabilidade em relagdo a testemunha
(4,5%). A porcentagem de viabilidade de sementes do tratamento com lufenurom foi superior
ao tratamento com diflubenzurom, possivelmente por ser mais deletério e letal para ninfas. Da

mesma forma, a viabilidade de sementes das plantas infestadas com N. viridula foi maior
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quando tratadas com o lufenurom (98,5%) e diflubenzurom (90,0%) em comparagdo a
testemunha (58,5%) (Tabela 3).

Estudos realizados por Depieri; Panizzi (2011) mostram que a viabilidade
de sementes de soja depende da intensidade de dano provocado pelos percevejos. Estes estao
relacionados com o dano histologico, caracterizado pela destrui¢do de células durante a
perfuragdo do canal produzido pelos estiletes e pela dilui¢ao de proteinas através das enzimas
salivares digestivas injetadas, que alteram a fisiologia e bioquimica que contornam a
punctura. A intensidade de dano por sua vez depende da espécie de percevejo, da sua fase de
desenvolvimento, do estadio fenologico da planta de soja, do tempo de permanéncia e do
nivel populacional presente na cultura (Correa-Ferreira et al., 2009).

Com relacdo a porcentagem de sementes com puncturas, verificou-se que o
lufenurom e diflubenzurom conferiram prote¢do as sementes de soja contra os danos das
ninfas de percevejos. A percentagem de sementes com puncturas de E. heros e N. viridula foi
menor quando se aplicou lufenurom (8,0 e 9,0%) e diflubenzurom (7,5 e 20,0%) em
comparagdo a testemunha (97,5 e 53,0%). Também, a porcentagem de germinacdo das
sementes das plantas infestadas com E. heros tratadas com lufenurom e diflubenzurom foi
(91,0 e 94,5%) superiores a testemunha (19,5%) devido ao menor nimero de puncturas
(Tabela 3).

As sementes oriundas de plantas infestadas com N. viridula apresentaram as
maiores porcentagens de germinacdo quando tratadas com lufenurom (98,5%) e
diflubenzurom (90,0%) diferindo da testemunha (58,5%) (Tabela 3). Embora ndo tenha
havido diferenga entre a porcentagem de germinagdo entre o diflubenzurom (94,5%) e a
testemunha (93,5%), a protegdo contra as puncturas foi importante e refletida na porcentagem
de plantulas normais (Tabela 3). Estes resultados estao de acordo as com os observados por de
Berlote et al. (2003) e Marrero et al. (2006) onde o poder germinativo esta relacionado com as
porcentagens de danos como puncturas e deformagdes nas sementes de soja. Os autores
ressaltaram ainda que as puncturas quando sdo realizadas perto do embrido inviabilizam a
semente.

Verificou-se que as sementes com maiores porcentagem de viabilidade e
germinagdo € menos puncturas, geraram maior porcentagem de plantulas normais. As plantas
de soja infestadas com percevejos tratadas com lufenurom e diflubenzurom produziram
sementes viaveis com alto poder germinativo que geraram maior porcentagem de plantulas
normais (93,5%) para E. heros e 92,0 ¢ 82,0% para N. viridula em comparagdo a suas

respectivas testemunhas (12,5 e 77,0%), com excecao das plantulas normais provenientes de
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sementes de plantas infestadas com N. viridula tratadas com diflubenzurom que nio diferiu da
testemunha, possivelmente por que os danos desta espécie foram menos intensos (Tabela 3).

Observou-se que os IBQ testados afetaram aspectos anatdmicos e
morfologicos importantes, que comprometem a sobrevivéncia, alimentacdo e locomogao
normal das ninfas de E. heros e N. viridula, na passagem do 4° para o 5° instar, protegendo as
sementes dos danos e mantendo sua qualidade e produtividade. Estudos realizados por
Corréa-Ferreira et al.,, 2009 corroboram a ocorréncia de danos diferenciados entre as
diferentes espécies de percevejos, entretanto indicaram que em casa de vegetagdo E. heros
causou menores reducdes na produtividade e na qualidade das sementes em comparacdo a N.
viridula, contrariamente ao constatado neste experimento.

Villas Bodas et al. (1990) verificaram que populacdes de até quatro
percevejos/m podem ser permitidas sem redugado significativa a produtividade e qualidade das
sementes em relagdo a plantas sem percevejos. A partir desse limite populacional, o

rendimento ¢ decrescente, sendo também afetada a viabilidade e vigor da semente.

Tabela 3 - Porcentagem de viabilidade, sementes com puncturas, germinagdo e plantulas
normais de soja (%+EPM) oriundas de plantas submetidas a infestagdo com ninfas
de 4° instar de Euschistus heros e Nezara viridula, tratadas com inseticidas
desreguladores de crescimento

Viabilidade Sementes com  Germinagao Plantulas

Especies Tratamento (%) TZ! puncturas (%) (%) normais %

Lufenurom 975+ 0.4 a 80£20a 91,0+1,5a 93,5+0,8a

Euchistus heros  Diflubenzurom 91,5+ 0,8b 9,0+ 1.8a 945+0,8a 935+1,6a

Testemunha 4,5+1,6 ¢ 97,542,1b  19,5£25b 125+2,5b

Lufenurom  98,5+0,8 a 7,5+1,2a 97,0+£0,8ab 92,0+1,0a

Nezara viridula Diflubenzurom 90,0 +2,7 a 20,0+5,0a 94,5+ 0,8 bc 82,0+1,4bc

Testemunha 58,5+ 5,7b 53,0+7,0b 93,5+04 ¢ 77,0+0,8¢c

Porcentagem media seguida pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey a 5 % de significancia. 'TZ =teste de tetrazolio.

Em pesquisa realizada por Marrero et al., 2006 mostrou-se que a infestacao

de Piezodorus guildinii (West.), Nezara viridula (L.), Euschistus biffibulus (Pal de Beauv.) e
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Acrosternun sp. (Heteroptera: Pentatomidae) em plantas de soja, através das puncturas dos
estiletes, ocasionam deformacdes nas sementes, reducao do tamanho, necrose, enrugamento
do tegumento, vaneio, aborto de vagens, morte do embrido, inibi¢do da germinagdo, auséncia
de radiculas e transmissdo de patogenos; transtornos que levam a total desvalorizagdo da

qualidade bromatologica e seu uso como semente.



Figura 6 -

(A) Graos de soja para estimativa da produtividade; (B) graos danificados por E. heros (testemunha); (C)
pesagem de graos em balanca de precisdo; (D); medidor de umidade (E) amostras para analise qualitativa (F)
sementes de soja em sal de tetrazolio ; (G) sementes danificadas por ninfas de E. heros ; (H) sementes sadias
oriundas de plantas infestadas com ninfas de E. heros e tratadas com lufenurom; (I) contagem de sementes; (J)
rolo papel umedecido com sementes; (K) germinagdo de sementes de soja; (L) plantula normal.
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4.6 CONCLUSOES

- Lufenurom e diflubenzurom foram eficientes no controle de ninfas de E. heros e N. viridula,

e piriproxifem menos eficiente em condi¢des de semi-campo.

- Plantas de soja infestadas com E. heros e¢ N. viridula tratadas com lufenurom e
diflubenzurom produziram sementes vidveis com poucas puncturas, alta porcentagem de
germinagdo e numero de plantulas normais, resultando em alta produ¢do e qualidade das

sementes.
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5 ARTIGO C: DEFORMACOES DO APARELHO BUCAL,
INIBICAO DA ALIMENTACAO E MORTALIDADE DE
EUSCHISTUS HEROS (F.) [HEMIPTERA: PENTATOMIDAE]
PELOS INSETICIDAS LUFENUROM, DIFLUBENZUROM E
PIRIPROXIFEM.

