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RESUMO

BORGES, JESSICA SANTANA

Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde GO, abril de 2019.
Suscetibilidade de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) a inseticidas
utilizados na cultura da soja

Orientadora: Agna Rita dos Santos Rodrigues

Orientador; Althieris de Souza Saraiva

O controle quimico tem sido o método de controle de artropodes-praga mais utilizado na
cultura da soja. Dentre as pragas que acometem esta cultura, destaca-se Euchistus heros
(Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae), popularmente conhecido por percevejo marrom.
Esta espécie ¢ responsavel por perdas econdmicas elevadas, pelo seu habito alimentar,
atrelado a dificuldade de controle. Atualmente, para controle de E. heros em soja, ha
registros de 47 formulagdes compostas por 15 ingredientes ativos de trés grupos
quimicos. Destas formulacdes, 40% sdo a base de ingrediente ativo acefato. O niimero
reduzido de ingredientes ativos, com mesmo modo de agdo, dificulta o0 manejo da praga
executado pelos produtores de soja. De fato, os produtores tendem a aplicagdes mais
frequentes ou aumento de dosagens, e consequentemente, selecionam populagdes
resistentes aos inseticidas. Surtos populacionais frequentes de E. heros nas culturas de
soja tém sido registrados, principalmente nas regides centro-oeste e sudeste do Brasil.
Ainda, ha poucos estudos acerca da suscetibilidade de E. heros a inseticidas. Desta forma,

objetivou-se gerar informacdes sobre resisténcia de FE. heros aos inseticidas



recomendados para a cultura de soja no Brasil, contribuindo para o desenvolvimento do
manejo de pragas da soja. Inicialmente, foram coletadas oito populagdes de E. heros em
plantios de soja e cedidas pelo Laboratério de Entomologia da Embrapa Arroz e Feijao.
Trés populagdes estabelecidas no Laboratorio de Entomologia do IF Goiano — Campus
Rio Verde foram utilizadas nos bioensaios e ensaios in vitro: Eh-1, Eh-2 ¢ Eh-3. Para
avaliar a dosagem utilizada em campo de inseticidas, adultos de E. heros foram expostos
as concentracdes em ingrediente ativo de nove formulagdes dos inseticidas 0.56; 0,3;
0,45; 0,6; 0,38; 3,6; 3,4; 0,4; ¢ 7,5 gi.a. / L de Connect®, Engeo Pleno ™ S, Fastac® Duo,
Galil® SC, Hero®, Klorpan 480 EC, Perito® 970 SG, Sperto, Sumithion® 500 EC,
respectivamente. Além disso, os pardmetros das curvas de concentracdo-mortalidade
foram estimados para as populacdes e formulagdes. O envolvimento do metabolismo foi
inferido pela aplicacdo prévia do sinergista S, S, S-tributilfosforotritioato (DEF)
anteriormente a exposicdo de adultos com a dosagem recomendada. A atividade
enzimatica de carboxilesterase do tipo B e glutationa-S-transferase foi avaliada para as
populagdes de E. heros. Pelos resultados, houve diferenca estatistica entre as populagdes
de E. heros e inseticidas avaliados. A formulagido Sumithion® 500 EC e Klorpan 480 EC
causaram 100% de mortalidade para todas as populagdes de E. heros. As formulagdes
Hero® e Fastac® Duo provocaram mortalidade reduzida para a populacdo Eh-1 apos 96h
de exposi¢do, com médias de 28,9 e 41,1%, respectivamente. Para as populagdes Eh-2 e
Eh-6, a formulagio Galil® SC provocou mortalidade inferior a esperada (menor que 80%),
quando utilizada a dosagem recomendada. A suscetibilidade das populagdes de E. heros
foi variavel para as formulagdes de inseticidas testadas. De fato, a formulagdo Sperto foi
mais toxica para todas as populagdes de E. heros. Também, foi observado que a aplicacao
prévia do sinergista DEF incrementou a mortalidade de E. heros provocada pelas
formula¢des contendo misturas de inseticidas. Além disso, nao houve diferenca
significativa entre as populacdes de E. heros quando avaliadas as atividades enzimaticas
de carboxilesterase do tipo B e glutationa-S-transferase. Desta forma, falhas futuras de
controle podem ser observadas quando utilizadas as formula¢des Connect®, Hero®,
Fastac® Duo e Galil® SC, visto que as CLgos estimadas para as popula¢des estio proximas
das dosagens recomendadas destes produtos. Adicionalmente, indica-se parcimdnia no
uso destas formulacdes a fim de evitar/reduzir a evolugdo de resisténcia a estes

inseticidas.

Palavras-chave: percevejo marrom, atividade enzimatica e resisténcia a inseticidas



ABSTRACT

BORGES, JESSICA SANTANA

Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde GO, abril de 2019.
Suscetibilidade de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) a inseticidas
utilizados na cultura da soja

Orientadora: Agna Rita dos Santos Rodrigues

Orientador: Althieris de Souza Saraiva

Chemical control has been the most commonly used arthropod-pest control method in
soybean crops. Among the pests that affect this crop, we highlight the Euchistus heros
(Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae), popularly known as brown stinkbug. This species
is responsible for high economic losses, due to its food habit linked to the difficulty of
control. Currently, in order to control E. heros in soybean crops, there are records of 47
formulations composed of 15 active ingredients from three chemical groups. From these
formulations, 40% are based on the active ingredient acephate. The reduced number of
active ingredients, with the same action mode, turn difficult the pest management
executed by the soybean farmers. In fact, farmers frequently use more applications or
increase dosages, and consequently, generate populations resistant to insecticides.
Frequent population outbreaks of E. heros in soybean crops have been reported, mainly
in the Central-West and Southeast regions of Brazil. Still, there are few studies about the
E. heros susceptibility to insecticides. In this way, the objective was to generate
knowledge about E. heros resistance to the insecticides recommended for soybean crop
in Brazil, contributing to the development of soybean pest management. Initially, eight

E. heros populations were collected in soybean plantations and one from the Entomology



Laboratory of Embrapa Arroz e Feijado. Three populations from the IF Goiano
Entomology Laboratory - Campus Rio Verde were used in vivo bioassays and in vitro
assays: Eh-1, Eh-2 and Eh-3. To evaluate the recommended insecticides dosage, E. heros
adults were exposed to the active ingredient concentrations of nine formulations: 0.56;
0.3; 0.45; 0.6; 0.38; 3.6; 3,4; 0.4; and 7.5 g a.i. / L of the Connect®, Engeo Pleno ™ S,
Fastac® Duo, Galil® SC, Hero®, Klorpan 480 EC, Perito® 970 SG, Sperto, Sumithion®
500 EC, respectively. In addition, parameters of concentration-mortality curves were
estimated for populations and formulations. The metabolism involvement was inferred
by application of the S, S, S-tributylphosphorotrithioate (DEF) synergist prior to exposure
the adults to the recommended dosage. The enzymatic activity of carboxylesterase type
B and glutathione-S-transferase were evaluated for E. heros populations. Based on the
results, there was a statistical difference between the E. heros populations, exposure time
and insecticides. The Sumithion® 500 EC formulation caused 100% mortality for all E.
heros populations. The Hero® and Fastac® Duo formulations caused reduced mortality
for the Eh-1 population after 96h of exposure, with averages of 28.9 and 41.1%,
respectively. For the Eh-2 and Eh-6 populations, the Galil® SC formulation caused
mortality lower than expected (lower than 80%) when the recommended dosage was
used. The E. heros populations susceptibility varied for the insecticide formulations
tested. In fact, the formulation Sperto was more toxic for all E. heros populations. Also,
it was observed that previous application of the synergist DEF increased the E. heros
mortality caused by formulations containing mixtures of insecticides. In addition, there
was no significant difference between the E. heros populations when evaluating the
enzymatic activities of carboxylesterase type B and glutathione-S-transferase. Thus,
future control failures can be observed when using Connect®, Hero®, Fastac® Duo and
Galil® SC formulations, since the CL80s estimated for the populations are close to the
recommended dosages of these products. In addition, parsimony in the use of these
formulations is indicated in order to avoid / reduce the resistance evolution to these

insecticides.

Key words: brown stinkbug, enzymatic activity and insecticides resistance.



1. INTRODUCAO

A soja, Glycine max (L.) Merrill, ¢ a cultura primaria oleaginosa mais consumida
no mundo (Wilcox 2004). Atualmente, o Brasil ¢ o segundo maior produtor e primeiro
exportador de soja mundial. A 4rea semeada com soja corresponde a aproximadamente
57,2% da area ocupada com plantio de graos (Conab 2019). Para o ano agricola
2018/2019, a producao estimada da safra brasileira de soja ¢ 115,3 milhdes de toneladas.
Isto representa crescimento de 1,8% em area plantada e redugdo de 3,3% da producao de
soja em relacdo a safra de 2017/2018, respectivamente (Conab 2019). Para 2020, a
perspectiva € que o Brasil seja isoladamente o maior produtor mundial dessa commodity
(Vencato et al 2010).

No Brasil, a Regido Centro-Oeste tem destaque por contribuir com 44,9% da
area plantada de soja (Conab 2019). O estado de Goids esta ranqueado em quarto lugar
em area plantada e produ¢do, com aproximadamente 3,5 milhdes de hectares e 11 milhdes
de toneladas, respectivamente (Conab 2019). Ainda, o municipio de Rio Verde participa
em 10% da producdo de soja do estado e em 25% do sudoeste goiano (IBGE 2019).

A cultura da soja enfrenta diversos problemas fitossanitarios (Juhasz et al 2013),
com destaque para os insetos-praga, que podem causar injurias substanciais e,
consequente perda de producdo. Percevejos pertencentes a familia Pentatomidae sdo
considerados um dos grupos de pragas com destaque na cultura da soja (Turnipseed &
Kogan, 1976, Panizzi & Slansky 1985). Isto porque esta cultura ¢ hospedeira primaria

deste grupo de insetos, sendo as plantas utilizadas como fonte de alimento e abrigo.



Do complexo de pentatomideos com ocorréncia confirmada na cultura da soja
no Brasil, trés sdo economicamente importantes: Euschistus heros (Fabricius), Nezara
viridula (L.) e Piezodorus guildinii (Westwood) (Panizzi & Slansky 1985). Em conjunto,
estes insetos podem provocar perdas significativas através da reducao da produtividade
(vagens abortadas), da qualidade (menor tamanho e peso de semente) e da germinagdo e
vigor da semente (Hoffmann-Campo et a/ 2000).

Euschistus heros, popularmente conhecido como percevejo marrom, € nativo da
regido Neotropical e tem ocorréncia em varias regides do Brasil (Silva ef al/ 2014). Esta
espécie pode causar danos na soja desde a formacao das vagens até o final do periodo de
enchimento dos graos (Hoffmann-Campo et al 2000). As injurias as plantas de soja s@o
causadas principalmente por ninfas de terceiro a quinto instares e por adultos de E. heros.
As injurias sao resultantes da introducao do aparelho bucal dos insetos nas estruturas
vegetativas e reprodutivas da planta (Cobben 1978). Segundo Hoffmann-Campo et al
(2000), os graos de soja que sdo atacados pelos percevejos tendem a ser menores,
enrugados, chochos e mais escuros. De modo geral, ocorre ma-formagao do grao e das
vagens e, como consequéncia, retencdo das folhas, que ndo amadurecem na €poca da
colheita.

A dispersdo de percevejos para soja, saindo da diapausa ou de hospedeiros
alternativos, aumenta as populagdes deste inseto durante a fase reprodutiva desta cultura
de forma progressiva (Corréa-Ferreira & Panizzi 1999). A ocorréncia de elevadas
populacdes de E. heros em determinadas fases da cultura e a reduzida divulgacio de
informagdo sobre técnicas de manejo desta espécie geram problemas para controle
populacional dos percevejos.

