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RESUMO

Resisténcia de Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) a inseticidas na

cultura da soja no Brasil

O percevejo-marrom Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) é
atualmente a principal praga da soja no Brasil, provocando danos significativos e, muitas vezes,
irreversiveis a cultura. A principal estratégia de controle para regular as populacdes de
percevejos tem sido o uso de inseticidas, principalmente do grupo dos neonicotinoides,
entretanto, a pulverizacdo destes inseticidas ndo tem alcancado a eficiéncia esperada de
controle. Diante disso, para o aprimoramento de programas de deteccdo e monitoramento da
resisténcia de E. heros a inseticidas, foram realizados estudos para (i) caracterizar a linha-basica
de suscetibilidade de E. heros a thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin, (ii)
monitorar a suscetibilidade a esses inseticidas em 46 populacGes de E. heros coletadas nas
principais regides produtoras de soja no Brasil nas safras agricolas de 2018 a 2020, (iii)
selecionar e caracterizar a resisténcia de E. heros a lambda-cyhalothrin, thiametoxam e
imidacloprid e (iv) avaliar a mistura de thiamethoxam e lambda-cyhalothrin no manejo da
resisténcia de E. heros a inseticidas. Inicialmente, um novo método de bioensaio por ingestao
mediante encapsulacdo de dieta artificial foi comparada com os métodos tradicionais de
bioensaios de contato tarsal e de aplicacdo tdpica. Para thiamethoxam e imidacloprid, o melhor
método de bioensaio foi o de ingestdo. J& para o inseticida lambda-cyhalothrin, o melhor
resultado foi obtido por aplicacdo tdpica. Mediante uso do melhor método de bioensaio para
cada inseticida, foram definidas as concentracdes diagndsticas, baseada na CLgg da linhagem
suscetivel de referéncia, de 5.65 pl de i.a./ml para thiametoxam; 12.45 pl de i.a./ml para
imidacloprid e 0.20 pg de i.a./inseto para lambda-cyhalothrin. Foram obtidas alta variagéo na
suscetibilidade a thiamethoxam (razGes de resisténcia de 1.6 a 22.0 vezes), imidacloprid (razes
de resisténcia de 1.6 a 22.0 vezes) e lambda-cyhalothrin (razes de resisténcia de 5.0 a 40.0
vezes) entre as populacdes de E. heros avaliadas. Posteriormente, foram realizados estudos de
selecdo de uma linhagem resistente de E. heros a inseticidas neonicotinoides a partir de uma
populacdo proveniente de Luiz Eduardo Magalhdes-BA e outra linhagem resistente a lambda-
cyhalothrin a partir de uma populacéo de Londrina-PR. As razdes de resisténcia obtidas apds
sete a oito ciclos de selecdo foram de 66 vezes para thiamethoxam; 41 vezes para imidacloprid
e 44 vezes para lambda-cyhalothrin. As linhagens de E. heros resistente a thiamethoxam e a
lambda-cyhalothrin apresentaram indicios de resisténcia comportamental pela maior rejeicdo
em permanecer na area tratada com os respectivos inseticidas em comparacdo com a resposta
da linhagem suscetivel. A mistura de thiamethoxam e lambda-cyhalothrin apresentou efeito
antagbnico no controle de E. heros. Portanto, 0 novo método de bioensaio por ingestdo
mediante encapsulacdo de dieta artificial foi eficiente para a deteccdo e monitoramento da
resisténcia de E. heros a inseticidas neonicotinoides. A resisténcia de E. heros a inseticidas
neoniconoides e piretroides foi comprovada no presente estudo. Embora a mistura de inseticidas
neonicotinoides e piretroides seja uma pratica comum no controle de E. heros, essa estratégia
precisa ser revisada diante do antagonismo observado na mistura de thiamethoxam e lambda-
cyhalothrin no manejo da resisténcia a inseticidas em populacdes de E. heros no Brasil.