5.1 RESUMO

O percevejo-marron-neotropical Euschistus heros (F.) é a praga sugadora mais importante da
cultura da soja afetando quantitativa e qualitativamente a producdo de graos e sementes. O
objetivo deste estudo foi verificar as deformagdes no apareclho bucal, inibigdo da alimentagdo
e mortalidade de ninfas quando em contato com alguns inseticidas desreguladores de
crescimento (IDCs). Testou-se em laboratério o efeito de dois inseticidas do grupo dos
inibidores de biossintese de quitina (IBQs): lufenurom (10, 30 e 50 mL.100L") e
diflubenzurom (5,10 e 15 g.100L™), e de um analogo do horménio juvenil (AHJ) piriproxifem
(200, 300 e 500 mL.100L™"). No tratamento testemunha aplicou-se somente dgua destilada.
Avaliou-se diariamente a mortalidade, deformagdes no aparelho bucal, atividade alimentar
pelo namero de bainhas salivares/grao e o tempo letal dos produtos. Verificou-se que as
aplicagdes dos IBQs provocaram alteragdes no aparelho bucal, inibicdo da alimentacio,
alteracdo da metamorfose ¢ mortalidade de ninfas de E. heros. Ja piriproxifem, embora nao
tenha causado deformagdes no aparelho bucal, afetou o crescimento e desenvolvimento, e foi
letal para ninfas. Lufenurom provocou inibigdo da alimentagdo e mortalidade, em menor
tempo, em comparagao ao diflubenzurom e piriproxifem. Lufenuron foi também mais toxico
para ninfas de 4° instar. Os inseticidas, quando utilizados em maiores concentragdes aceleram
a mortalidade de ninfas. Ninfas com pegas bucais deformadas foram incapazes de se alimentar
e morreram. Todos os IDCs nas concentragdes testadas causaram 100% de mortalidade e
impediram que os insetos atingissem a fase adulta.

Palavras-chave: Hemiptera, Disttrbio fisiologico, Metamorfose, Anormalidades
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5.2 ABSTRACT

The neotropical brown stink bug Euschistus heros (F.) is the most important sucking pest of
soybean crops, affecting grains and seeds quantitatively and qualitatively. The objective of
this study was to observed mouthparts deformities, feeding inhibition and nymphs mortality
when in contact with insect some growth disruptors (IGDs). In the laboratory the effect of two
insecticides of chitin biosynthesis inhibitors group (CBIs) lufenuron (10, 30 and 50 mL.100L"
") and diflubenzuron (5, 10 and 15 g.100L") and the juvenile hormone analogue (JHA)
pyriproxyfen (200, 300 and 500 mL.100L™") were tested. The control received distilled water.
Mortality was daily evaluated, mouthparts deformations, feeding activity by the number of
salivary sheaths/grain and lethal time of insecticides was also evaluated. Applications of CBIs
promove mouthpart deformities, feeding inhibition, alteration of metamorphosis and mortality
of E. heros nymphs. For pyriproxyfem, although it had not cause mouthparts a deformation,
physiological disorders was observed and the product was lethal for nymphs. Lufenurom
caused feed inhibition and mortality in less time when compared with diflubenzuron and
pyriproxyfen. It was also more toxic to 4™ instar nymphs. The insecticides when used in
higher concentrations increase nymphs mortality in short time. Nymphs with mouthpart
deformed were unable to feed and died. All IGDs in the tested concentrations caused 100%
mortality and prevented the insects reached the adult phase.

Keywords: Hemiptera, Physiological disorder, Metamorphosis, Abnormalities
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5.3 INTRODUCAO

O percevejo Euschistus heros (F.) (Hemiptera: Pentatomidae) ¢ a principal
praga da cultura da soja no Brasil, podendo atacar o algodoeiro e o girassol, seu controle ¢
dificil de realizar e, dentre o complexo de percevejos, se destaca pela sua resisténcia a
inseticidas de alta toxicidade como os organofosforados e ciclodienos, assim como pela sua
abundancia e distribuigdo em varias regides e culturas de importincia econdmica (SOSA-
GOMEZ et al., 2010).

Na soja, manter os niveis populacionais tolerados de até um percevejo por
metro linear, para a produ¢do de sementes, ou até¢ dois percevejos por metro lineal para graos,
¢ uma tarefa dificil, ja que a capacidade de reprodugdo e colonizacdo destes insetos ¢ muito
grande (CORREA-FERREIRA et al., 2009). Os métodos convencionais de controle adotados
sdo, por vezes, ineficientes, levando a necessidade de se rever as estratégias de manejo da
populagdo destes insetos. O sucesso de controle de percevejos passa pela adogdo do manejo
integrado, entretanto, as praticas de controle comumente utilizadas pelos sojicultores sdo
realizadas sem critério ou muitas vezes sem necessidade (CORREA-FERREIRA et al., 2010).

Ninfas de percevejos da soja, a partir do 2° instar, e adultos utilizam seus
estiletes mandibulares para perfurar o tecido vegetal inserindo-os, preferencialmente, nos
graos em desenvolvimento. Injetam secrecdes salivares dentro das sementes e ingerem o
alimento através da secrecdo de enzimas digestivas, reduzindo a produtividade e qualidade de
sementes (DEPIERI; PANIZZI, 2011). Além do dano fisico provocado, os percevejos podem
transmitir patdogenos como a levedura Nematospora coryli, ou os orificios resultantes do
processo de alimentacdo podem servir de entrada para microorganismos que aceleram a
decomposigio dos grios (SOSA-GOMEZ et al., 2010).

O principal alvo do controle por parte dos produtores sdo, geralmente, os
adultos, entretanto, as ninfas a partir do 2° instar ttm a mesma capacidade de dano e
compdem a maioria da populacdo de percevejos (72%), durante a floracdo e maturagao
(CORREA-FERREIRA et al., 2009). Assim, uma estratégia para reduzir os danos causados
pelos percevejos a soja aumentando a mortalidade ¢ afetar seu aparelho bucal, dificultando ou
inibindo a alimentagao pelas ninfas.

O potencial de penetracdo dos estiletes aumenta significativamente
conforme o progresso das fases ninfais, assim como o comprimento do rosto e a profundidade
de penetragdo (ESQUIVEL, 2011). Apo6s os estiletes serem inseridos no tecido vegetal eles

podem ser orientados em diferentes dire¢des provocando lise dos tecidos através do
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rompimento de paredes ¢ membranas celulares (SCHOONHOVEN et al., 2005). Os maiores
danos as sementes de soja se devem a profundidade de inser¢do dos estiletes e aos
componentes bioquimicos presentes na saliva que destroem as estruturas celulares (DEPIERI;
PANIZZI, 2011).

Os percevejos possuem um rostro com forma de agulha composto pelo labro
e labio com trés segmentos articulados. O conjunto de estiletes inclui 0 mecanismo perfurador
e sugador do inseto, formado por dois estiletes maxilares justapostos no centro que interliga
separadamente o canal alimentar e salivar, e dois estiletes mandibulares que envolvem os
estiletes maxilares. Os estiletes saem da regido dorso anterior da cabega, em repouso sao
mantidos contra a superficie ventral da cabeca entre a buccula, o restante do conjunto de
estiletes ¢ alojado na ranhura ao longo do labio (SNODGRASS, 1993; ESQUIVEL, 2011).