O controle de E. heros tem sido realizado principalmente por meio da aplicagao
de inseticidas sintéticos (Groli et al 2016). Para controle de E. heros na cultura da soja,
sdo registrados para 47 formulagdes simples ou misturas (Agrofit 2019). De fato, todos
os produtos recomendados para controle do percevejo marrom s3o neurotoxicos: 1)
organofosforados (inibem a enzima acetilcolinesterase) (Fukuto 1990); ii) piretroides
(moduladores de canais de s6dio) (Casida 1980); e iii) neonicotinoides (agonistas dos
receptores nicotinicos da acetilcolina) (Tomizawa & Casida 2005). Destes, 14
formulagdes sdo misturas de organofosforados com piretroides, e de piretroides com
neonicotinoides (Agrofit 2019). Adicionalmente, 19 formulacdes registradas utilizam o
mesmo ingrediente ativo, o organofosforado acefato. Atualmente, o langcamento de novas

moléculas inseticidas € esperado, estando em fase de estudos e/ou em fase de registro.



Falhas no controle de pragas em razao do mau uso de inseticidas (por exemplo,
aumento na dosagem e frequéncia de aplicacdo) podem gerar populacdes resistentes
(Georghiou et al 1977) e, consequentemente, a perda de uma ou mais moléculas
inseticidas que tém um alto custo para sua descoberta e seu desenvolvimento (Sparks
2013). Assim, a utilizagdo de controle quimico deve ser atrelada com outras praticas do
manejo integrado de pragas e manejo de resisténcia a inseticidas.

A investigacao da suscetibilidade de E. heros a inseticidas e do mecanismo de
resisténcia deve ser conduzida em razao das escassas informagdes da tolerancia
diferencial das populagdes brasileiras desta espécie. Isto porque as caracteristicas
bioecoldgicas (dispersdo e polifagia) desta espécie permitem que populacdes sejam
selecionadas para resisténcia apos exposigdes sucessivas aos inseticidas. Além disso, a
sucessao de plantios agricolas em Goids pode favorecer a selecdo de populagdes
resistentes, visto que os mesmos produtos sdo utilizados para o controle de E. heros ou
de outros percevejos-praga. Assim, a comparagdo entre os produtos disponiveis e
populagdes de E. heros possibilita que o produtor escolha dentre as moléculas oferecidas
no mercado que possibilitem controle da praga e reduza a chances de perdas de producao
pela sobrevivéncia diferencial de percevejos a um determinado produto, que causard

injurias nas plantas e gastos com produtos que ndo sdo eficazes no controle de pragas.

1.1. A cultura da soja

A soja ¢ considerada a principal cultura oleaginosa, sendo a mais produzida e
mais consumida no mundo (Wilcox 2004). A soja ¢ oriunda do continente asiatico, no
Centro Sul da China (Hymowitz & Shurtleff, 2005), e foi introduzida no Brasil no ano de
1882 no estado da Bahia. Em 1914, foi registrado o primeiro cultivo comercial de soja no
Brasil. Contudo, foi somente a partir do final da década de 40 que a cultura da soja
demonstrou maior importancia econdmica no pais (Dall’agnon 2016).

Na safra de 2017/2018, a area plantada e produgcdo mundial de soja
corresponderam a 124,5 milhdes de hectares e 336,6 milhdes de toneladas,
respectivamente (Amazonas 2019). Para a safra 2018/2019, o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) estimou que a producdo mundial de soja
alcangara cerca de 369,3 milhdes de toneladas, o que representa crescimento de 9,7%

quando comparado a safra anterior (Conab 2018).



Atualmente, a soja corresponde 53,9% do total de graos produzidos no Brasil.
Na safra 2017/2018, a cultura ocupou uma area plantada de 35,1 milhdes de hectares,
totalizando aproximadamente 119 milhdes de toneladas do grao (Amazonas 2019).
Consequentemente, o Brasil ¢ considerado o segundo maior produtor e primeiro em
exportagdo mundial deste grao (Conab 2018).

Para a safra 2018/2019, a estimativa brasileira ¢ aumento em area plantada e
reducdo de produgdo de soja em 1,9 e 3,3%, respectivamente (Conab 2019). No Brasil, a
regido Centro-Oeste destaca-se com 16 milhdes de hectares semeados com esta cultura.
Dentre os estados brasileiros, Goids esta classificado em quarto lugar em area plantada e
producdo, correspondendo a aproximadamente 3,5 milhdes de hectares e 11 milhdes de
toneladas, respectivamente (Conab 2019). Adicionalmente, o municipio de Rio Verde,
localizado na regido sudoeste do estado de Goids, colabora com aproximadamente 10%
da produgdo de soja do estado (IBGE 2019).

A planta de soja e seus derivados, oriundos do processamento da industria,
podem ser utilizados para adubagdo verde, alimentagdo humana, nutricdo animal, uso
industrial, dentre outros (Markley 1951). A soja é uma planta herbacea, com porte ereto,
que pertence a familia Fabaceae. As caracteristicas morfofisiologicas da soja sao diversas
e dependentes da cultivar utilizada. Em geral, as variedades brasileiras possuem ciclo
anual variando entre 95 e 115 dias conforme as regides, (Penariol 2000) crescimento
determinado ou indeterminado; e altura de 45 a 120 centimetros (Miranda et al 1998).

A exemplo de outras culturas, a produtividade da soja ¢ determinada pela planta,
pelas condi¢des ambientais e pelo manejo executado (Pereira et a/ 2011). Assim, cuidados
e técnicas sdo necessarios em todas etapas da produgdo. Isto porque diversos fatores
podem contribuir para redugdo da produtividade da cultura da soja, tais como a qualidade
da semente utilizada, o arranjo populacional, a concorréncia de plantas daninhas, a
ocorréncia de patogenos (fungos e nematoides), a reducdo da fertilidade do solo, a
infestacdo por artropodes-praga, dentre outros (Ritchie ef al 1994).

De fato, a soja € acometida por artropodes-praga desde a germinacao da semente
até o armazenamento. Dentre as principais pragas das raizes e dos nodulos da soja,
espécies rizofagas e com habito subterraneo, podemos citar o complexo dos cords da
familia Scarabeidae e percevejo castanho da familia Cydnidae (Oliveira et al 2012).
Coleodpteros e lepidopteros atacam plantulas, hastes e peciolos da soja, com destaque para
as espécies Sternechus subsignatus Boheman (Curculionidae) e Elasmopalpus lignosellus

Zeller (Pyralidae) (Hoffmann-Campo et al 2012). O ataque foliar é causado por lagartas



(os noctuideos: Chrysodeixis includens, Anticarsia gemnatalis e Spodopotera spp.),
vaquinhas, mosca-branca e &caros, sendo responsaveis por reduzir a capacidade
fotossintética através das injarias produzidas (Moscardi et a/ 2012). J4 o ataque nas
vagens e graos ¢ provocado por percevejos pertencentes a familia Pentatomidae (em
especial, E. heros, N. viridula e P. guildinii), pelo complexo de lagartas (os noctuideos:
Chloridea virescens, Helicoverpa spp. e Spodopotera spp.) e pelo coledptero
Rhyssomatus subtilis Fiedler (Curculionidae) (Panizzi et al 2012). A reducao da qualidade
de graos e sementes na armazenagem tem sido produzida pela acdao de coledpteros e de
tracas, tais como Lasioderma serricorne (Fabricius) (Anobiidae), Oryzaephilus
surinamensis (L.) (Silvanidae) e Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Pyralidae) (Lorini
2012). Em Goias, as pragas que se destacam sao a Helicoverpa armigera, Bemisia tabaci,
Scaptocoris castinea, Sternechus subsignatus e Euschistus heros (Grigolli 2016,

Hoffmann-Campo et a/ 2000, Scopel et al 2016).

1.2. Inseto praga: Euschistus heros

Euschistus heros ¢ uma espécie nativa da regido Neotropical, pertencente a
familia Pentatomidae. As caracteristicas principais desta familia s3o presenca de antenas
com cinco segmentos, escutelo no formato triangular, com tamanho maior que 7 mm
(Panizzi et al 2000). Euschistus heros é conhecido por seu nome popular, percevejo
marrom. Representantes desta espécie preferem as regides mais quentes, distribuindo-se
desde o Centro-Oeste do Brasil ao Norte do estado do Parana (Corréa-Ferreira & Panizzi
1999). Esta espécie tem habito gregario e ¢é considerada polifaga, podendo utilizar como
hospedeiros, além da soja, plantas de algoddo, mamona, amendoim-bravo, dentre outras
(Mcpherson & Mcpherson 2000b).

Durante seu desenvolvimento hemimetdbolo, o percevejo marrom passa por
cinco estadios ninfais (Figura 1). Os ovos sdo depositados principalmente nas folhas e
nas vagens da soja (Hoffmann-Campo et a/ 2000), em pequenas massas de seis a quinze
ovos, com coloragdo amarelada e quando perto de eclodir para se tornar ninfa apresenta
coloragio rosea (Avila et al 2014). As ninfas podem variar de cores entre amarronzada e
cinza (Sosa-Gomez et al 2014). Apds os cinco estadios de ninfas, torna-se adulto,
apresentando cor marrom escuro, com dois prolongamentos laterais de formato de

espinhos (Sosa-Gomez et al 2014, Hoffmann-Campo et al 2000).
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Figura 1: Ciclo de desenvolvimento de Euschistus heros e duracdo (em dias) das fases
de ovo, ninfa e adulto, quando submetidos a 25°C (Panizzi ef al 2012).

O percevejo marrom € o menor polifago dentre todos os percevejos que atacam
a soja (Hoffmann-Campo et al/ 2000). Individuos desta espécie t€ém o habito de se
alimentar em graos, afetando a qualidade e o rendimento da soja (Corréa-Ferreira &
Panizzi 1999). Apds a colheita da soja, o percevejo marrom alimenta-se de algumas
plantas hospedeiras até completar sua quarta geragdo, e em seguida, entram em diapausa.
Neste periodo, o percevejo marrom sobrevive a partir das reservas de lipidios presentes
em seu corpo (Hoffmann-Campo et a/ 2000). Esse inseto praga comega a causar injirias
na soja a partir do terceiro instar (Corréa-Ferreira ef al 2013).

Adultos e ninfas de quinto instar sdo os estdgios de desenvolvimento que
provocam maiores injarias na soja (Mcpherson & Mcpherson, 2000a), apresentando
preferéncia de alimentacdo durante o estagio reprodutivo (particularmente, durante a
produgdo de vagens e enchimento de graos) (Mcpherson & Mcpherson, 2000b). As
injarias sdo produzidas pela introdug¢do do seu aparelho bucal na planta. Desta forma,
danificam os tecidos vegetais e tornam as sementes enrugadas, chochas e escuras,
causando perda de rendimento, (cerca de 30% do peso dos graos) e redugdo da qualidade

(50% do poder germinativo), além de sugar o percevejo marrom liberam toxinas,
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causando deformagdes as plantas (Panizzi & Slansky JR 1985, Mondstock & Thomas
2005, Sosa-Gomez et al 2014, Corréa-Ferreira & Sosa-Goémez 2017). Segundo Corréa-
Ferreira (2005), apos a alimentacdo do percevejo, as sementes passam a possuir maior
teor de proteinas e consequentemente menor teor de lipidios. Além disso, o ataque do
percevejo marrom pode impedir a planta de terminar seu ciclo, pois retarda a sua
maturacao e causa diminuigao foliar (Corso 1990).