Palavras-chave: Bioensaio, Percevejo-marrom, Controle quimico, Manejo da resisténcia



ABSTRACT

Resistance of Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) to insecticides in
soybean crop in Brazil

The Neotropical brown stink bug Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera:
Pentatomidae) is currently the main soybean pest in Brazil, causing damage and often
irreversible to the crop. The main control strategy for regulating brown stink bug populations
has been the use of insecticides, especially those belonging to the neonicotinoid class; however,
the spraying of these insecticides has not achieve an expected standard of control efficiency in
some locations. Therefore, to improve the programs for detecting and monitoring E. heros
resistance to insecticides, we conducted studies to (i) characterize the baseline susceptibility of
E. heros to thiamethoxam, imidacloprid and lambda-cyhalothrin, (ii) monitor the susceptibility
to these insecticides in 46 populations of E. heros collected from major soybean-growing
regions of Brazil from 2018 to 2020, (iii) select and characterize the resistance of E. heros to
thiamethoxam, imidacloprid and lambda-cyhalothrin and (iv) evaluate the mixture of
thiamethoxam and lambda-cyhalothrin for managing resistance of E. heros to insecticides.
Initially, a novel ingestion bioassay method by liquid diet encapsulation was evaluated in
comparison with the traditional bioassay methods by tarsal contact (vial test) and topical
application. For thiamethoxam and imidacloprid, the best bioassay method was by ingestion.
For lambda-cyhalothrin, the best result was obtained by topical application. Using the best
bioassay method for each insecticide, diagnostic concentrations were defined, based on the LCgg
of the susceptible reference strain, of 5.65 pl a.i./ml for thiamethoxam, 12.45 ul a.i./ml for
imidacloprid, 20 pg from a.i./insect to lambda-cyhalothrin. High variations in susceptibility to
thiamethoxam (resistance ratios 1.6 to 22-fold), imidacloprid (resistance ratios of 1.6 to 22-
fold), and lambda-cyhalothrin (resistance ratios of 5 to 40-fold) were detected among the
evaluated E. heros populations. Subsequently, studies were carried out to select a resistant strain
of E. heros to neonicotinoid insecticides from a population of Luiz Eduardo Magalhdes-BA and
another strain resistant to lambda-cyhalothrin from a population of Londrina-PR. The resistance
ratios after seven to eight selection cycles were 66-fold for thiamethoxam; 41-fold for
imidacloprid and 44-fold for lambda-cyhalothrin. Some evidence of behavioral resistance was
detected in the thiamethoxam-resistant and lambda-cyhalothrin-resistant strains of E. heros
because of the higher avoidance to stay in treated areas with these insecticides in compare to
the response of the susceptible strain. Although the mixture of neonicotinoid and pyrethroid
insecticides is a common practice in the control of E. heros, this strategy needs to be revised
given the antagonism observed in the mixture of thiamethoxam and lambda-cyhalothrin in the
management of insecticide resistance of E. heros in Brazil.

Keywords: Bioassay, Neotropical brown stink bug, Chemical control, Resistance management



1. INTRODUCAO

O percevejo-marrom Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) é
atualmente a principal praga da soja Glycine max (Merril) no Brasil, provocando danos
significativos e, muitas vezes, irreversiveis a cultura (SILVA et al., 2012, SMANIOTTO;
PANIZZI, 2015; SOSA-GOMEZ et al., 2019). Os percevejos ocorrem na soja desde a fase
vegetativa e sdo prejudiciais a partir do inicio da formacéo das vagens até a maturacdo dos
grédos. Os danos causados por esta espécie resultam da insercéo do aparelho bucal sugador nas
plantas ou vagens de soja, onde injetam secrecGes salivares que facilitam o processo de
alimentacdo. Além disso, podem abrir caminho para doengas fungicas e causar distarbios
fisioldgicos, como a retencdo foliar, podendo comprometer os rendimentos em até 30%, quando
se alimentam de vagens ao longo dos estagios reprodutivos (GALILEO; HEINRICHS, 1978a,b;
CORREA-FERREIRA; AZEVEDO, 2002, LOURENCAO et al. 2002; VIVIAN;
DEGRANDE, 2011, SILVA et al., 2012, LUCINI; PANIZZI, 2018). Devido ao severo dano
causado, alguns autores classificam os percevejos fitdfagos como as pragas mais importantes
na cultura da soja (BUENO et al., 2015; AQUINO et al., 2018; SOARES et al., 2018).

O percevejo E. heros € um inseto polifago, podendo se alimentar e se desenvolver em
outras plantas, sejam elas cultivadas ou ndao, como milho, trigo, algod&o, girassol, plantas
daninhas, principalmente no periodo da entresafra (SILVA, et. al., 2006; SMANIOTTO;
PANIZZI, 2015). No inverno, especialmente no Sul do Brasil, estas espécies passam por um
periodo de diapausa, a qual é induzida pelo fotoperiodo curto e pelas baixas temperaturas,
provocando alteracbes no comportamento, fazendo com que figuem abrigados, muitas vezes,
na palhada remanescente das lavouras, reduzindo o desenvolvimento e a reproducdo
(CHOCOROSQUI; PANIZZI, 2003; MOURAO; PANIZZI, 2000; ZERBINO; PANIZZI,
2019). ApGs o inverno, os insetos migram novamente para as areas de cultivo (CORREA-
FERREIRA, 2005; PANIZZ] et al., 2013).