A utilizagdo de inibidores de biossintese de quitina (IBQs) pode interromper
o desenvolvimento normal de ninfas de percevejos pentatomideos (ROGGIA et al., 2011;
BAGHERI et al., 2010). Nestes estudos deformagdes importantes na anatomia das ninfas de
percevejos ja foram descritas, porém ndo mencionam alteracdes no aparelho bucal, o qual
deve ser considerado como uma das principais estruturas afetadas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia de deformagdes
das pecas bucais, inibicdo da atividade alimentar ¢ mortalidade de ninfas de E. heros,

decorrentes da aplicacdo de lufenurom, diflubenzurom e piriproxifem.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Obtengao dos Insetos e Criagao

Ninfas de 4° instar foram obtidas a partir da criagdo do laboratorio de
entomologia do Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR), Londrina, Brasil. Os insetos foram
mantidos com vagens verdes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) (Fabaceae), amendoim
(Arachis hypogaea L.) (Fabaceae), frutos de ligustro (Ligustrum lucidum L.) (Oleaceae) e
agua através de algodido umedecido em recipientes plasticos, por 24 hs, em camara

climatizada (25+2 °C, 14h de fotofase e 65+5% de umidade relativa).
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5.4.2 Aplicagao dos Inseticidas e Avaliacao

Ninfas de 4° instar de aproximadamente dois dias de idade foram tratadas
com diferentes concentragdes de inseticidas desreguladores de crescimento. A escolha das
concentragdes foi realizada com base em estudos preliminares, utilizando concentragdes que
causem deformacdes morfologicas nas ninfas durante a muda e que possam impedir a ecdise.
Para cada concentracio dos trés inseticidas: lufenurom (10, 30 e 50 mL.100L™),
diflubenzurom (5,10 ¢ 15 g.100L™") e piriproxifem (200, 300 ¢ 500 mL.100L™") e para a
testemunha, foram utilizadas dez ninfas e trés repeti¢des. Dois mililitros de calda de cada
produto, e de dgua destilada para testemunha, foram pulverizados sobre cada grupo de dez
ninfas, em placas de Petri (9cm@) utilizando Torre de Potter a 10 Ib.pol* de pressdo
(BURKARD SCIENTIFIC).

Apds a pulverizagdo as ninfas tratadas foram individualizadas, em
recipientes plasticos (2cm@) contendo algodao umedecido com agua destilada e um Unico
grdo de feijao branco (Phaseolus vulgaris L.) (Fabaceae), previamente embebido em agua
durante 30 minutos. Os graos foram trocados diariamente. Para a observacao e quantificagdo
das bainhas salivares (alimentares) inseridas no grio, os graos foram tingidos com fucsina
acida 1% (BLOWLING, 1980) e observados ao microscopio esteroscopio. As ninfas vivas e
mortas também foram observadas diariamente sob microscopio esteroscopio para detectar as
deformagdes no aparelho bucal e registrar a mortalidade. As ninfas mortas ap6s a verificagao
do aparelho bucal foram retiradas dos recipientes e mantidas em alcool 70%.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com trés repetigoes
de dez ninfas por tratamento (produtos nas diferentes concentragdes e testemunha). Os dados
de mortalidade, tempo necessdrio para causar mortalidade total e numero de bainhas
alimentares/grao foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-knott a 5% de significancia. A atividade alimentar foi analisada comparando o
nimero médio de bainhas alimentares/percevejo do 4° instar tratados com os produtos e apos
a muda para o 5° instar. Na avaliagdo das deformagdes do aparelho bocal foi registrado o
nimero de ninfas com o aparelho bucal normal e com deformagdes seguindo a classificacao
utilizada por Singha et al. (2007). A eficiéncia dos inseticidas foi calculada e corrigida
utilizando a foérmula de Scheneider-Orelli considerando o numero de insetos mortos no

tratamento e na testemunha.
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5.4.3 Microscopia Eletronica De Varredura (MEV)

Para as observacdes ao MEV foram selecionadas ninfas de 5° instar com
aparelho bucal deformado, mortas pela a¢do do lufenurom e as ninfas da testemunha do
mesmo instar, mortas por congelamento. A cabecga das ninfas foi retirada com bisturi e fixadas
em solucdo de glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2% por 12 hs em refrigerador. Em seguida
foram lavadas trés vezes, por 15 minutos. Cada lavagem, com solu¢do tampao fosfato de
sodio 0,1 M (pH=7,2). Posteriormente, foram desidratadas em uma série de concentragdo de
70, 80, 90 e 100% de etanol por 10 minutos cada uma. A secagem ao ponto critico foi
realizada através da compressao e injegdo de CO;, na amostra. Em seguida, as cabegas foram
coladas no porta-amostra ‘‘stubs’’ por meio de fita adesiva de carbono dupla face e revestidas
com ouro em metalizador (BAL-TEC® SCDO050, Balzers, Liechtenstein). Foram geradas
imagens ao microscopio eletronico de varredura (FEI® Quanta 200, Eindhoven, Holanda). A
caracterizagcdo das deformacgdes no aparelho bucal foram realizadas comparando as amostras
com pecas bucais deformadas e a testemunha, seguindo a classificagao utilizada por Singha et

al. (2007).

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostram que a pulverizacdo dos inseticidas lufenurom e
diflubenzurom causou deformagdes no aparelho bucal das ninfas de E. heros durante a muda
para o 5° instar, em contraposi¢do ao piriproxifem, o qual ndo deformou o aparelho bucal
(Figura 1 e Tabela 1). Todos os produtos provocaram 100% de mortalidade de ninfas de 4° e
5° instar, sem a obten¢do de adultos. A mortalidade foi similar para todos tratamentos,
diferindo apenas da testemunha e ocorreu principalmente nos estddios ninfais de 4°, 5° e na
muda do 4° para 5° instar, neste Gltimo, ficando o inseto aderido a extvia. Observou-se que as
ninfas de 5° instar com pegas bucais danificadas ndo conseguiram se alimentar e morreram
(Figura 1).

A propor¢do de ninfas de 4° instar mortas, representadas pelas barras
brancas, foi maior conforme aumentou a concentracdo dos inseticidas impedindo a muda para
o 5° instar. Maiores mortalidades foram provocados pelo lufenurom seguido do
diflubenzurom e piriproxifem (Figural). Varias deformacdes nas pecas bucais, representadas
pelas barras cinza, foram ocasionados pelo lufenurom e diflubenzurom em funcdo da sua
concentragdo, a excecdo do piriproxifem, que ndo deformou o aparelho bucal. A maior

propor¢do de ninfas mortas no 5° instar, representadas pelas barras pretas, ocorreu com a
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aplicacdo de piriproxifem e diflubenzurom. Por outro lado, ocorreu menor mortalidade de
ninfas do 4° para 5° instar aderidas a exuvia, pelo lufenurom e diflubenzurom (Figura 1),
representada pelas barras verdes.

Maiores mortalidades de ninfas de 4° instar foram provocadas pelo
lufenurom nas concentragdes 50 e 30 mL.100L" onde respectivamente 23 e 33% das ninfas
que mudaram para o 5° instar tiveram deformidades nas pegas bucais: estiletes, labro e ou
labio. Por outro lado, o diflubenzurom nas concentracdes de 5, 10 e 15 mL.100L™" causou
efeitos semelhantes no aparelho bucal, porém com apenas 6, 10 e 13% de mortalidade de
ninfas de 4° instar. J4, piriproxifem, embora ndo tenha afetado o aparelho bucal, foi letal para
ninfas de 4° e 5° instar. Nas concentracdes de 200, 300 ¢ 500 mL.lOOL'l, a mortalidade de
ninfas de 4° instar foi de 16, 20 e 26%, e para ninfas de 5° instar foi de 80, 83 e 73%

respectivamente (Figura 1).

Figural-  Porcentagem de mortalidade (média+EPM) de ninfas de E. heros tratados com
inseticidas desreguladores de crescimento. Barras com a mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). ABN, aparelho bucal
normal; ABD, aparelho bucal deformado.
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Considerando que o exoesqueleto e o aparelho bucal dos percevejos tém na
sua constitui¢ao quitina € que o lufenurom e diflubenzurom interferem na sintese da nova
cuticula, interrompendo o seu desenvolvimento e ou alterarando a deposi¢do da quitina, as
ninfas podem sofrer deformagdes, sendo as mais importantes as relacionadas as pegas bucais,
por impedirem a atividade alimentar. Constatou-se maior variedade de deformagdes no

aparelho bucal nas menores concentragdes de lufenurom e diflubenzurom, por ter maior
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numero de ninfas passado para o 5° instar, ocasido em que as pecas bucais foram deformadas
(Figura 1 e Tabela 1).