O aumento da densidade populacional de percevejos nos plantios de soja tem
gerado preocupacgdo em profissionais e produtores. Surtos populacionais de E. heros t€m
sido registrados em diversos estados brasileiros (principalmente, no Sudeste e Centro-
Oeste do Pais). De modo geral, a falta de informacao acerca dos possiveis danos que esta
espécie pode gerar leva a utilizacdo inadequada de inseticidas sintéticos para o seu
controle. De fato, a cultura da soja ¢ um dos maiores mercados de defensivos agricolas,
tendo em vista os diversos problemas fitossanitarios acometem esta cultura nos diferentes

estagios fenologicos da planta.

1.3. Inseticidas sintéticos para controle de pragas

Apesar dos diferentes métodos de controle disponiveis, o uso de inseticidas
sintéticos para controle de percevejos na cultura da soja tem sido uma constante quando
atingido o nivel de controle (Oliveira et al 1988). O controle de percevejos na cultura da
soja tem sido recomendado apenas quando amostrados dois percevejos por pano de
batida. Em casos de campo de produgdo de semente, a recomendagdo ¢ a partir de um
percevejo por pano de batida (Roggia ef a/ 2018).

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa), através do
Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (Agrofit), recomenda 47 formulagdes simples ou
misturas de ingredientes ativos de inseticidas para controle de percevejos na cultura da
soja (Agrofit 2019). As formulag¢des disponiveis apresentam amplo espectro de agdo e
atuam no sistema nervoso do inseto, sendo considerados produtos de choque. As
formulacdes sdo a base de trés grupos quimicos: organofosforados, piretroides e
neonicotinoides. Das formulacdes, 14 sao misturas, de piretroides com neonicotinoides e
piretroides com piretroides (Agrofit 2019).

Os inseticidas organofosforados sdo moléculas derivadas do é4cido fosforico.

Estes inseticidas sdo ésteres formados pela jungdao de uma molécula do acido fosforico e
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uma molécula de alcool. Os organofosforados sao inibidores enzimaticos irreversiveis,
causando envelhecimento da enzima acetilcolinesterase na sinapse (AChE - E.C. 3.1.1.7)
(Fukuto 1990). A acetilcolinesterase ¢ uma enzima do grupo das hidrolases, pertencentes
as esterases do tipo II, essencial ao funcionamento do sistema nervoso central de insetos
e mamiferos. Esta enzima ¢ responsavel pela clivagem do neurotransmissor colinérgico
acetilcolina, que ¢ caracterizado pelo seu efeito excitatorio (Pittman 1971). Com a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase por organofosforados, actmulo do
neurotransmissor ¢ gerado na sinapse, produzindo estimulo excessivo do neurdnio, com
consequente morte (Ecobichon 2001).

Os organofosforados sdo absorvidos por inalagdo, ingestdo e penetragdo pelo
tegumento. Estes inseticidas sdo conhecidos por seu amplo espectro de atividade e
reduzida seletividade a inimigos naturais e organismos benéficos. Agem por contato e
podem ser utilizados como inseticidas sistémicos. Atualmente, estdo disponiveis cerca de
90 moléculas para o controle de pragas agricolas (Sparks & Nauen 2015). No Brasil esse
numero ¢ bem reduzido, com o Agrofit trazendo 16 moléculas de organofosforados. Para
controle do percevejo marrom na cultura da soja, destaca-se o acefato, molécula presente
em 40,4% das formulagdes recomendadas no Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios
(Agrofit 2019).

Os inseticidas piretroides integram a primeira geracao de compostos organicos
sintéticos. Os piretroides sdo ésteres que foram obtidos por modificagdes estruturais das
piretrinas extraidas das flores do piretro, Chrysanthemum cinerariaefolium Vis.
(Asteraceae) (Elliott 1976). Os piretroides sdo moléculas altamente lipofilicas que sdo
utilizadas como inseticidas de contato para controle de diversos artropodes-pragas
(acaros, lepidopteros, percevejos, etc) em diferentes culturas agricolas no Brasil.

Os piretroides atuam como moduladores de canais de sddio (Casida 1980), que
estdo presentes em proteinas transmembranas nas células eletricamente excitaveis (Dong
2007). Os piretroides sdo classificados em dois tipos, de acordo com os sintomas
apresentados pelos insetos expostos e presenga/auséncia de grupo ciano na molécula. Os
piretroides tipo I provocam a sindrome do tremor e ndo apresentam cianeto na molécula,
enquanto que os piretroides tipo II produzem salivagdo e coreatetose como sintomas, e
sua molécula possui o grupo ciano que aumenta a toxicidade deste grupo.

Os inseticidas neonicotinoides sd3o um grupo de inseticidas derivados da
nicotina, que se diferem por conter uma amina basica ionizavel ou uma substituinte imina

(Lloyd & Williams 2000). Os neonicotinoides sdo pouco efetivos para controle de
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lagartas, por ter baixa eficiéncia por contato. Os neonicotinoides apresentam reduzido
coeficiente de parti¢do, uma menor lipofilicidade fato que permite o uso como inseticida
sistémico nas plantas. Os neonicotinoides sdo rapidamente absorvidos pelas plantas e
atuam no controle de pragas sugadoras de seiva, tais como percevejos, pulgdes,
cigarrinhas e mosca-branca em diferentes culturas agricolas Atualmente, a importancia
deste grupo de inseticida esta associada ao controle de pragas que nao sdo alvo de plantas
geneticamente modificadas (Tomizawa & Casida 2005, Pedroso et a/ 2012) e a sua
utilizacdo como tratamento de sementes no plantio direto (Maienfisch et al 1999).

Os neonicotinoides atuam como agonistas dos receptores nicotinicos da
acetilcolina (Tomizawa & Casida 2005). Ao se ligarem no receptor, os neonicotinoides
provocam estimulo excitatdrio semelhante ao neurotransmissor acetilcolina no neurdnio.
Contudo, o inseticida ndo ¢ clivado pela enzima acetilcolinesterase, permanecendo ligado
ao receptor. Atualmente, tem sido questionado o efeito toxico de neonicotinoides em
polinizadores, mas os problemas podem ser minimizados ou evitados através de
tratamento de sementes em detrimento de pulverizagdes (Tomlin 2003), alguns lugares
tém se evitado o uso destes produtos durante o periodo de floracao (Amaro & Godinho
2012).

Os inseticidas organofosforados, piretroides e neonicotinoides sdo os mais
vendidos no mundo. Com somente oito moléculas disponiveis, os neonicotinoides de
destacam como primeiro colocado em venda no mundo, seguido dos piretroides e
organofosforados (Spark & Nauen 2015). Em compara¢do com os organofosforados, os
neonicotinoides e piretroides sdo mais seletivos e com menor impacto ao ambiente e

mamiferos (Tomizawa & Casida 2005).

1.4. Resisténcia a inseticidas

Com o uso intensivo de agrotoxicos sintéticos, populagdes de insetos vém sendo
expostos e selecionados a diferentes produtos usados, reduzindo a probabilidade de
obtencdo de uma populacdo suscetivel em campo (Metcalf 1980). Atualmente, cerca de
600 espécies de artropodes (incluindo insetos e dcaros) foram registradas como resistente
a pelo menos uma molécula inseticida, e mais de 300 moléculas de inseticidas para os
quais uma ou mais espécies mostraram resisténcia (Whalon et al 2019).

Resisténcia pode ser entendida como um processo micro evolucionario, onde a

alteracdo genética resultante da pressdao de selecdo pelo uso de agrotdxicos produz
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populacdes de artropodes com diferente e dificil modo de manejo (Whalon & Ghaghey,
1998). Fatores biologicos, genéticos e ecoldgicos contribuem para o surgimento de
insetos resistentes (Georghiou & Taylor 1986). Consequentemente, provocam aumento
da dose e frequéncia de aplicagdes e substitui¢do por produtos mais toxicos (Georghiou
1986).

A reducdo da penetracdo de inseticidas, a insensibilidade de sitio-alvo, as
respostas comportamentais € a destoxificacdo metabolica sdo os quatro mecanismos de
resisténcia de artropodes aos inseticidas (Georghiou & Taylor, 1986). A reducao da
penetragdo de inseticidas ¢ resultante da interacdo entre propriedades fisico-quimica da
molécula do inseticida (Brooks 1976) e da cuticula do artropode (Vinson & Law 1971).
Ja a insensibilidade de sitio-alvo acontece quando da alteragdo na sua conformagao
molecular. As mais conhecidas modificacdes na sensibilidade de sitio-alvo sdo a
acetilcolinesterase alterada (que confere resisténcia a organofosforados e carbamatos) e a
resisténcia de Knockdown (kdr) (que confere resisténcia a DDT e analogos, piretrinas e
piretroides).

As respostas comportamentais (repeléncia, irritabilidade, xenofobia ou exofilia)
visam reduzir a exposicdo do artrépode ao produto, ndo produzindo efeito deletério
(Georghiou 1972). J& a transformagdo de compostos toxicos em substincias mais
hidrofilicas e menos toxicas ¢ resultante de reagdes enzimaticas, oriundas da
destoxificacdo metabolica (Price 1991). As principais enzimas destoxificativas
envolvidas com a resisténcia sdo: oxidases de funcao mista (P-450), esterases e glutationa
s-transferases (Sodelund & Bloomquist 1990).

A P-450 atua principalmente na regulacao, degradacao de compostos como os
hidrocarbonetos, alguns horménios e feromonios. As esterases sdo capazes de hidrolisar
ligacdes de ésteres. A enzima glutationa s-transferase catalisam a conjugacao de uma
variedade de moléculas organicas enddgenas e exdgenas com o substrato endogeno

(glutationa reduzida) (Scott 1999, Sodelund & Bloomquist 1990, Oppennorth et al 1972).

1.5. Percevejo marrom e resisténcia a inseticidas

A cultura da soja ¢ um dos maiores mercados de defensivos agricolas e a falta
de informacao acerca dos possiveis danos que o percevejo marrom pode gerar a utilizagao
inadequada de inseticidas sintéticos altamente téxicos para o seu controle (Corréa-
Ferreira et al 2010). Ensaios de campo tém sido conduzidos para verificar a eficacia de

formulacdes de inseticidas recomendados para controle de E. heros na cultura da soja. Os
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ensaios foram conduzidos para controle preventivo, através de tratamento de sementes
(Ribeiro et al 2017) e ensaios de campo com avaliacdo de populagdo antes e depois da
aplicacdo de inseticidas (Ramiro et a/ 2005, Ribeiro et al 2016, Roggia et al 2018).

Até o presente momento, ndao ha casos registrados de resisténcia a inseticida para
E. heros (Whalon et al 2019). Informacdes sobre a tolerancia diferencial das populagdes
brasileiras de E. heros sdo escassas. Estudos recentes tém demonstrado variacdo na
resposta para populacdes de E. heros, variando de indicacdao de suscetibilidade (Sosa-
Gomez & Silva 2010, Pitta et al 2018) ou provaveis falhas de controle quando utilizados
inseticidas (Tuelher et a/ 2018). Dificuldades de controle de populagdes do percevejo
marrom em S3o Paulo e Parand com aplicagdes de organofosforados e endosulfan ja
foram indicadas (Sosa-Goémez et al 2001, Sosa-Gomez et al 2009). Recentemente, foi
relatado possivel inicio de resisténcia a formulacdo imidacloprido em populagdes
coletadas no estado de Goids (Tuelher ef a/ 2018) e indicagdo de selecdo de populagdo de
E. heros para resisténcia com custo adaptativo associado (Castelhanos et al 2019).

As caracteristicas biologicas e ecologicas de E. heros (polifagia e capacidade de
dispersdo) permitem que populacdes sejam selecionadas para resisténcia apds exposicoes
sucessivas aos inseticidas. Além disso, a sucessdo de culturas em Goids contribui para a
selecdo de populacdes resistentes, pois os mesmos produtos sdo utilizados para o seu
controle ou de outros percevejos-pragas.