O controle de pragas em soja se baseia praticamente no uso de produtos quimicos tanto
para insetos e &caros, como para plantas daninhas e doencas que acometem a cultura (BUENO,
et al. 2013; PANIZZI, 2013). Estima-se que atualmente sdo realizadas de quatro a oito
pulverizacdes de inseticidas por ciclo da cultura da soja (BUENO et al. 2015, KLEFFMANN,
2016; CONTE et al. 2018). As pulverizacGes de inseticidas para o controle de percevejos
fitofagos tem sido frequentes, utilizando inseticidas pertencentes a trés grupos quimicos:
neonicotinoides, organofosforados e piretroides, que podem ser usados sozinhos ou em misturas

formuladas (AGROFIT, 2021). A mistura de produtos tem sido uma estratégia bastante
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discutida em programas de manejo da resisténcia de pragas a inseticidas, ja que,
frequentemente, ocorre reducdo das concentragdes requeridas dos compostos para obter uma
dada mortalidade, se os modos de acao dos produtos forem independentes e apresentarem efeito
sinérgico (GEORGHIOU, 1983; TABASHNIK, 1989), porém na maioria das vezes esse efeito
sinérgico ndo ocorre, podendo, desta forma, acarretar em problemas ainda mais graves quanto
a resisténcia das pragas a inseticidas. Essa disponibilidade limitada de inseticidas e o uso
frequente do mesmo modo de acdo pode favorecer a selecdo de individuos resistentes,
principalmente se as estratégias de Manejo da Resisténcia a Insetos (IRM) forem negligenciadas
(SOSA-GOMEZ; OMOTO 2012; RIBEIRO et al. 2016; SOMAVILLA et al., 2020).

No Brasil, falhas de controle no campo foram reportadas para varios inseticidas,
incluindo beta-cyfluthrin, bifenthrin, lambda-cyhalotrin (piretroide) e imidacloprid
(neonicotinoide) (GUEDES, 2017; TUELHER et al., 2018; SOMAVILLA, et al., 2019; 2020).
Até o presente momento, foram detectados pelo método de contato tarsal, casos de resisténcia
de E. heros aos inseticidas endosulfan (ciclodieno), monocrotophos e methamidophos
(organofosforados) (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010) e também ao
inseticida imidacloprid (neonicotinoide) (CASTELLANOS, et al., 2018).

A resisténcia a inseticidas ocorre mediante a selecdo de individuos raros na populagéo
que conseguem sobreviver a acdo destes compostos nas doses utilizadas. Os principais
mecanismos de resisténcia podem ser divididos em mecanismos fisiol6gicos e comportamentais
(GEORGHIOU, 1972; BRATTSTEN et al., 1986). A evolucéo da resisténcia causa implicacbes
para 0 manejo de pragas, tais como: aumento no nimero de aplicacbes de inseticidas, uso de
doses acima do recomendado, utilizacdo de misturas inadequadas de inseticidas e substituicao
por outros, normalmente mais toxicos (GEORGHIOU, 1983).

Os métodos atualmente utilizados para detectar e monitorar a resisténcia de percevejos
tém sido baseados em bioensaios de aplicacdo topica e de contato tarsal (SNODGRASS, 1996;
SOSA-GOMEZ et al., 2001; WILLRICH et al., 2003; SNODGRASS et al., 2005; NIELSEN et
al., 2008; SOSA-GOMEZ et al., 2009; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010; TAKEUCHI; ENDO,
2012). Porem, é sabido, que a detecgdo da resisténcia pode ser afetada pelo método de bioensaio
escolhido (COCHRAN, 1989; MILIO et al., 1987; RUST; REIERSON, 1991; LADONNI,
2001), e esses dois métodos se baseiam no contato direto do inseto com o inseticida por meio
da aplicacéo sobre o tegumento do inseto pelo método de aplicacéo topica ou pelo contato tarsal
pela técnica de vial test. No entanto, os neonicotinoides, principal grupo de inseticidas
utilizados para o controle de insetos sugadores, possuem propriedades sistémicas, com

caracteristicas fisico-quimicas que permitem a sua entrada e translocacdo para todas as partes
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dos tecidos vegetais (KAGABU et al., 1992; BROMILOW; CHAMBERLAIN, 1995;
BONMATIN et al., 2014) e quando expostos a radiacdo UV sobre a planta sdo rapidamente
degradados (De UDERZO et al., 2007).