Os IBQ lufenurom e diflubenzurom agem durante a muda, podendo
aumentar as atividades cataliticas da quitinase na cuticula que degrada a quitina, inibir a
atividade da quitina-sintetase reduzindo a producdo de quitina. Também, podem translocar
anormalmente a quitina-sintetase ou desordenar a montagem das microfibrilas de quitina. Pela
similaridade estrutural com as sulfonilureias interage com seu homologo, competindo pelo
receptor de sulfonilureia, inibindo a forma¢do da quitina. Assim, a cuticula danificada nao
suporta a pressdo da hemolinfa e a tensao muscular matando o inseto. Embora se tenha esses
conhecimentos, o mecanismo de agdo desses compostos ndo foi exatamente elucidado
(COHEN, 1987; COHEN, 2001; ABO-ELGHAR et al., 2004; MERZENDORFER, 2006;
ZHANG; ZHU 2006).

O piriproxifem ¢ um desregulador endocrino com semelhanga estrutural aos
HJs que pode competir pelo sitio de ligagao dos receptores do HJ (SULLIVAN; GOH, 2008).
Possivelmente o juvendide provocou um desbalanco hormonal nas ninfas que alterou seu
desenvolvimento normal impedindo a formagao de adultos. Pesquisas realizadas por Rill et al.
(2007) mostram que com o incremento da concentragdo de piriproxifem aumentou a
mortalidade de ninfas de 1° e¢ 2° instar da praga dos citros Aonidiella aurantii Maskell
(Hemiptera:Diaspididae). Também Mahdian et al. (2007) mostraram que piriproxifem foi
toxico para ninfas de 4° instar do predador Pricomerus bidens (Hemiptera: Pentatomidae) e as
maiores mortalidades ocorreram durante a muda para o 5° instar e para fase adulta.

Observou-se que as deformagdes no aparelho bucal foram irreversiveis e
que as ninfas moribundas ndo conseguiam se alimentar, como evidenciado pela auséncia de
bainhas salivares nos graos e logo apos as ninfas morriam principalmente pelas deformagdes
nas pegas bucais (Figura 2 ¢ Tabela 1). Estes resultados coincidem com os encontrados por
Singha et al. (2007), entretanto, o grau de deformagdes nas pegas bucais aumentou em funcao
a concentracao dos produtos, opostamente ao verificado neste experimento.

O numero médio de bainhas alimentares/grao de ninfas de 4° instar tratadas
com o lufenurom e diflubenzurom, e apds a muda para o 5° instar revelam que as deformagoes
no aparelho bucal comprometeram sua atividade alimentar. Nas maiores concentragdes dos
inseticidas, ndo se desenvolveu a nova cuticula e o inseto morreu no instar que recebeu a
aplicacdo (4° instar). As ninfas que atingiram o 5° instar, dependendo da concentracdo dos
produtos, sofreram deformagdes nas pegas bucais sem poder se alimentar dos graos, como

observado no teste de coloragdo, auséncia das bainhas alimentares (Tabela 1). Entretanto, a
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atividade alimentar das ninfas de 4° instar com aparelho bucal normal foi semelhante a das
ninfas de 5° instar que nao tiveram o aparelho bucal deformado (Tabelal).

A maior freqiiéncia de deformacdes nas pecas bucais ocorreu com a
aplicagdo de lufenurom, na concentragio de 10 mL.100L", 30% das ninfas de 5° instar
tiveram separacao parcial de seus estiletes (EPS), 13,33% separagdo total dos estiletes em seu
comprimento o do sulco labial (ETS); 6,66% de deformagdes no labro e 3,33 no labio. Estes
ultimos ocorreram independentemente ou as vezes junto as demais deformidades. Com o
aumento da concentragio para 30 ¢ 50 mL.100L", a freqiiéncia de ninfas de 5° instar com o
aparelho bucal normal diminuiu para 13,00 e 3,33%. A freqiiéncia de ninfas com EPS foi de
13,33 ¢ 20% e com ETS, 13,33 e 6,66% respectivamente (Tabela 1)

A formacdo da bainha alimentar no grao ou alimento ¢ um indicador da
atividade alimentar do percevejo (BOWLING, 1980). No entanto, ninfas com deformidades
nas pecas bucais ndo mostram qualquer formagdo de bainha alimentar/salivar sobre os graos
oferecidos. Isso indica que os percevejos nao sdo capazes de iniciar a alimentacao por causa
da deformacdo de suas pecas bucais. Sua disposicao ¢ afetada e os estiletes mandibulares nao
podem realizar a pungao e iniciar o processo de alimentagdo (SINGHA et al., 2007).

No tratamento com diflubenzurom, em comparagdo ao Ilufenurom,
observou-se maior freqiiéncia de ninfas de 5° instar com aparelho bucal normal (ABN) que
conseguiram se alimentar. Entretanto, na concentra¢do de SmL.lOOL'l, 10% das ninfas
tiveram EPS e 10% ETS. Nas concentragdes de 10 ¢ 15 mL.100L™" houve apenas 3,33% de
ninfas com EPS para ambas as concentragdes. Todas as ninfas de 5° instar com deformagdes
nas pecas bucais nao depositaram bainhas alimentares nos graos oferecidos para alimentagao
(Tabela 1).

Ninfas que entraram em contato com pyriproxifem, ndo tiveram suas pegas
bucais danificadas durante a muda para o 5° instar e conseguiram se alimentar normalmente.
As maiores freqliéncias de ninfas com ABN foram de 86,66; 80,00 ¢ 73,33% com as

aplicagdes 200, 300 e 500 mL.100L™" de pyriproxifem respectivamente (Tabela 1).
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Tabelal-  Atividade alimentar e deformagdes observadas no aparelho bocal de ninfas de
4° ¢ 5° instares de Euschistus heros tratadas com inseticidas desreguladores de
crescimento.

Tabela 1. Atividade alimentar de ninfais de Euschistus heros tratados no 4° instar com inseticidas
desreguladores de crescimento e das ninfas de 5° instar sobreviventes

Numero médio de bainhas alimentares/grao!

Concentragio
Tratamento 1 o\ o100y  4° nstar 5° instar

ABN? F® [ABN? F |(EPS* F |ETS* F |[LA? F | LB? F

10 090 100 0,27 47,00 0,00 30,00 0,00 1333 0,00 6,66 0,00 333
Lufenurom 30 1,53 100 042 13,00 0,00 13,33 0,00 13,33 0,00 333 - --
50 1,00 100 0,66 333 0,00 20,00 000 6,66 0,00 333 - --
5 0,56 100 0,54 7333 0,00 10,00 000 10,00 -- -- - --
Diflubenzurom 10 046 100 0,56 83,33 0,00 3,33 - - - - - -
15 0,30 100 0,60 83,33 0,00 3,33 - -- - - - -

200 023 100 0,50 86,66 -- - - - - - - -
Pyriproxifem 300 036 100 034 80,00 -- -- - -- -- -- - --
500 030 100 0,50 7333 -- -- - -- -- -- - --
Testemunha Agua 1,30 100 2,76 100 - - -- - - - -- -

'Teste de coloragdo com fucsina acida (Bowling, 1980). 2Categorias de deformagdes do aparelho bucal: ABN= Aparelho
bucal normal, EPS= Estiletes parcialmente separados e ETS= Estiletes totalmente separados em seu comprimento ou do
sulco labial, LA=Labro deformado ¢ LB=Labio deformado (Singha et al., 2007) *Frequencia de ninfas de E. heros (%)

Em estudos semelhantes, Roggia et al. (2011) observaram que a aplicacao
de lufenurom e diflubenzurom sobre ninfas de 5° instar de E. heros reduziu o niimero de
bainhas alimentares e a alimentacao dos percevejos ao atingir a fase adulta, atribuindo a satde
precaria as deformagdes nas pernas que dificultaram sua locomocgao para procurar alimentos.
Também hipotetizaram que os inseticidas eventualmente poderiam ter prejudicado a adequada
formag¢ao do aparelho bucal, limitando a atividade alimentar, embora, ndo evidenciaram esse
fato como ocorreu neste experimento.