A partir de bioensaios de suscetibilidade, as razdes de resisténcia entre
populacdes e concentragdes diagndsticas podem ser estimadas e validadas para deteccao
de resisténcia em E. heros. Apds a detec¢do, a investigacdo do mecanismo conferindo
resisténcia ¢ crucial para mitigar os problemas decorrentes da resisténcia (perda de
produtos, substituicao por produtos com maior custo ao produtor, efeitos letais e subletais
em organismos nao alvo e impacto ao meio ambiente) (Whalon et al 2008).

Ensaios enzimaticos permitem indicar preliminarmente o envolvimento do
metabolismo como fator gerador de resisténcia (Scott 1991). Assim, os estudos de
mecanismo de resisténcia permitem que as moléculas inseticidas sejam escolhidas para
controle de uma determinada espécie praga, neste caso E. heros, dentre aquelas que nao
produzam resisténcia cruzada ou multipla (Metcalf 1955).

Por fim, a deteccdo de resisténcia permite ao produtor escolher dentre as
moléculas oferecidas no mercado que possibilitem controle da praga e reduza a chances

de perdas de producdo pela sobrevivéncia diferencial de percevejos a um determinado
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produto, que causard injurias nas plantas e gastos com produtos que nio sdo eficazes no

controle de pragas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
- Gerar informacdes sobre resisténcia de E. heros aos inseticidas recomendados para a cultura

de soja no Brasil, contribuindo para o desenvolvimento do manejo de pragas da soja.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a resposta de adultos de E. heros a dosagem recomendada de inseticidas registrados
na soja;

- Estimar os pardmetros das curvas de concentragdo-mortalidade para as populacdes E. heros;
- Comparar a suscetibilidade de populacdes de E. heros aos inseticidas;

- Investigar preliminarmente o envolvimento de metabolismo na sobrevivéncia diferencial de
E. heros as formulagdes contendo piretroides através de inibidores metabodlicos;

- Quantificar a atividade enzimatica em populagdes de E. heros e correlaciond-la com a

suscetibilidade aos inseticidas.
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3. CAPITULOI
SUSCETIBILIDADE DE Euschistus heros  HEMIPTERA:
PENTATOMIDAE) A INSETICIDAS UTILIZADOS NA CULTURA
DA SOJA

(Normas de acordo com a revista Neotropical Entomology)

Resumo: Euschistus heros (Fabricius), conhecido como percevejo marrom, é considerado a

praga chave da cultura da soja [Glycine max L. (Merrill)]. Inseticidas sintéticos sao utilizados
para seu controle, entretanto o uso incorreto tem selecionado populagdes resistentes. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade de diferentes populacdes de E. heros aos inseticidas,
ainda o envolvimento do metabolismo na sobrevivéncia diferencial entre populagdes. Para os
bioensaios e ensaios in vitro, foram utilizados adultos das populagdes de E. heros: Eh-1, Eh-2
e Eh-6. Nos bioensaios de dosagem recomendada e curva utilizou-se produtos indicados e
registrado no MAPA para o controle desta praga, sendo eles: Connect®, Engeo Pleno™ S,
Fastac® Duo, Galil® SC, Hero®, Klorpan 480 EC, Perito® 970 SG, Sperto e Sumithion® 500

EC. Nos bioensaios com sinergista S, S, S-tributilfosforotritioato (DEF), avaliaram-se os
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produtos que continham em sua mistura piretroides: Connect®, Engeo Pleno™ S, Fastac® Duo,
Galil® SC, Hero® e Sperto. Foram determinadas a atividade das enzimas carboxilesterase do
tipo B e a glutationa-S-transferase das populacdes. Pelos resultados, variagdo de resposta as
formulacdes entre as populacdes foi observada. As formulagdes Hero® e Fastac® Duo
provocaram mortalidade reduzida para as populagdes Eh-1 e Galil® SC para as Eh-2 e Eh-6 na
dosagem recomendada, as CLgos foram similares. Com o DEF a porcentagem de mortalidade
foi incrementada para Connect®, Fastac® Duo e Hero®. As atividades enzimaticas nio foram
influenciadas pelas populacdes. Desta forma, falhas futuras podem ocorrer a estes produtos.
Observou-se tolerancia diferencial entre as populagdes aos inseticidas, entretanto ndo foi

possivel indicar como resisténcia.

Palavras-chave: percevejo marrom, metabolismo, resisténcia.

Abstract: Euschistus heros (Fabricius), known as a brown stinkbug, is considered the key

pest of soybean crop [ Glycine max L. (Merrill)]. Synthetic insecticides are used for pest control,
however the misuse has selected resistant populations. The objective of this work was to
evaluate the susceptibility of different E. heros populations to insecticides, as well as the
metabolism involvement in different survival among populations. For bioassays and in vitro
assays, adults of E. heros populations were used named as Eh-1, Eh-2, and Eh-6. In the
recommended dosage and curve bioassays, the indicated and registered products in MAPA were
used to control this pest: Connect®, Engeo Pleno ™ S, Fastac® Duo, Galil® SC, Hero®, Klorpan
480 EC, Perito® 970 SG, Sperto, and Sumithion® 500 EC. In the synergist bioassay, the
products that have pyrethroid in the formulation were evaluated with S, S, S-
tributylphosphorotriothioate (DEF): Connect®, Engeo Pleno ™ S, Fastac® Duo, Galil® SC,
Hero® and Sperto. In addition, the carboxylase type B enzymes and glutathione-S-transferase

activities from populations were determined. From the results, variation of response to
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formulations among populations was observed. The Hero® and Fastac® Duo formulations
caused reduced mortality for the Eh-1. The same was observed to Eh-2 and Eh-6 when Galil®
SC was applied. With DEF, the mortality rate was increased for Connect®, Fastac® Duo and
Hero®. The enzymatic activities were not influenced by populations. In this way, future failures
may occur to these products. Differential tolerance between populations was observed for

insecticides, but it was not possible to indicate resistance.

Key-words: brown stinkbug, metabolism, and insecticide resistance.
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3.1. INTRODUCAO

A soja, Glycine max L. (Merill), ¢ uma oleaginosa, pertencente a Familia Fabaceae.
Atualmente, a soja ¢ um dos principais produtos agricola e de maior relevancia no Brasil
(Ramiro ef al 2005), sendo utilizada para consumo humano, alimentacgao animal e em atividades
industriais. Segundo Amazonas (2019), o Brasil ¢ o segundo maior produtor e primeiro
exportador de soja no mundo, com producdo estimada em 120,1 milhdes de toneladas no ano
agricola 2018/2019.

Diversos problemas fitossanitarios podem acometer a cultura da soja reduzindo sua
produgdo, principalmente os provocados por artropodes-pragas: em especial, complexo de
lagartas, vaquinha, mosca-branca e percevejos fitofagos (Moreira & Aragao 2009). Dentre os
percevejos fitofagos que causam injurias na soja, o pentatomideo Euschistus heros (Fabricius),
conhecido vulgarmente por percevejo marrom, tem recebido destaque pela dificuldade de
controle e perdas provocadas aos agricultores (Ramiro et al 2005, Roggia et al 2018). Injurias
significativas na planta da soja sdo produzidas por adultos e ninfas a partir do terceiro instar
(Panizzi et al 2012). Para se alimentar, E. heros introduz o seu aparelho bucal nas vagens até
atingir o grdo, reduzindo sua qualidade por danificar os tecidos vegetais e tornar os graos
chochos e enrugados (Panizzi & Slansky Jr 1985, Panizzi 2000).

O controle populacional de E. heros na cultura da soja tem destoado do controle de
lagartas pela reduzida diversidade de taticas eficazes no manejo integrado de pragas. Para
controle de lagartas, ¢ possivel empregar plantas geneticamente modificadas (plantas Bt),
controle comportamental (em especial, feromdnios para monitoramento) € controle bioldgico
aplicado (através de microrganismos entomopatogénicos) (Roggia et al 2018). De fato, o
controle de E. heros tem sido prioritariamente realizado através de aplicagdao de inseticidas
sintéticos. Os produtos formulados registrados para controle de E. heros sdo misturas ou

formulacao simples. O controle de E. heros conta com 47 formulagdes, contendo 15
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ingredientes ativos, distribuidos entre organofosforados, piretroides e neonicotinoides (Brasil
2019). Estes inseticidas sdo neurotoxicos, atuando na transmissao sinaptica e axonica (Sparks
& Nauen 2015).

Fatores operacionais, tais como o aumento de dosagem e frequéncia de aplicagdo,
podem selecionar populacdes resistentes (Georghiou et al 1977), e consequentemente, perda de
uma ou mais moléculas inseticidas que tém alto custo para descoberta e desenvolvimento
(Sparks 2013). Atualmente, existe a expectativa de langamento de novas moléculas inseticidas,
porém este ¢ um processo que depende de registro no MAPA. Para controle de E. heros na
cultura da soja, 19 produtos registrados tem o mesmo ingrediente ativo na sua formulagao, o
organofosforado acefato, correspondendo 40,4% das formulagdes recomendadas_(Brasil 2019).
Além disso, o esquema de sucessdo de culturas no Brasil aliado as caracteristicas bioecologicas
de E. heros, tais como a polifagia e alta capacidade de dispersdo, permitem a selecdo de
populacdes para resisténcia, visto que os mesmos produtos sio utilizados para o seu controle
ou de outros percevejos-praga.

Até o presente momento, ndo ha registros de resisténcia a inseticida para E. heros
(Whalon et al 2019). Informacdes sobre a tolerancia diferencial das populagdes brasileiras de
E. heros sdo escassas (Sosa-Gomes et al 2001, Sosa-Gomes et al 2009, Pitta et al 2018,
Castellanos et al 2019). A avaliacdo da resposta de E. heros a inseticidas t€ém sido
frequentemente associados a ensaios de campo, conduzidos para verificar a eficacia de
formulagdes (Ramiro et al 2005, Ribeiro et al 2016, Roggia et al 2018). Fato que fomenta a
avaliacdo da suscetibilidade e do papel do metabolismo destoxificativo como fator para resposta
diferencial entre populagdes de E. heros. O envolvimento do metabolismo pode ser indicado
pelo uso de sinergistas (Scott 1991). Dentre eles, o S, S, S-tribultiltrifosforotritioato (DEF) ¢
reconhecido inibidor de carboxilesterase do tipo B, que destoxificam piretroides, presente na

maioria das misturas de inseticidas. Assim, o presente estudo objetivou avaliar a suscetibilidade
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de populagoes de E. heros aos inseticidas recomendados e indicar preliminarmente o
envolvimento do metabolismo como fator para a sobrevivéncia diferencial de percevejo apods a

exposicdo aos produtos.

3.2. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios de dosagem recomendada e de suscetibilidade, a avaliagao prévia da
destoxificacdo metabolica de inseticidas, bem como os ensaios in vitro de atividade enzimatica
foram conduzidos no Laboratorio de Entomologia do Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde, Rio Verde — GO. Ja a quantificacdo de proteinas totais foi conduzida no Laboratério de
Ecofisiologia Vegetal do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, Rio Verde — GO.
3.2.1. Inseticidas e reagentes utilizados. Para os bioensaios de dosagem recomendada e de
suscetibilidade, foram utilizadas nove formulagdes comerciais de inseticidas adquiridas em
mercado especializado, sendo seis misturas e trés formulagdes simples (Tabela 1). Os
ingredientes ativos foram escolhidos de acordo com a indicacdo dos produtores e profissionais
das areas de coleta de populacdes do percevejo marrom. Os produtos utilizados estdo
registrados no Ministério da Agricultura para o controle de E. /eros na cultura da soja no Brasil
(Brasil 2019). A excecdo ¢ a formulacao Klorpan 480 EC, que apresenta ingrediente ativo
Clorpirifés, que ¢ usado para controle de E. heros. Os reagentes e solventes utilizados nos
ensaios enzimaticos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EUA), e o kit de
analise de proteinas serd o da Pierce Chemical Co.