A redu¢do do numero de bainhas alimentares de percevejos foi relatada por
Singha et al. (2007) e mostraram que a aplicacdo topica de extratos de nim, Azadirachta
indica, resultaram em deformagdes do aparelho bucal, inibigdo da alimentacdo e subseqiiente
mortalidade de Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae). Da mesma forma, Pinheiro e
Quintela, (2010) observaram a deterréncia, reducdo de bainhas alimentares/grdo e dano em
paniculas de arroz por Oebalus poecilus (Hemiptera: Pentatomidae) com a aplicacdo de 6leo
de nim A. indica.

A inibigdo da alimenta¢do de lagartas de Spodoptera littoralis devido a
ingestdo de folhas tratadas com lufenurom foi relatada por Adel (2012) e observou efeitos

histopatologicos, bloqueio da producdo da endocuticula, formagao de cuticula delicada apenas
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com epicuticula ndo devidamente ligada a epiderme que nao resiste a conexao muscular
durante a muda. Sob a epiderme verificou células distribuidas irregularmente por baixo da
cuticula com divisdes mitdticas e fissuras.

A inibicdo da alimentagdo também pode ocorrer devido a que o canal
alimentar revestido com cuticula e formado de quitina, ¢ a primeira parte afetada com a
ingestdo de alimentos tratados com os produtos. Assim, se os IBQ aumentan as quitinases
podem perfurar e degradar o intestino médio e membranas perimicrovilares dos hemipteros
(DIAS FILHO et al., 2002; DAMASCENO - SA; SILVA, 2007).

A rapidez com que os produtos agem para reduzir os danos ou matar
aspragas ¢ um fator importante a ser considerado. Embora IDCs nao matem instantaneamente
as ninfas, apés 2 ou 3 dias manifestam-se seus efeitos, inibindo a atividade alimentar,
deixando-os moribundos e sua morte ¢ apenas uma questdo de tempo. Verificou-se que o
lufenurom e diflubenzurom além de serem os mais toxicos para as ninfas de E. heros, em
comparagao ao piriproxifem, a velocidade com que seus efeitos deletérios manifestaram-se foi
maior. Assim as ninfas morreram em conseqiiéncia das deformagdes morfologicas e da
inani¢do, como no caso dos IBQ (Figura 2).

A inibicdo da alimenta¢do ocorreu principalmente pela deformagdo do
aparelho bucal, também observou-se que ninfas moribundas com aparelho bucal normal e as
que ficavam em posi¢ao decubito dorsal tinham dificuldade de locomocgao e para se alimentar.
Considerando o mecanismo de agdo dos IBQ, os resultados indicam que os efeitos n anatomia
comprometeram a locomog¢ao e alimentacdo das ninfas. O piriproxifem embora ndo tenha
danificado as pecas bucais, possivelmente provocou transtornos fisioldgicos internos,

retrasando a muda deixando as ninfas com a cuticula escura, locomogao lenta e reduzida.
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Figura2 -  Tempo letal total ¢ de inibi¢do da alimentagdo (médiatEPM) de ninfas de E.
heros tratados com inseticidas desreguladores de crescimento. Barras pretas
seguidas das mesmas letras maiusculas ndo diferem entre si. Barras cinzas
seguidas das mesmas letras mintisculas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05).
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Verificou-se que o tempo letal total e a alimentagdo diminuiram em fungao
do mecanismo de a¢do do inseticida e a concentracdo. Lufenurom e diflubenzuron
conseguiram matar e inibir a alimentacdo das ninfas em menor tempo em comparagdo ao
piriproxifem. As ninfas pararam de se alimentar entorno de 1 a 2 dias antes de morrer, fato de
importancia, pois param de danificar os graos rapidamente ¢ posteriormente morrem (Figura
2). A rapidez em conter os danos nos graos ¢ matar a praga ¢ fundamental para o sucesso do
produto no manejo de pragas, pois € necessario reduzir os danos e a populacdo da praga no
menor tempo possivel.

A constatacdo dos efeitos deletérios dos IDCs no aparelho bucal e na
anatomia das ninfas de E. heros é importante para sua aplicagdo no campo, pela baixa
toxicidade desses inseticidas para o homem, organismos benéficos e ao ambiente, assim como
a baixa probabilidade da praga adquirir resisténcia aos inseticidas testados. Novos estudos em
nivel de campo devem ser realizados para validar estes resultados, ja que em laboratorio ha
exposicao maxima dos insetos aos produtos € o confinamento pode causar estresse € outros

fatores que podem potenciar os efeitos dos inseticidas.
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Figura 3 - Aparelho bucal do percevejo marrom Euschistus heros. (A) normal; (B)
deformado por lufenurom; (C) labro normal; (D) labro deformado; (E) labio
normal sem separagdo dos estiletes ou do labio; (F) labio deformado com
separacao parcial dos estiletes mandibulares e do labio. Ib: labro; la: labio; es:
estiletes; md: mandibula. Microscopia eletronica de varredura.

5.6 CONCLUSOES

- Lufenurom e diflubenzurom, nas concentra¢des utilizadas provocaram deformagdes no
aparelho bucal, inibindo a alimentagdo, afetaram a metamorfose e consequentemente
provocaram mortalidade de ninfas de Euschistus heros.

- Pyriproxifem, nas concentragdes utilizadas, ndo provocou deformagdes no aparelho bucal e
ndo inibiu a alimentagdo, porém causou distirbios fisioldgicos responsaveis pela mortalidade
de ninfas de E. heros.

- Quanto maiores concentragdes de lufenurom, diflubenzurom e piriproxifem, maior é a
rapidez em inibir a alimentag¢ao e matar as ninfas de E. heros.
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6 ARTIGO D: PIRIPROXIFEM E DIFLUBENZUROM NA
REPRODUCAO DE NEZARA VIRIDULA (L.) [HEMIPTERA:
PENTATOMIDAE]

6.1 RESUMO

O percevejo Nezara viridula é uma praga importante em varias culturas e regidoes do mundo.
Neste estudo, avaliou-se o efeito do piriproxifem sobre a fecundidade e fertilidade de N.
viridula e o efeito do diflubenzurom na formagdo do aparelho reprodutor. Em laboratério
realizaram-se dois bioensaios. No primeiro, testou-se baixa concentracdo de piriproxifem
sobre casais adultos de N. viridula. Ap6s a copula, avaliou-se o nimero de ovos/fémea
(fecundidade) e numero de ninfas eclodidas (fertilidade). No segundo bioensaio, avaliou-se o
efeito do diflubenzurom na morfologia do aparelho reprodutor feminino e masculino de N.
viridula. Os resultados indicam que a reduc¢ao de 23,61% do nimero de ovos por fémea
provocada pelo piriproxifem, na concentracdo testada, ndo foi significativa em relagdo a
testemunha. No entanto, a fertilidade dos ovos diminuiu 52,39%, impedindo a eclosdo de
ninfas, provavelmente por afetar a formag¢ao do embrido. Entretanto, o diflubenzurom afetou o
desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos feminino ¢ masculino. Assim, tanto o piriproxifem
e diflubenzurom tém potencial de diminuir a progénie de N. viridula, podendo ser incluidos
em programas de manejo integrado de percevejos da soja.