3.2.2. Coleta de insetos. Oito populagdes de percevejos E. heros foram coletadas em plantios
de soja convencionais ou transgénicos na safra 2017/18, nos meses de janeiro e fevereiro de
2018. Os plantios de soja pertenciam a associados da Cooperativa Agroindustrial dos
Produtores Rurais do Sudoeste Goiano (COMIGO) e a produtores independentes (Tabela 2).

As coletas foram realizadas manualmente e/ou com a utilizacdo de pano de batida entre as
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entrelinhas de soja (Figura 2). Na ocasido, foram coletados ovos, ninfas e adultos do percevejo
marrom. Os insetos coletados foram acondicionados em potes de plasticos, vedados com tecido
do tipo organza com auxilio de uma liga de eléstico (Figura 2).

Apos a coleta, os insetos foram levados para o Laboratorio de Entomologia do Instituto
Federal Goiano — Campus Rio Verde. Os adultos coletados tiveram o sexo determinado para
compor as gaiolas de cria¢ao, enquanto os ovos e as ninfas foram mantidos em caixas plasticas
de criagdo. A populacdo Eh-1 foi obtida através de doacdo do Laboratorio de Entomologia da
Embrapa Arroz e Feijdo, localizada no municipio de Santo Antonio de Goids — GO. Durante
todo o periodo, as populacdes coletadas permaneceram separadas de acordo com os locais de
coletas (Tabela 2).
3.2.3. Criacao dos insetos. As gaiolas de cria¢ao de adultos do percevejo marrom foram feitas
com potes plasticos de 7 L de capacidade, com tampa contendo um orificio central de 15 cm de
didmetro. Para fechar a gaiola e permitir a ventilagao no seu interior, foi utilizado tecido do tipo
organza (Figura 3A e 3B). Com auxilio de pedacos de arame, foram pendurados pedacos de
tecido organza, para aumentar a superficie de caminhamento e postura de ovos, € uma cesta
feita com tecido tule para acondicionar sementes [girassol (Helianthus annuus L.), soja (G.
max) e amendoim (Arachis hypogaea L.)]. Além de sementes, foram utilizados quiabos
[Abelmoschus esculentus (L.) Moench] para alimentagdo do percevejo marrom. O fornecimento
de agua foi realizado com a utilizagdo de tampas de garrafa pet de 20 mL, contendo um chumago
de algodao hidrofilico umidificado com agua destilada (Figura 3C). As posturas foram
coletadas duas vezes por semana, sendo mantidas em placas de Petri de plastico, forrada com
um papel toalha (Figura 3D).

Para criacdo das ninfas, foram utilizadas caixas plasticas retangulares de 6,5 L de
capacidade, com tampa contendo um orificio que foi fechado com tecido organza (Figura 4A e

4B). Anteriormente a eclosao, as placas contendo os ovos foram dispostas nas caixas plasticas
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com fundo recoberto com papel toalha, contendo quiabos (Figura 4C). Até atingir o terceiro
instar ninfal, a manuteng¢do da criagdo foi feita através da troca e reposi¢@o de quiabos. A partir
deste instar, foram adicionados pequeno chumaco de algoddo hidrofilico em tampa de garrafa
pet contendo 4gua destilada e uma placa de Petri de 6,0 cm de diametro contendo as sementes
as mesmas utilizadas nos adultos (= 40 g de cada tipo) (Figura 4D).

Para higienizacdo, a troca das caixas, gaiolas e sementes foi feita uma vez por semana.
Para evitar a fuga de ninfas e adultos, foi utilizada solug@o de teflon disperso em agua na
bordadura de caixas e gaiolas de criacdo (politetrafluoretileno a 60%, Sigma-Aldrich). A
quantidade de quiabos fornecida foi dependente da densidade populacional nas caixas e idade
dos insetos. Todas as populagdes foram mantidas numa sala de criacdo com temperatura,
umidade relativa e luminosidade controlada (25 + 2°C, 60 = 10% e 14 horas de fotofase,
respectivamente).
3.2.4. Bioensaios com dosagem recomendada de inseticidas formulados. Os bioensaios
foram realizados com adultos com 10 a 15 dias de idade, de trés das nove populagdes coletadas
de E. heros (Eh-1, Eh-2 e Eh-6), visto que as demais populagdes ndo se estabeleceram
adequadamente em condi¢des de laboratdrio. Para cada populagdo avaliada, foram utilizadas
nove formula¢des comerciais de inseticida: Connect®, Engeo Pleno™ S, Fastac® Duo, Galil®
SC, Hero®, Klorpan 480 EC, Perito® 970 SG, Sperto, Sumithion® 500 EC, cujas dosagens
recomendadas para a cultura da soja no Brasil constam na tabela 1. Os bioensaios foram
conduzidos conforme o método 028 do Comité de Agao a Resisténcia a Inseticidas (IRAC)
(https://www.irac-online.org/methods/euschistus-heros-adults/). As concentracoes de cada
inseticida foram baseadas em quantidade de ingrediente ativo, considerando o volume de calda
de aplicacao de 100 a 500 L, conforme inseticida avaliado (Tabela 1).

Inicialmente, vagens de feijao (Phaseolus vulgaris L.) foram mantidas por 15 min em

agua contendo 1% de hipoclorito de sddio, e posteriormente, foram lavadas em agua corrente.
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Para obter a calda dos inseticidas, foi utilizada solu¢ao de dgua destilada + Tween 80 a 0,01%.
Para submergir as vagens, foi utilizado 800 mL de volume de calda num béquer de 2 L de
capacidade. As concentragdes utilizadas corresponderam a 0,56; 0,3; 0,45; 0,6; 0,38; 3,6; 3.4;
0,4; ¢ 7,5g de i.a./L dos inseticidas Connect®, Engeo Pleno™ S, Fastac® Duo, Galil® SC, Hero,
Klorpan 480 EC, Perito® 970 SG, Sperto, Sumithion® 500 EC, respectivamente.

Ap0s o preparo da calda, as vagens foram transferidas para o béquer e submersas por
10 segundos, sendo colocadas para secar o excesso de umidade num isopor forrado com papel
filtro por aproximadamente 20 minutos. Apos secas, cada vagem tratada foi cortada em dois
pedacos, sendo estes acondicionados em placa de Petri de 10 x1,5 cm, forrada por um papel
filtro e contendo 10 percevejos em cada. Para o grupo controle, os insetos foram expostos a
vagens tratadas somente com uma solucao de 4gua destilada + Tween 80 (0,01%). Para o grupo
controle, inseticida e populagdo, foram conduzidas 10 repeti¢cdes, que foram compostas por 10
placas de Petri contendo 10 insetos em cada, totalizando 100 insetos avaliados. As placas de
Petri contendo os adultos de E. heros foram mantidas em sala climatizada com temperatura de
25 £+ 1°C e fotofase de 14h. As avaliagcdes de mortalidade foram feitas apds 96h de exposicao.
Desta forma, foram considerados mortos os percevejos que aos serem tocados com um pincel
de cerdas ndo retornavam para sua posi¢ao normal, com o ventre voltado para baixo.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com arranjo fatorial duplo (trés
populagdes e sete Inseticidas). Conforme as formula¢des Sumithion® 500 EC e Klorpan 480
EC resultou 100% de mortalidade de adultos de E. heros, estes tratamentos nao foram incluidos
na analise. Contudo, os resultados foram apresentados como valores absolutos nos resultados e
discussoes. Os dados de mortalidade foram corrigidos em razao da mortalidade no grupo
controle (Abbott 1925). Apds serem submetidos ao teste de homocedasticidade (Bartlett) e
normalidade (Kolmogorov-Smirnov) utilizando o proc Univariate do SAS, os dados foram

transformados em arco seno da raiz quadrada da proporg¢ao e submetidos a analise de variancia
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(PROC GLM). As médias de mortalidade foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Todas as anélises foram realizadas utilizando o software SAS® University
Edition — SAS Studio (Sas Institute 2015).

3.2.5. Bioensaios de suscetibilidade do percevejo marrom a inseticidas formulados. Foram
conduzidos bioensaios de curva de concentracdo-mortalidade para as trés populagdes (Eh-1,
Eh-2 e Eh-6) de E. heros e os nove inseticidas utilizados nos bioensaios de dosagem
recomendada. Para tanto, foram conduzidos testes preliminares a partir das dosagens
recomendadas, em dilui¢des seriais com fator de 10, a fim de determinar as concentragdes que
resultavam entre 0 a 100% de mortalidade. Foram utilizadas pelo menos cinco concentragdes
de cada inseticida, espagadas em fator de 2.

As caldas dos inseticidas (concentragdes) foram preparadas numa solug¢do de agua
destilada + Tween 80 a 0,01%. Os bioensaios foram realizados em duplicata com adultos com
10 a 15 dias de idade, utilizando no minimo 120 adultos expostos aos inseticidas. Os bioensaios
foram repetidos pelo menos duas vezes quando possivel. O modo de preparo das caldas de
inseticida, do tratamento das vagens e exposi¢do aos insetos, do grupo controle e as condigdes
de sala foram similares ao descrito no item anterior. J& a avaliagdo de mortalidade dos insetos
foi realizada apos 96h de exposi¢ao.

Para determinar a concentracdo letal (CLso), o nimero de individuos mortos e total foi
registrado para cada populacdo e inseticida estudado. Os dados foram analisados através da
analise de Probit (Finney 1971), utilizando o programa Polo PC (Leora Software 1987). Para o
calculo das razdes de resisténcia (RRso) em cada inseticida, foi considerada populagdo padrao
de suscetibilidade aquela que apresentou menor CLso. J4 a poténcia relativa (PRso) entre os
inseticidas foi estimada tendo como padrao o inseticida Sperto. As RRso ¢ PRso com seus

respectivos intervalos de confianca (ICose,) foram calculadas (Robertson & Priesler 1992),
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sendo as estimativas significativas, se o intervalo de confianca ndo incluir o valor 1,0
(Robertson et al 2007).

3.2.6. Avaliacao prévia da destoxificacido metabolica de inseticidas. A destoxificacdo de
inseticidas foi avaliada preliminarmente através da aplicagcdo prévia de sinergista (inibidor
metabolico) e exposicdo posterior vagens tratadas com inseticidas. O sinergista
organofosforado S, S, S-tributil-trifosforotritioato (DEF) em grau técnico, reconhecido inibidor
de carboxilesterase do tipo B, foi escolhido e diluido em acetona.

Inicialmente, foi conduzido teste preliminar com duas doses (10 e 50 g/L) com intuito
de determinar a dose do sinergista que ndo provocasse mortalidade de adultos. Assim, a dose
correspondente a 10 g/L de DEF foi indicada para os bioensaios. Para condug¢ao do bioensaios,
a aplicacdo do sinergista foi realizada utilizando uma seringa de Hamilton de 25uL, ao depositar
0,5uL da dose corresponde a 10 g/L, na parte ventral do abdome dos adultos de E. heros. Apos
o tratamento, os insetos foram mantidos em placas de Petri (10 x 1,5cm), forradas com papel
de filtro.

Por reconhecer o papel de carboxilesterase do tipo B na destoxificacdo de piretroides
e inibicdo deste grupo por organofosforado, somente as formulagdes contendo misturas de
inseticidas piretroides foram avaliadas: Connect®, Engeo Pleno™ §, Fastac® Duo, Galil® SC,
Hero® e Sperto. Além disso, somente a populacdo Eh-1 foi avaliada neste bioensaio, pelo fato
de ter produzido menor porcentagem de mortalidade com os produtos que tinham em sua
mistura piretroides.