Palavras-chave: Hemiptera, Desregulagdo Endocrina, Fecundidade, Fertilidade,
Aparelho reprodutor.
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6.2 ABSTRACT

The green stink bug Nezara viridula is an important pest in many crops and regions of the
world. In this study the effect of pyriproxyfen on fecundity and fertility of N. viridula and
effect of diflubenzuron in the reproductive system was evaluated. Two bioassays were
conducted in laboratory. In the first, low concentration of pyriproxyfen was tested on adult
pairs of N. viridula. After copulation, we assessed the number of eggs/female (fecundity) and
the number of hatched nymphs (fertility). In the second bioassay, we evaluated the effect of
diflubenzuron in the morphology of female and male reproductive system of N. viridula. The
results show that pyriproxyfen, at the tested concentration did not reduce significantly the
number of eggs/female (23.61%). However, a decreased of 52.39% in eggs fertility, was
observed preventing nymphs hatching probably due to the embryo malformation. However,
diflubenzuron affected female and male development and reproductive organs. Thus, both
pyriproxyfen and diflubenzuron have potential to decrease N. viridula progeny and can be
included in integrated management of soybean stink bugs.

Key words: Hemiptera, Endocrine disruptor, Fecundity, fertility, Reproductive organs.
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6.3 INTRODUCAO

O percevejo-verde Nezara viridula (L., 1758) (Hemiptera: Pentatomidae) ¢
uma praga cosmopolita, polifaga que ocasiona danos a varias espécies de plantas cultivadas
(KNIGHTA et al., 2007). No Brasil, é a espécie mais comum na regido Sul (SOSA-GOMEZ
et al., 2010). Junto com o percevejo-marrom-neotropical Euschistus heros (F., 1791)
(Hetmiptera: Pentatomidae) sdo as principais pragas sugadoras da soja, sendo esta ultima, a
espécie mais dificil de controlar devido a alta pressdo de selecdo exercida sobre suas
populagdes pelo uso indiscriminado, repetitivo de inseticidas sintéticos do mesmo grupo
quimico e falhas na aplicacao (SILVA et al., 2006., SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010).

Na cultura da soja, o principal problema ¢ o prejuizo ocasionado pelos
percevejos praga, para isso, ha a necessidade de desenvolver estratégias eficientes para
reduzir sua populagdo. A introducdo de cultivares que expressam toxinas Cry (soja Bt)
resistentes a alguns lepiddpteros pode contribuir para o manejo dessas pragas (PANIZZI,
2013). Contudo o complexo de percevejos ainda serd o principal alvo de controle e uma das
estratégias pode ser afetando sua reproducao.

Os estudos da formagdo e desenvolvimento do aparelho reprodutor de N.
viridula sdo fundamentais para o conhecimento do seu estado reprodutivo e a estimativa da
densidade populacional futura (ESQUIVEL, 2011). Assim, a diminui¢do da sua capacidade
reprodutiva deve ser explorada como alternativa de manejo de sua populagdo visando a
redu¢do dos danos ocasionados a soja.

N. viridula ¢ um inseto sinovigénico, as fémeas adultas dependem da
nutricdo para a producdo de ovos. Seu ovario e do tipo meroistico telotrofico, contendo 7
ovariolos por ovario. A vitelogénese e o desenvolvimento dos odcitos sdo independentes de
estimulos da copula, no entanto a auséncia de copula leva a reabsor¢ao dos odcitos (FORTES
et al, 2011). O sistema masculino maduro ¢ formado por um par de testiculos e vasos
deferentes alaranjados, vesicula seminal e glandulas acessorias mesodérmicas e ectodérmicas
(PENDERGRAST, 1956; ESQUIVEL, 2011).

Em Hemiptera-Heteroptera, a vitelogénese ¢ regulada pelo hormonio juvenil
(HJ) com discreta agao do ecdisteroides (DITTMANN; BICZKOWKI, 1995., DAVEY,
1997). O HJ regula a sintese de vitelogenina pelo tecido adiposo, assim como a absor¢do das
vitelogeninas disponiveis na hemolinfa pelo oo6cito em desenvolvimento (MARTINEZ;

GARCERA, 1987., HIRAI et al.,1998).
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Os inseticidas desreguladores de crescimento (IDCs) controlam os insetos
na fase jovem (CLOYD et al., 2004) e podem afetar diretamente a sobrevivéncia, longevidade
e atividade alimentar, e indiretamente, a fecundidade e fertilidade das diferentes espécies de
percevejos que ocorrem na cultura (ROGGIA et al., 2011).

Os IDCs possuem mecanismos de agdo especificos agindo no sistema
hormonal do inseto (DHADIALLA et al., 2005). Sao classificados em inibidores de
biossintese de quitina (IBQ) que agem na formagdo da cuticula e sustancias que interferem na
atividade hormonal dos insetos: hormdnios juvenis (JHs) e ecdisterdéides (TUNAZ; UYGUN
2004). Assim o principal sitio de acdo dos IDCs ¢ o sistema endocrino, causando mudangas
fisiologicas e bioquimicas nas vias metabodlicas (KIM; KIM, 2002; LEONARDI et al., 2001).

O piriproxifem ¢ um analogo ao HJ, atua por contato em insetos sugadores
e pode ter acdo translaminar principalmente sobre ovos e ninfas provocando distirbios
hormonais, provocando a morte ou malformagao de adultos. As fémeas contaminadas sofrem
redu¢do da fecundidade e fertilidade diminuindo a postura e colocando ovos inférteis.
Recomenda-se para o controle de formas jovens de mosca branca, tripes, cochonillas e alguns
lepidopteros (SUMITOMO CHEMICAL Ltda).

Os IDCs sdo geralmente de baixa toxicidade para mamiferos e o
piriproxifem primeiramente foi utilizado para o controle de pragas urbanas (MIYAMOTO et
al., 1993). O HIJ secretado pela corpora allata ¢ determinante na producdo de ovos (WANG;
DAVEY, 1993) e o piriproxifem ¢ um desregulador endocrino que pode competir pelo sitio de
ligacdo dos receptores do HJ (SULLIVAN; GOH, 2008), afetando a formagao dos ovos e o
desenvolvimento embrionario dos insetos.

O diflubenzurom ¢ um IDC que interfere na formagao da quitina, o principal
componente da cuticula dos insetos (CASTRO et al., 2012). Os IBQs como diflubenzurom e
lufenurom causam deformagdes morfologicas, mortalidade de ninfas, redugdo da fecundidade
e fertilidade das fémeas (CORREA-FERREIRA etal., 2010; ROGGIA et al., 2011).

Este estudo propde uma alternativa para reduzir a populagdo de N. viridula
afetando sua reproducdo utilizando IDCs. Assim o objetivo do trabalho foi verificar o efeito
do piriproxifem na fecundidade e fertilidade de N. viridula e o efeito do diflubenzurom na

malformagdo do aparelho reprodutor.
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6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Bioensaio um. Piriproxifem na Fecundidade e Fertilidade de N. viridula

Adultos de N. viridula provenientes de lavoura de soja cultivada na Fazenda
Escola da UEL (UEL, 23°20° de latitude Sul e 51°13” de longitude Oeste ) foram criados em
camara climatizada (25+1°C 70+5% UR e 14 h de fotofase), utilizando-se a segunda geragao
(F») para a realizagdo do bioensaio. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado com
dois tratamentos (tratado e ndo tratado) e dez repetigdes.

O produto utilizado foi o piriproxifem: 4-fenoxyphenyl (RS)-2-(2-
pyridyloxy) propyl ether (piriproxyfen) xileno, com o nome comercial Tiger 100 CE na
concentragcdo equivalente a 200 mL do produto comercial em 100L de 4gua. A concentragdo
foi escolhida com base em experimentos anteriores, determinando-se uma concentracao sub-
letal de forma a ndao ocasionar alta mortalidade das ninfas e que permita aos insetos atingir a
fase adulta e assim, verificar os efeitos sobre sua progénie.