As concentragdes dos inseticidas, o preparo das caldas dos inseticidas, o tratamento
das vagens e exposi¢ao aos insetos, a avaliagdo de mortalidade dos insetos e as condi¢des de
sala foram correspondentes aos descritos nos bioensaios de dosagem recomendada. Neste

bioensaio, foram utilizados dois grupos controle: 1) insetos expostos somente a vagens tratadas
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com uma solu¢do de 4gua destilada + Tween 80 a 0,01%; e ii) insetos expostos ao sinergista
diluido em acetona e vagens tratadas com uma solug@o de dgua destilada + Tween 80 a 0,01%.

Os dados de mortalidade apds 48 e 96h de exposi¢do aos inseticidas foram corrigidos

em razao da mortalidade no grupo controle (Abbott 1925). As repeti¢des variaram de 6 a 7, nos
tratamentos em que os insetos foram expostos ao sinergista previamente e 10 repeticdes nos
tratamentos sem exposi¢do. As médias de mortalidade de cada inseticida, dentro do periodo de
avaliacdo, foram comparadas pelo teste T (Proc ttest) ao nivel de 5% de probabilidade. Todas
as analises foram realizadas utilizando o software SAS® University Edition — SAS Studio (SAS
Institute 2015).
3.2.7. Extracdo das enzimas para ensaios in vitro. Para cada sistema enzimatico avaliado,
foram obtidas cinco amostras (repeti¢des), contendo cinco adultos de E. heros com 7 dias de
idade. Os insetos foram colocados em placas de Petri e levados para o freezer por
aproximadamente por 10 minutos. Posteriormente, as pernas, antenas e asas foram descartadas
com auxilio de uma tesoura tipo Iris, sendo a cabeca, torax e abdomen de cada inseto
transferidos para um tubo de vidro do tipo Potter-Elvehjem para serem homogeneizados com o
auxilio de um pistao de teflon (Figura 5).

Para a enzima carboxilesterases do tipo B, os percevejos foram homogeneizados
utilizando 1,0 mL de tampao fosfato de sodio (0,02M, pH 7,0) em gelo. Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram transferidas para tubos eppendorf® de 1,5 mL,
centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4°C. Para a enzima glutationa-S-transferase, foi
utilizado 1,0 mL de tampao de fosfato de sodio (0,1M, pH 7,5). Os demais procedimentos foram
similares ao descrito para carboxilesterases do tipo B, exceto na centrifugacdo que foi
conduzida a 15.000g por 15 min a 4°C. Para ambas enzimas, os sobrenadantes foram alicotados

e preservados a -20°C em até a determinacdo da atividade enzimatica. A determinacao das
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proteinas totais foi conduzida usando albumina de soro bovino (BSA), pelo método do acido
bicinconinico (Smith 1985).

3.2.8. Ensaios in vitro de carboxilesterase do tipo B e Glutationa-S-Transferase. A
quantificagdo da atividade da enzima carboxilesterase do tipo B foi conduzida conforme
metodologia modificada de Van Asperen (1962). Inicialmente, uma solu¢cdo do substrato -
naftil-acetato (250 mM) foi preparada em acetona. Neste experimento, foram utilizados 10 pL
de cada amostra na diluicao 1:100, 2 pL de 25 mM de B- naftil-acetato e 188 uL de tampao
fosfato de sodio (0,02M, pH 7,0) por pogo da placa de microtitulacdo. No branco da amostra,
foi pipetado 10 puL de tampa@o em substituicdo a amostra da enzima. A atividade da enzima
contida nas amostras foi analisada em triplicata. Posteriormente, as amostras foram incubadas
por 15 minutos a 30°C. Para paralisar a reagao, foi utilizado 33,2 pL. de FAST Blue B a 0,3%
em 3,5% de SDS. A absorbancia foi lida a 605 nm em leitora de microplaca (Polaris, Celer
Biotecnologia S/A). A atividade enzimatica por amostra foi calculada a partir da absorbancia
lida e dos coeficientes da equagdo da regressao linear estimada para o padrao - naftol.

Para determinar a atividade de conjugacdo da glutationa reduzida, a reacdo de
formacao de 2,4-dinitrofenil S-glutationa foi avaliada a partir do substrato CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno) (Habig ef al 1974). Assim, foram preparadas solugdes de CDNB (150 mM) em
alcool etilico e de glutationa reduzida (10 mM) em tampao fosfato de sodio (0,1M; pH 7,5). As
reacoes foram conduzidas utilizando 1.440 pL tampao fosfato de sédio (0,1M, pH 7,5), com
glutationa reduzida diluida (concentragao final de 5 mM), 50 uLL da amostra e 10 pL. de CDNB
(concentragao final de 1 mM). A formacao de 2,4-dinitrofenil S-glutationa foi analisada em
espectrofotometria a 340 nm. A reagdo foi lida por 5 min, durante o intervalo a cada 30s. Os
dados de absorbancia foram analisados em fun¢ao do tempo de reacao apos adicdo de CDNB.
A inclinagao da reta (absorbancia/min) foi transformada em unidade de concentracao utilizando

o coeficiente de extingao do CDNB (9,6 mM-1 .cm-1).
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Os dados de atividade das enzimas das populagdes de E. heros foram submetidos a
analise de variancia, usando o PROC GLM do SAS, apos ter sido testado para normalidade
(Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade da variancia (Bartlet), utilizando o proc Univariate
do SAS. Para atender aos principios da ANOVA, as médias da atividade de carboxilesterase do
tipo B foram transformadas em raiz quadrada (x + 1). As médias foram comparadas através do
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas utilizando o software

SAS® University Edition — SAS Studio (SAS Institute 2015).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Bioensaios com dosagem recomendada de inseticidas formulados. As formulagdes
Sumithion® 500 EC e Klorpan 480 EC provocaram 100% de mortalidade de adultos de E. heros
apods 96h de exposicao. Desta forma, considerando os demais inseticidas, houve diferenga entre
as populacdes de E. heros, inseticidas avaliados, bem como na intera¢do entre populacdo x
inseticidas (Tabela 3).

Independente das formulagdes dos inseticidas, a mortalidade observada para as
populacdes de E. heros variaram de 72,1 a 89,7% (Figura 6), com destaque para a populacao
Eh-2 que apresentou maior média de porcentagem de mortalidade dentre as populagdes
estudadas.

Para os inseticidas independente da populacao de E. heros, as mortalidades variaram
de 66,0 a 98,5%. As formulacdes Engeo Pleno™ S e Perito® 970 SG ndo diferiram entre si e
causaram maior mortalidade dentre os inseticidas avaliados. As formulagdes Galil® SC e Hero®
apresentaram mortalidade semelhantes, correspondendo a aproximadamente 60% (Figura 7).

Para as trés populagdes, houve diferenga entre as formulagdes de inseticidas testadas
[Eh-1 (Fe63 = 46,25; P < 0,0001); Eh-2 (Fe63= 17,84; P < 0,0001); Eh-6 (Fse3= 20,77; P <

0,0001. Para a populacdo Eh-1, as mortalidades variaram de 28,9 a 100%, sendo a formulagao
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Hero® menos toxica em comparagio as demais formulagdes. Para a populagio Eh-2, a variacio
de mortalidade foi de 64,4 a 100%, em que a formulagdo Galil® SC foi a menos téxica aos
adultos de E. heros. Ja as mortalidades registradas para a populagdo Eh-6 variaram de 52,7 a
100%. Para esta populagdo, destacam-se as formulagdes Galil® SC e Sperto com menores
médias de mortalidade (Tabela 4). Quando comparadas as populagdes para cada formulagao de
inseticida, foi observado que a formulacdo Perito® 970 SG nao diferiu entre as populacdes de
E. heros. Para as formula¢des Connect®, Engeo Pleno™ S, Fastac®Duo e Hero®, a mortalidade
foi inferior para a populagdo Eh-1. Ja para Galil® SC, a mortalidade foi menor para as
populacdes Eh-2 e Eh-6 que nio diferenciam entre si. Para a formulacdo Sperto, a populagao
Eh-6 apresentou menor mortalidade dentre as demais populagdes (Tabela 4).

3.3.2. Bioensaios de suscetibilidade do percevejo marrom a inseticidas formulados. Os
dados de mortalidade de todas as populacdes e inseticidas avaliados assumiram o modelo de
Probit (P > 0,05). Além disso, dentre as formula¢des estudadas, Sperto provocou maior
toxicidade para todas as populagdes avaliadas, sendo referéncia para calculo da PRso. Para a
populacao Eh-1, as CLso variaram de 0,003 a 1,024 g de i.a./L. Desta forma, foi verificado que
a formulacdo Sperto produziu maior toxicidade dentre os inseticidas avaliados, com exce¢ao
para a formulagio Galil® SC que ndo diferiu quanto a PRso (Tabela 5). Vale ressaltar que a
formulagdo Perito 970 SG foi 300,7 vezes menos toxico quando comparada com a formulacio
Sperto (Tabela 5).

Para populagdo Eh-2, as CLso variaram de 0,012 a 1,192 g de i.a./L. Quando
comparadas com as PRsos, somente a formulagdo Perito 970 SG diferiu estatisticamente da
formulacao Sperto (Tabela 6). Neste caso, a formulagdo Perito 970 SG foi 99,3 vezes menos
toxico quando comparada com a formulacao Sperto (Tabela 6). Para a populagao Eh-6, as CLso
variaram de 0,011 a 0,548 g de i.a./L. Quando comparadas com a formulagao Sperto, a

formulacao Perito 970 SG foi 47,1-vezes menos toxica, respectivamente (Tabela 7).
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Variacdes de resposta foram verificadas ao comparar o intervalo de confianga (ICos9)
das CLsos entre populacdes de E. heros. A populacio Eh-1 foi aproximadamente 4-vezes mais
suscetivel a formula¢do Sperto quando comparada com as populacdes Eh-2 ¢ Eh-6. Ja as
populacdes Eh-6 e Eh-2 foram mais suscetiveis para as formulagdes Connect®, Engeo Pleno "™
S e Hero®, diferindo estatisticamente da populagdo Eh-1. A formula¢io Galil® SC resultou em
toxicidade similar para as populacdes Eh-1 e Eh-6, com maior CLso estimada para a populacao
Eh-2. A suscetibilidade das populacdes foi similar quando expostas a formulacao Klorpan 480
EC e Fastac® Duo. A formulagdo Perito® 970 SG foi mais téxica para populagio Eh-6, diferindo
estatisticamente das populagdes Eh-1 e Eh-2. J4 a formulacdo Sumithion 500 EC foi mais toxica
para populacdo Eh-2, diferindo estatisticamente das popula¢des Eh-1 e Eh-6.

Quando analisadas as CLgos, observou-se uma variagao de resposta entre as formulagdes
de inseticidas e as trés populacdes de E. heros. Para a populacdo Eh-1, as CLgo estimadas para
as formulacdes Connect® Hero® e Fastac® Duo foram similares ou acima das doses
recomendadas. Para as popula¢des Eh-2 e Eh-6, as formulagdes Connect® e Hero® e somente
Connect® tiveram estimativas de CLgo proximas as doses recomendadas, respectivamente
(Figura 8).