Sessenta ninfas de 4° instar foram selecionadas aleatoriamente da criacao,
trinta delas foram tratadas com 2 mL da solugdo contendo piriproxifem e trinta insetos
receberam 2 mL de 4gua destilada (testemunha) utilizando torre de Potter (10 Ib.pol®). A
aplicacdo foi realizada sobre seis grupos de dez ninfas em placas de Petri contendo alimento.
Como alimento foram oferecidos vagens verdes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) (Fabaceae),
amendoim (Arachis hypogaea L.) (Fabaceae), frutos de ligustro (Ligustrum lucidum L.)
(Oleaceae) e agua através de algodao umedecido, trocando-se a cada 3 dias. Posteriormente
foram acondicionados em caixas plasticas de poliestireno cristal transparente “tipo Gerbox” e
mantidas em camara climatizada (25+1°C 70+5% UR e 14 h de fotofase), até atingir a fase
adulta.

Dos adultos sobreviventes, que entraram em contato com o produto na fase
ninfal, foram separados vinte insetos, (dez fémeas e dez machos), separados por sexo
formando-se dez casais, cada casal foi individualizado em caixas “tipo Gerbox” contendo
alimento e agua idéntico ao oferecido as ninfas, para permitir a copula ¢ a avaliagdo da
fecundidade (ovos/fémea) e fertilidade dos ovos (ninfas eclodidas). Também, formaram-se
dez casais que receberam apenas agua destilada (testemunha). Os insetos foram mantidos em
camara climatizada (25+1°C 65+£5% UR e 14 h de fotéfase) para permitir a oviposi¢ao.

Uma vez iniciada a primeira postura, a massa de ovos foi recolhida e

colocadas em placa de Petri forrada com papel filtro umedecido e mantida em camara
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climatizada, nas mesmas condigOes descritas anteriormente. Os dados de fecundidade e
fertilidade dos ovos foram submetidos a analise de varidncia, transformados em raiz de
x+1por falta de homocedasticidade e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de

Tukey (p [110,05).

6.4.2 Bioensaio dois. Diflubenzurom no aparelho reprodutor de N. viridula

O produto utilizado foi o diflubenzurom: (1-(4-chlorophenyl)-3-(2,6-
difluorobenzoyl) urea), (Dimilim 80WG) em solugdo em agua de 10 mL/100L, uma
concentragcdo sub-letal, determinada em estudos preliminares, que permita a maioria dos
insetos atingirem a fase adulta, e dessa forma verificar os efeitos sobre o aparelho reprodutor.

Selecionaram-se aleatoriamente sessenta ninfas de 5° instar da criagdo, das
quais trinta ninfas receberam a aplicagdo de 2 mL da calda inseticida e as trinta ninfas
receberam apenas agua destilada (2 mL) correspondente a testemunha. As aplicagdes foram
realizadas sobre grupos de dez ninfas em placa de Petri. Logo foram transferidas para caixas
tipo Gerbox e mantidas em camara climatizada (25+1°C 65+5% UR e 14 h de fotofase) até
atingir a fase adulta.

Dos individuos tratados com diflubenzurom que sobreviveram e atingiram a
fase adulta, selecionaram-se dez casais (dez fémeas e dez machos) os quais foram
individualizados em caixas tipo Gerbox contendo alimento idéntico ao descrito no bioensaio
um, mantidas em camara climatizada para permitir a cdpula, caso que 6rgaos reprodutivos
tivessem sido formados. Da mesma forma, dez casais de percevejos tratados com agua
destilada foram individualizados para comparacdo com os casais que entraram em contato
com o produto.

Os casais tratados com diflubenzurom que ndo copulavam e posteriormente
morriam foram dissecados em solucdo salina 5% e comparados com os insetos da testemunha
da mesma idade examinando-se a morfologia geral do aparelho reprodutor feminino e
masculino sob microscopio esteroscopio, realizando fotografias com camera SONY CYBER-
SHOT 14.1 pixels.

O experimento constou de dois tratamentos, casais tratados com
diflubenzurom e agua destilada (testemunha), sendo que cada tratamento foi constituido de
dez repeti¢des (casais). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, os dados

de formacdo do aparelho reprodutor feminino e masculino de N. viridula foram submetidos a
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analise de variancia, transformados em raiz de x+1, pela auséncia de normalidade e as médias

dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Bioensaio um. Piriproxifem na fecundidade e fertilidade de ovos de N. viridula

A aplicagdo de piriproxifem na concentragdo testada ndo reduziu
significativamente a fecundidade de N. viridula, porém houve 23,61% de diminui¢do no
numero médio de ovos/fémea. No tratamento testemunha o nimero médio de ovos por fémea
foi de 48,7 e no tratamento piripoxifen foi de 37,2 ovos/féma. Assumindo um efeito dose-
dependente, ndo se pode descartar a hipdtese de que o aumento da concentragdo do inseticida
diminuira a fecundidade das fémeas de N. viridula. Por exemplo, Liu et al. (2012) observaram
que o piriproxifem, em altas concentracdes, reduziu significantemente a oviposi¢do da mosca
do estabulo Stomoxys calcitrans (Linnaeus. 1758) (Diptera: Muscidae).

Também, observou-se que a aplicacdo de piriproxifem sobre ninfas e
adultos da cochonilha pinta-vermelha dos citros Aonidiella aurantii (Hemiptera: Diaspididac)
reduziu sua fecundidade com o aumento da concentragdo do produto e pela diminuicdo da
sobrevivéncia das fémeas ao invés da propria esterilidade ocasionada pelo piriproxifem (RILL
et al., 2007).Verificou-se que 20% das fémeas adultas que entraram em contato com
piriproxifem nao ovipositaram e morreram. As demais fémeas ovipositaram em pequenas
quantidades distribuidas de forma isolada. Ao comparar com a testemunha observou-se que o
padrdao de postura diferiu do normal que comumente ocorre em placas hexagonais (Figura
1B). Alguns ovos ficaram vazios, aparentemente sem embrido, sugerindo que o piriproxifem
também possa ter inibido a sua formagao.

Outros estudos também mostram que dependendo da concentragao,
momento de aplicacdo e da espécie do inseto, o piriproxifem pode ter uma acdo diferenciada.
Por exemplo, incrementar a biomassa e produgdo de casulos de Bombyx mori nao
influenciando na oviposicao e viabilidade de ovos (MIRANDA et. al., 2002). J& quando
aplicado sobre a praga dos cereais Eurygaster integriceps (Hemiptera: Scutelleridae) induziu
o fim da diapausa e inicio da oviposi¢do, no entanto, o nimero de ovos, porcentagem de
eclosdo e a vitelogénese foram afetados (AMIRI et al., 2012).

Ao se avaliar a fertilidade das fémeas de N. viridula reduziu ocorreu uma

reducdo de 52,39% pelo piriproxifem. As fémeas ndo tratadas apresentaram uma média de
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46,0 ninfas eclodidas por fémea e as tratadas 21,9 ninfas/fémea. Esse resultado indica que o
piriproxifem pode ter agido durante a vitelogénese, afetando a formagao do ovo e do embrido,
talvez por sua capacidade de reduzir lipideos e proteinas dos ovarios em crescimento e a
oogénese como verificado por Ghasemi et. al. (2010) estudando o efeito fisiologico e
bioquimico do piriproxifem sobre Plodia interpunctella (Hubner, 1813) (Lepidoptera:
Pyralidae).

Os resultados obtidos estdo de acordo com os verificados por Liu et al.,
2012, indicando que o piriproxifem pode inibir a embriogénese na fase inicial do
desenvolvimento do embrido levando a uma diminui¢do na producdo de ovos e mortalidade
do embrido apos a oviposicao. Também, houve embrides mortos no interior dos ovos € ovos
vazios, sugerindo que pode ocorrer malformagdo do embrido impedindo a emergéncia das
ninfas ou auséncia de embrides (Figura 3E).