3.3.3. Avaliacdo prévia da destoxificacio metabdlica de inseticidas. O tratamento prévio
com o DEF nio influenciou a resposta toxica das formulagdes Engeo Pleno™ S, Galil® SC e
Sperto aos adultos de E. heros apds 48 e 96h de exposicao aos produtos (Tabela 8). Entretanto,
as formulagdes Connect®, Fastac® Duo e Hero® tiveram incremento na mortalidade produzida
pela aplicagdo prévia de DEF nos adultos de E. heros (Tabela 8). Para as formulagdes citadas,
apos 48 e 96h de exposi¢ao, os incrementos na mortalidade corresponderam a 39,7; 813,2 e
237,8% e de 56,9; 143,3 e 246,0%, quando comparados com sem exposicdo ao DEEF,

respectivamente. Apos 96h de exposi¢ao, os incrementos na mortalidade corresponderam a
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65,3; 143,3 e 246,0%, quando comparados com sem exposicdo ao DEF, respectivamente
(Tabela 8).

3.3.4. Ensaios in vitro de carboxilesterase do tipo B e Glutationa-S-Transferase. As
atividades de carboxilesterase do tipo B (F2,12=2,24; P = 0,1490) e de Glutationa-S-transferase
(F2,11 = 2,65; P = 0,1150) ndo foram influenciadas pelas populagdes de E. heros. Para
carboxilesterase do tipo B, as médias variaram de 29,7 a 56,4 uM/ug de proteina/min (Figura
9A). J4 as médias de atividade de Glutationa-S-transferase variaram de 403,8 a 511,9 uM/ug

de proteina/min (Figura 9B).

3.4. DISCUSSAO

Apesar de coletar nove populacdes de E. heros, somente trés estabeleceram
efetivamente no laboratorio de Entomologia, permitindo a realiza¢do dos bioensaios e obtengao
de estimativas da suscetibilidade as principais formula¢des de inseticidas utilizadas para
controle desta espécie na cultura da soja no Brasil. De fato, Sosa-Goémez et al (2009) indicaram
dificuldade em manter criagdes de E. heros em laboratdrio, fato que pode limitar os estudos de
suscetibilidade a inseticidas. Além disso, as populagdes apresentaram diferencas quanto a
tolerancia aos inseticidas avaliados. Isto pode estar relacionado ao histérico de utilizagdo de
inseticidas em cada local para controle desta espécie. Por exemplo, a populagao Eh-2 que foi
oriunda de area com uso continuo da formula¢do Galil® SC (Enio Fernandes - comunicacio
pessoal), justifica a redugdo da mortalidade observada desta populacdo quando avaliada a
dosagem recomendada deste formulado.

Todos os inseticidas organofosforados utilizados tiveram eficacia para controle de E.
heros. As formulagdes com menores mortalidades foram aquelas que continham misturas de
neonicotinoides e piretroides, ou piretroides e piretroides. Independente das populacdes de E.

heros, apenas duas formula¢des ndo produziram mortalidade acima de 80%. Para Knipling
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(1979), a dosagem recomendada de campo de inseticidas deve produzir mortalidade acima de
90%, independente da densidade populacional. Por outro lado, Tomquelski & Martins (2007)
indicaram que um inseticida ¢ considerado eficaz no controle de determinada praga, se este
produto controla no minimo 80% da populacdo apds a aplicagao.

O uso de inibidores metabdlicos (sinergistas) em laboratorios tem se destacado, para
auxiliar na descoberta de insetos resistentes. Insetos utilizam enzimas para se destoxificar dos
inseticidas, modificando compostos téxicos, tornando-os em produtos com maior
hidrofilicidade e menor toxicidade (Price 1991, Li et al 2007). Segundo Scott (1991), a
associagdo de sinergistas aos inseticidas ¢ considerado um primeiro indicativo para a atuagao
do metabolismo como fator de resisténcia. Os processos sdo reconhecidos sdo aqueles
associados a clivagem de ésteres através de hidrélise, reagdes de 6xido-reducao efetuadas por
oxidases de fun¢do mista (P-450) e de conjugacdo com metabolitos biologicos pela glutationa-
S-transferase (Metcalf 1989). Dentre os sinergistas mais utilizados para investigar resisténcia a
inseticidas em artropodes-pragas, destacam-se o trifenil fosfato (TPP), o butoxido de piperonila
(PBO), o dietil maleato de dietila (DEM) e o DEF (Price 1991; Joa & Casidal1974).

A populacdo Eh-1 foi a Unica usada para o teste com o sinergista DEF, por ter
apresentado maior propor¢do de enzima carboxilesterase do tipo B, em relacdo as demais
populacdes estudadas. Além disso, quando adultos de E. heros foram expostos previamente ao
DEF, notou-se que a mortalidade foi incrementada para misturas de inseticidas. O DEF ¢ um
organofosforado com papel comprovado na inibigdo de carboxilesterases do tipo B. Estas
enzimas sao hidrolases que clivam ligacoes ésteres (Joa & Casida 1974). De fato, os inseticidas
piretroides sdo ésteres formados por um acido carboxilico e um alcool (Casida 1980). Segundo
Yamamoto (1970), a hidrolise da ligacdo éster ¢ o principal meio de destoxificacdo de
piretroides, que corrobora para piretroides serem alvo deste sinergista. Para as formulagdes

Hero® e Fastac® Duo, a exposi¢do prévia ao DEF permitiu aumento de 65,3; 143,3 € 246,0%
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quando avaliada em 96h. De fato, quando um sinergista ¢ associado, a agdo dos piretroides pode
ser aumentada de 10 em até 300 vezes (Burns et a/ 2013, Domingues 2005).

A suscetibilidade entre as populagdes de E. heros foi estatisticamente diferente, com
cerca de 5-vezes. Apesar de ser significativo estatisticamente, biologicamente este resultado
ainda pode ser incipiente. A comparacao da CLgo e a dosagem recomendada para a populagao
Eh-1 permitiu verificar que as formulagdes Connect®, Fastac® Duo e Hero® tiveram estimativas
de concentracdo acima da recomendacao. Resultado semelhante foi observado para a populagao
Eh-2 quando expostos ao Hero® e Connect®, bem como apos exposi¢io ao Hero® para a
populacdo Eh-6. A utilizacao destes produtos deve ser evitada nestes locais, onde as suas CLgo
j& se encontram proximas ou acima da dose recomendada, visto que pode acarretar em
populacdes resistentes dificultando o controle desse inseto praga.

A atividade enzimdtica ndo indicou diferencas entre as populagdes de E. heros.
Entretanto, hé clara tendéncia de aumento de atividade de carboxilesterase do tipo B para a
populacdo Eh-1. Para obtencao das amostras, foram utilizados tecidos oriundos da cabeca, térax
e abdomen de diferentes individuos, sendo um pool/ de insetos que podem ter tolerancia
variavel. Além disso, enzimas ndo relacionadas ao metabolismo de inseticidas podem ter
reagido com o modelo substrato utilizado, visto que as amostras de enzimas ndo foram
purificadas (Young et al 2006). Estudos para avaliagio de atividade das enzimas
correlacionadas a resisténcia tém sido conduzidos. A atividade de esterase relacionada com a
resisténcia com o grupo quimico organofosforado foram feitos, e os resultados foram
considerados significativos (Soza-Gomes, 2009). Apesar de ndo considerar a tolerancia das
populagdes como resisténcia, os resultados obtidos acendem um alerta para o inicio de evolucao
para resisténcia nestas populagdes. Por exemplo, quando analisada a estimativa da CLgo da

opulacdo da Eh-1 e a formulacdo Hero®, foi estimado que se faz necessario 3-vezes mais
b
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ingrediente ativo para atingir a taxa de mortalidade preconizada por Tomquelski & Martins
(2007).

O percevejo marrom ¢ considerado uma das pragas mais importantes, na cultura da
soja. Desta forma, ensaios de campo tém sido conduzidos a fim de avaliar as formulagdes de
inseticidas com recomendacdo para controle de E. heros na cultura da soja. Em geral, sdao
avaliadas as dosagens recomendadas de inseticidas para controle de E. heros via aplicagdo foliar
(Ramiro et al 2005, Sosa-Gomez & Silva 2010, Ribeiro ef al 2016, Goelzer et al 2017, Roggia
et al 2018) ou tratamento de sementes (Ribeiro ef al 2017). Ao avaliar a dosagem recomendada
via residuo seco (Castellanos et al 2019), observaram que populagdes de diferentes locais, com
tendéncia a resisténcia a imidacloprido, em apenas seis geracgdes atingiu o nivel de resisténcia
significativa. Nos bioensaios foram utilizados os produtos Connect® Galil® SC, os quais tém
em sua formulagdo imidacloprido.

Cerca de 600 espécies de artropodes sdo resistentes a um ou diferentes moléculas
inseticidas (Whalon er al 2019). Atualmente, ndo ha casos registrados de resisténcia a
inseticidas em E. heros. Variagdes na mortalidade de populacdes de E. heros tem sido
demonstrado em estudos recentes, desde indicacdo de suscetibilidade (Sosa-Gomez; Silva,
2010, Pitta et al. 2018) ou provaveis falhas de controle quando utilizados inseticidas (Tuelher
et al 2018). Dificuldades de controle de populacdes do percevejo marrom em Sao Paulo e
Parana com aplicacdes de organofosforados e endosulfan ja foram indicadas (SOSA-Goémez et
al., 2001; Sosa-Gomez et al 2009). Recentemente, foi relatado possivel inicio de resisténcia a
formulacao imidacloprido em populagdes coletadas no estado de Goids (Tuelher ef al 2018) e
indicacdo de sele¢ao de populagdo de E. heros para resisténcia em laboratorio com custo
adaptativo associado (Castelhanos ef al 2019). Além disso, os autores indicam que oxidases de
funcdo mista podem estar envolvidas e gerando a resisténcia da populagao de E. heros

selecionada.
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A utilizacdo de inseticidas ¢ uma tatica chave no manejo integrado de pragas (Jeyanthi
& Kombairaiu 2005). O uso continuo de misturas de neonicotinoides e piretroides, que sdo as
mais utilizadas por falta de alternativas, tende a aumentar o risco de selecionar individuos
resistentes (Soza-Gomes & Silva 2010). Assim, indica-se parcimonia no uso destas formulagdes

a fim de evitar/reduzir a evolugdo de resisténcia a estes inseticidas.
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Tabela 1: Inseticidas registrados para o controle de Euschistus heros na cultura de soja no
Brasil. Nota: i.a., ingrediente ativo.

Formulacdes Ingrediente Ativo  Concentracdo  Doses Volume de
(gdeia/L) (L/ha) calda
(L/ha)
Connect® Imadacloprido® + 100 + 12,5 05al 100 a 300
Beta-ciflutrina®
Engeo Pleno™ S Tiametoxan® + 141 + 106 0,2 200
Lambda-cialotrina®
Fastac® Duo Acetamiprido® + 100 + 200 0,3 150
Alfa-cipermetrina®
Galil® SC Bifentrina® + 50 +250 0,3a 300 a 400
Imidacloprido? 0,4
Hero® Zeta-cipermetrina® + 200 + 180 0,2 200 a 400
Bifentrina®
Klorpan 480 EC Clorpirifos® 480 1,5¢ 2004
Perito® 970 SG Acefato® 970 0,7al 200 a 300
Sperto Acetamiprido® + 250 + 250 0,1a 100 a 300
bifentrina® 0,12
Sumithion® 500 EC Fenitrotiona® 500 lal,5 100 a 200

Fonte: Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (Brasil 2019)
sAgonistas dos receptores nicotinicos da acetilcolina; ®Moduladores dos canais de sodio; ‘Inibidores da
enzima Acetilcolinesterase (AChE); ¢ Recomendagdo da formulagio Pyrinex® 480 EC.
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Tabela 2: Descricdo das localidades e coordenadas geograficas onde foram coletadas as
populagdes de Euschistus heros nos plantios de soja. Nota: Populagdo obtida na Embrapa Arroz

e Feijdo.

Siglas da populacdo Municipios

Coordenadas geograficas

Eh-1
Eh-2
Eh-3
Eh-4
Eh-5
Eh-6
Eh-7
Eh-8
Eh-9

Santo Antonio de Goias — GO
Rio Verde — GO

Acretna — GO

Jatai — GO

Santa Helena de Goias — GO
Rio Verde — GO

Montividiu — GO

Montes Claros de Goias — GO
Rio Verde — GO

a

17°42° 38 “S 50°48°41” O
17°25°5“S 50°21° 197 O
17°49° 29 “S 51°41° 477 O
17°48 38 “50°41° 8 O
17°55°46 “S 51°8°24” O
17°19°52 “S 51°9° 54” O
15°57°17 “S 51°23° 387 O
17°45°46 “S 51°2° 7”7 O
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Tabela 3: Resultados do SAS para os efeitos das fontes principais de variagdo para a
mortalidade de Euschistus heros apds 96h de exposi¢ao. Nota: GL, grau de liberdade.

Fonte de Variagao GL F P

Populagao 2 31,03 <0,0001
Inseticidas 6 36,23 <0,0001
Populagdo x Inseticidas 12 24,38 <0,0001

Erro 189
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Tabela 4: Médias de mortalidade (= EP) de Euschistus heros a formulagdes de inseticidas

recomendados na cultura da soja no Brasil.

Inseticidas Eh-1 Eh-2 Eh-6 FL=2,27°
Connect® 61,1 £3,79 cB 83,8+ 6,05bA 90,6 £547 aA 9.68 0-0007
Engeo Pleno™ S  91,1+277abB 100+ 0,00 aA 100+ 0,00 aA 12,46 <0001
Fastac®Duo 41,1+7,77¢cdB  100+0,00aA 98,8+ 1,17aA 67,96 <0000
Galil® SC 82,8+3,65bA 644+586cB 52,7+5,55bB 9,10 0:0010
Hero® 280+502dB  844+339bA  848+750aA 22,93 000!
Perito®970 SG  100+£0,00aA 978+ 1,46aA  97,7+224aA 0,82 0455
Sperto 100 £ 0,00 aA 97,7+ 1,54aA 62,4+5,55bB 67,35 <0:0001

Meédias seguidas de mesma letra minascula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela S: Parametros das curvas de concentracdo-mortalidade estimados para a populagdo Eh-1
de Euschistus heros apos 96h de exposicao aos inseticidas. Nota = n, Numero de adultos; GL,
graus de liberdade; EP, erro padrio; CL, concentracio letal em g de i.a. /mL; e y°, qui-quadrado.

Inseticida N GL RO Oy (1) PRs (Gt

Sperto 320 5 1,44+ 0,17 (2’00,(())%2_0,004) 4,17
Connect® 537 5 1,78+0,19 ?(’)}19512_0’23 5) (55662 ssg.0)x 143
Engeo Pleno™ S 400 5 2,98 + 0,34 ?(’)’11237_0’153) ?3?,,60-405,8) N 0,83
Fastac® Duo 431 5 1,51£020 ?6}(?35-0,2 69) ?j; sgs5.9)x 840
Galil® SC 280 4 1,65+0,25 ?6?3187_050 46) ?6?5-1 57.9) 4,36
Hero® 300 5 1,82£021 ?6?23519-0, 03) 9(71’&0_9 sa0)x 104
Klorpan 480 EC 240 3 3,41+0,48 ?(’)}15380_0’189) ?46,’16_ s25.4y+ 260
Perito 970 SG 240 3 2,82+0,35 (16?;:0_1’237) ?302’27_2 642.0)% 057
Sumithion® S00EC 360 6  2,11£018 0000 13 11,1

(0,046-0,094)

(1,8-207-2) *

"PR, poténcia relativa e intervalo de confianga a 95%, calculados pelo método de Robertson &
Preisler (1992), utilizando como referéncia a formulagdo Sperto. Estimativas significativas se o
intervalo de confianga ndo incluiu o valor 1,0 (ROBERTSON et al., 2007).
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Tabela 6: Parametros das curvas de concentragdo-mortalidade para populacdo Eh-2 de Fuschistus
heros. Nota = n, Numero de adultos; GL, graus de liberdade; EP, erro padrao; CL, concentragao
letal em mg de i.a. /mL; e y°, qui-quadrado.

Inseticida N GL gl; linagdo =+ CLso (ICos%) PRso (ICoses)*  x°

Sperto 120 4 3,13+0,64 (()6(,)01028-0,01 6 1,16
Connect® 158 5 1,26+0,21 ?(’)}3898_0,21 5) (101”356_3 614y 250
Engeo Pleno™ S 180 6 1,74 + 0,28 ?(’)?3252_0,050) ?(’)?8-1 13.1) 5,73
Fastac® Duo 139 4 2,97+081 ?58536_0,1 42) ?6,62_ 4192) 300
Galil® SC 140 4 2,57+051 (()6}3962-0,188) (1(},’33_379,2) 0,75
Hero® 160 5 2,59£0,52 (()(3?1228-0,30 " 1(%,76_ i) 433
Klorpan 480 EC 160 5 3,14+047 ?(’)}18213_0,2 69) (1550 is 64
Perito 970 SG 219 3 1,87+0,40 (11’}09329_1,3 56) ?2’53_221 36% 2%
Sumithion® SO0EC 138 4 470111 032 263 1,44

(0,023-0,039) (0,4-190,9)
"PR, poténcia relativa e intervalo de confianga a 95%, calculados pelo método de Robertson &
Preisler (1992), utilizando como referéncia a formulagdo Sperto. Estimativas significativas se o
intervalo de confianga ndo incluiu o valor 1,0 (ROBERTSON et al., 2007).
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Tabela 7: Parametros das curvas de concentracdo-mortalidade estimados para a populagdo Eh-6
de Euschistus heros apos 96h de exposicao aos inseticidas. Nota = n, Numero de adultos; GL,
graus de liberdade; EP, erro padrio; CL, concentracdo letal em g de i.a. /mL; e %, qui-quadrado.

Inseticida N GL  Inclinagio £ EP CLso(ICos%)  PRso(ICos%)* i’
Sperto 318 5 4,54 + 0,83 (()6(,)01018-0,01 5 5,55
Connect® 278 5 1,92 £ 0,29 (()(’)?0751 0.122) (6(’)?2_18 1.6) 5,3
Engeo Pleno™ S 360 6 1,84 + 0,25 ?(’)?5290_0,039) ?(,)?1-69,7) 4,14
Fastac® Duo 360 6 1,48 +0,19 ?6(,)(?54-0,09 4) (5(’)?3_131,8) 5,67
Galil® SC 258 4 2,59+ 0,55 (()6?3284_05079) ?6?1-1 782) 5,34
Hero® 321 5 1,71+0,23 0(’01,%23_0521 5) 1(%’,95_239,7) 10,3
Klorpan 480 EC 321 5 3,27+ 0,41 (()6}14117-0,1 67) (15‘, ’61_2 61.0) 0,85
Perito 970 SG 220 3 2,18 + 0,43 ?(’);459_0,7 53) ?27 ’51_880, 4+ 2,01
Sumithion® 500 EC 361 6 5,10 + 0,82 ?(’)?07 670_0,09 6 (6(,)?2-181, 6 6,62

"PR, poténcia relativa e intervalo de confianga a 95%, calculados pelo método de Robertson &
Preisler (1992), utilizando como referéncia a formulagdo Sperto. Estimativas significativas se o

intervalo de confianga ndo incluiu o valor 1,0 (ROBERTSON et al., 2007).
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Tabela 8: Médias (= EP) da mortalidade de adultos da populacdo Eh-1 de Euschistus heros as
dosagens recomendadas das formulagdes contendo inseticidas piretroides quando previamente
tratados ou ndo com S, S, S-tributiltrifosforotritioato (DEF) ap6s 48 e 96h de exposicao.

Inseticidas 48h 96h
Sem DEF Com DEF Sem DEF Com DEF

Connect® 67,7+3,94b 94,6 +2,44 a 61,1 +3,79B 95,9+ 4,11°
Engeo Pleno™S  93,7+3,18a 98,4+1,61a 91,1£2,77 A 98,2+ 1,76 A
Fastac® Duo 10,6 £2,96 b 96,8 £2,07 a 41,1+£7,78 B 100,0 + 0,00 A
Galil® SC 79,6+ 4,56 a 63,1+724a 82,8+3,65A 75,3+9,33 A
Hero® 29,6£5,93b 100,0 £ 0,00 a 28,9+5,02B 100,0 £ 0,00 A
Sperto 100,0 £ 0,00 a 96,3+3,74a 100+ 0,00 A 95,9+4,12 A

Médias seguidas da mesma letra mintscula (48h) e maiuscula (96h) na linha nao diferem entre
si pelo teste t (P > 0,05).
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Figura 2: Coleta manual de ovos, ninfas e adultos de Euschistus heros (esquerda) e detalhe
do pano de batida (direita) em plantio de soja localizado no municipio de Rio Verde — GO.
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Figura 3: Gaiolas de criacdo de adultos (A), vista superior com detalhe da tampa (B), interior
da gaiola (C) e placa de Petri com ovos (D) de Euschistus heros do Laboratorio de
Entomologia do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde.
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Figura 4: Caixas de cria¢@o de ninfas (A), vista superior com detalhe da tampa (B), ninfa de
primeiro instar no quiabo (C), interior da caixa com ninfas e adultos (D) de Euschistus heros
do Laboratério de Entomologia do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde.
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Figura 5: Extracdo de enzimas de Euschistus heros para a realizagdo dos ensaios in vitro.
Adultos do percevejo marrom apds 10 min no freezer (A), tubos de vidro contendo solucao
tampao e insetos (B), tubo de vidro contendo percevejos homogeneizados em tampao (C);
tubo eppendorf® contendo a amostra de enzimas ap6s a centrifugacdo (D) e tubo eppendorf®
contendo o sobrenadante (E).
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Figura 6: Médias de mortalidade (= EP) das populacdes de Euschistus heros, independente
das formulacdes de inseticidas recomendados na cultura da soja no Brasil.



59

120
100 + a 2
b
b b T
f\;80—T 1
< c c
£ ol
= 60
<
A
o)
= 40|
20
0 I I I I I I I
P07 & % % 8 ¢
Q = @ O (=) Q
5 g E = = 5 ”
@) [=» § (@) 2
o) < 2
5 = g
5
Formulagdes

Figura 7: Médias de mortalidade (+ EP) ocasionadas por sete formulagdes de inseticidas
registradas para controle de FEuschistus heros na cultura da soja.
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Figura 8: Concentracao letal (CLgo) das populacdes de Euschistus heros e nove formulagdes de inseticidas registradas para controle desta espécie

na cultura da soja. Nota: linha pontilhada corresponde a dosagem recomendada de cada formulagao.
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Figura 9: M¢dias (+EP) da atividade enzimatica (uM/pg de proteina/min) de
Carboxilesterase do tipo B (A) e Glutationa-S-transferase (B) para as populacdes de
Euschistus heros. Os substratos utilizados foram [-naftil acetato e 1-cloro-2.,4-
dinitrobenzeno (CDNB), respectivamente. Nota: Barras seguidas da mesma letra ndo
diferem, entre populagdes para a mesma enzima, pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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4. CONCLUSAO GERAL

- Populagdes de E. heros apresentam tolerancia diferencial a inseticidas;

- A formulagdo Sperto apresenta potencial para controle de populacdes de E. heros;

- Falhas futuras de controle poderdo ser observadas quando utilizadas as formulacdes
Connect®, Hero®, Fastac® Duo e Galil® SC;

- Indica-se parcimonia no uso das formula¢des Connect®, Hero®, Fastac® Duo e Galil®

SC a fim de evitar/reduzir a evolucao de resisténcia a estes inseticidas.