Observou-se que as ninfas eclodidas dos ovos provenientes de fémeas
tratadas com o piriproxifem, ndo conseguiram passar para o 2° instar. Provavelmente, o
produto foi transferido via ovario, das fémeas ao embrido, afetando seu desenvolvimento no
interior do ovo. Em estudo similar, fémeas adultas de mosca branca Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidade) tratadas com piriproxifem ndo foram afetadas, no entanto, seus
ovos foram inviaveis e a emergéncia das ninfas foi totalmente suprimida, indicando a

transferéncia transovariana do produto das fémeas ao ovo (ISAAYA; HOROWITZ, 1995).
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Figural-  Nezara viridula (A) adultos; (B) postura normal (testemunha); (C) ninfas vivas recém eclodidas e agregadas (testemunha); (D);
ninfas normais de 4° e 5° instar (E) posturas fora do padrdo e ninfas deformadas pelo piriproxifem (F) ninfas deformadas mortas
pelo piriproxifem. Microscopio esteroscopio




85

6.5.2 Bioensaio dois. Diflubenzurom no Aparelho Reprodutor de N. viridula

Os resultados indicam que o diflubenzurom afetou a formagao, crescimento
e desenvolvimento do aparelho reprodutor feminino e masculino e causou malformacdo de
suas principais estruturas (Figura 3). Aproximadamente 50% dos orgdos reprodutivos das
fémeas tratadas com o diflubenzurom foram afetados, 30% foram anormais, com ovarios,
espermateca, glandulas acessorias e oviduto deformados, pouco desenvolvidos e aspecto
diluido e 20% tiveram auséncia de alguns componentes do aparelho reprodutor (Figura 3).

Nos 6rgaos reprodutivos masculinos, o diflubenzurom também provocou
alteragdes estruturais e apenas 20% apresentaram aparelho reprodutor normal. Verificou-se
que 40% dos machos que entraram em contato com o diflubenzurom tiveram testiculos, vasos
deferentes, vesicula seminal e duto ejaculatério pouco desenvolvido ou atrofiado. Também
houve ruptura das paredes dos testiculos, vasos deferentes e glandulas acessorias e 40%
tiveram auséncia de alguns componentes do sistema reprodutor masculino (Figura 3).

Os dutos dos 6rgaos reprodutivos sdo de origem ectodérmica revestidos de
cuticula, que formam a vagina na fémea e o canal ejaculador no macho (GALLO et al., 2002).
O principal componente da cuticula ¢ a quitina, formado por polimeros de N-
acetilglucosamina, que serve como polissacarideo esquelético da cuticula (VAN LEEUWEN
et al., 2012). Também a cuticula ¢ essencial na oogénese, fecundidade e eclosdo de ovos
(MANSUR et al., 2010). O diflubenzurom, por seu lado, interfere na formacao da quitina na
cuticula dos insetos (CASTRO et al., 2012). Inibe a sintese de quitina, resultando em
deposicdo anormal da cuticula, morte e aborto. Também tem atividade ovicida reduzindo a
reproducdo (MOMMAERTS et al., 2006).

Possivelmente o diflubenzurom aplicado sobre as formas jovens de N.
viridula, impediu o desenvolvimento normal da maioria dos orgdos reprodutivos femininos
(50%) e masculinos (80%). Assim, a deposi¢do de cuticula responsavel pelo revestimento e
sustentacdo dos dutos do sistema reprodutivo durante sua formagdo, foi afetada pelo
diflubenzurom, resultando em degeneracdes morfoldgicas, estruturas desintegradas e auséncia
de alguns componentes (Figura 3).

Em trabalho semelhante, Ghazawy (2012) aplicou lufenurom, produto de
acdo similar ao diflubenzurom, sobre ninfas de 5° instar de Schistocerca gregaria Foskal 1775
(Orthoptera: Acrididae) e verificou fraca deposi¢do de gemas nos o6citos com muitos
vacuolos estendidos dentro deles; camadas de células epiteliais foliculares pequenas ou

desintegradas com septos frouxamente organizados perdendo sua forma compacta; citoplasma
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da célula folicular ndo homogéneo, lise celular; mitocondrias desintegradas com perda da
conformagdo ou auséncia de cristas. Nos machos, observou perda e desorganizagdo de
espermatocitos, perda de tecido testicular, aparelho de golgi e citoplasma desintegrados com
organelas anormais e dispersos, os tecidos sem consisténcia e células degeneradas ou
totalmente destruidas.

Mansur et al. (2010) detectaram a presenga de quitina nos ovarios e
demonstraram que a injecdo de doses de lufenurom na cavidade metatoraxica das fémeas de
Rhodnius prolixus Stal, 1859 (Hemiptera: Reduviidae) reduziu entre 30 e 50% a oviposicao,
indicando que a quitina esta envolvida no processo de ovogénese. Também, Tail et al. (2010)
verificaram que a aplica¢do de diflubenzurom sobre S. gregaria perturbou o crescimento e
desenvolvimento dos odcitos, reduziu o numero de oocitos nos ovarios, a espessura do
epitélio folicular e comprimento dos foliculos basais durante a maturagdo, sugerindo que a
diminui¢ao da fecundidade deveu-se a influéncia do diflubenzurom em processos bioquimicos

da vitelogénese.
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Aparelho reprodutor Nezara viridula (A) masculino normal T= testiculos, Vd= vaso deferente, Pg= pigodforo; (B); (C); (D);
deformado pelo diflubenzurom (E) feminino normal Ft= filamento terminal, Ov= ovarios, O6= Odcitos corionados, Es=
espermateca, Gn= gonoforo, Ca= calice, Ga= glandula acessoria (F) auséncia de espermateca pelo diflubenzurom (G) ovariolos
desintegrados (H) auséncia de componentes, Espermateca atrofiada. Microscopio esteroscopio
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6.6 CONCLUSOES

- O piriproxifem, na concentracdo utilizada reduziu a fertilidade de Nezara viridula e
diminuiu a porcentagem de ninfas eclodidas.

- Diflubenzurom, na concentracao utilizada afetou a formagao e desenvolvimento do aparelho
reprodutor feminino e masculino de Nezara viridula
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7 CONCLUSOES GERAIS

- Lufenurom e diflubenzurom foram eficiéntes no controle de ninfas de Euschistus heros e N.

viridula ja piriproxifem e metoxifenosida foram menos eficientes, em laboratorio.

- O aumento das concentragdes dos inseticidas desreguladores de crescimento aumenta a

mortalidade de ninfas de E. heros e N. viridula e diminuem o tempo letal.

- Plantas de soja infestadas com E. heros e N. viridula pulverizadas com lufenurom e
diflubenzurom produziram sementes vidveis com poucas puncturas, alta porcentagem de
germinagdo e nimero de plantulas normais, resultando em alta produgdo de graos e sementes

de qualidade.

- Lufenurom e diflubenzurom, nas concentragdes utilizadas provocaram deformagdes no
aparelho bucal, inibindo a alimentagdo, afetaram a metamorfose e consequentemente

provocaram mortalidade de ninfas de Euschistus heros.

- Pyriproxifem, nas concentracdes utilizadas, ndo provocou deformagdes no aparelho bucal e
ndo inibiu a alimentagdo, porém causou distirbios fisioldgicos responsaveis pela mortalidade

de ninfas de E. heros.

- Pyriproxifem, na concentragdo utilizada reduziu a fertilidade de ovos de Nezara viridula

diminuindo a porcentagem de ninfas eclodidas.

- Diflubenzurom, na concentracao utilizada afetou a formagao e desenvolvimento do aparelho

reprodutor feminino e masculino de Nezara viridula
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ANEXO A

Figura 14 - Ciclo bioldgico, ovo-adulto e durag¢do dos diferentes instares de Euschistus heros.
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Costa et al., 1998; Fortes et al., 2006; Sosa Gémez et al., 2010.



100

ANEXO B

Figura 13 - Ciclo biologico, ovo-adulto e duragdo dos diferentes instars de Nezara viridula.
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