Todavia, para o desenvolvimento de estratégias de manejo da resisténcia para E. heros
€ necessario a existéncia de um método de bioensaio que seja realistico para inseticidas de acao
sistémica e que permita a deteccdo de niveis baixos de frequéncia de resisténcia, servindo de
base para programas de MRI e MIP (Manejo Integrado de Pragas) de percevejos na cultura da
soja. Neste contexto, devido as caracteristicas inerentes dos inseticidas pertencentes ao grupo
quimico dos neonicotinoides, principal grupo de inseticidas utilizado no controle de percevejos,
além dos relatos de ineficiéncia no controle e aumento populacional de E. heros causando danos

em soja e outras culturas, o presente trabalho objetivou-se:

e Caracterizar a linha-basica de suscetibilidade de E. heros aos inseticidas thiamethoxam,
imidacloprid e lambda-cyhalothrin, testando um novo método de bioensaio por ingestdo
mediante encapsulacdo de dieta artificial em comparagdo com os métodos tradicionais de
bioensaios de contato tarsal e de aplicacao topica.

e Monitorar a suscetibilidade aos inseticidas thiamethoxam, imidacloprid e lambda-
cyhalothrin em populagdes de E. heros provenientes de diferentes regides produtoras de soja
do Brasil.

e Selecionar e caracterizar a resisténcia de E. heros resistentes aos inseticidas thiamethoxam,
imidacloprid e lambda-cyhalothrin.

e Auvaliar a estratégia de mistura de lambda-cyhalothrin e thiamethoxam no manejo da

resisténcia E. heros a inseticidas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Euschistus heros na cultura da soja

O percevejo-marrom Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae), assim
como, a maior parte do complexo de percevejos que atacam a cultura da soja Glycine max
(Merril) no Brasil, provocam danos significativos e, muitas vezes, irreversiveis a cultura
(SILVA et al., 2012, SMANIOTTO; PANIZZI, 2015; SOSA-GOMEZ et al., 2019).

A cultura da soja é responsavel por ocupar 38,50 milhGes de hectares plantados, com
uma producdo de 135,40 milhdes de toneladas, sendo uma das principais commodities do Brasil.
O estado do Mato Grosso o responsavel pelo maior volume da producdo 35,94 milhGes de
toneladas (CONAB, 2021). Esta vasta extensdo de area cultivada disponibiliza alimento para
diversos organismos e pode ser colonizada por insetos-praga adaptados a cultura, como o
complexo de percevejos E. heros, Nezara viridula (L.), Piezodorus guildinii (Westwood),
Diceraeus melacanthus (Fabricius), Diceraeus furcatus (Dallas) e Edessa meditabunda
(Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) (PANIZZI; SLANSKY JUNIOR, 1985; HOFFMANN-
CAMPO et al., 2000; SOSA-GOMEZ et al., 2010).

Dentre os percevejos, a espécie com maior relevancia é o E. heros por ocorrer com maior
frequéncia nas regides produtoras de soja do Brasil (SILVA et al.,, 2012, SMANIOTTO;
PANIZZI, 2015; SOSA-GOMEZ et al., 2019). Nos Gltimos anos, tem-se observado aumento
significativo de percevejos nas lavouras de soja, em certos casos, a populacdo desses
pentatomideos supera mais de doze vezes o nivel de acdo definido para controle dessas pragas,
que é de um e dois percevejos por metro linear para producdo de sementes e graos,
respectivamente (DEGRANDE; VIVAN, 2009; BUENO et al., 2013). As flutuacOes
populacionais das espécies de percevejos, bem como, a severidade dos danos ocasionados as
lavouras brasileiras de soja, podem estar relacionadas respectivamente, com a temperatura,
estadio fenoldgico das plantas e o sistema de plantio direto, que € amplamente adotados nos
cultivos de soja, favorecendo a alimentacdo e a protecdo fisica dos insetos por meio da palhada
resultante dos restos culturais (BELORTE et al., 2003; SILVA; CORREA-FERREIRA; SOSA-
GOMEZ, 2006; ZERBINO; PANIZZI, 2019). Outro fator que pode contribuir para 0 aumento
populacional de E. heros é a mudanca do cenario agricola brasileiro que possui areas cultivadas
praticamente durante o ano todo fornecendo condi¢des ideais para a sobrevivéncia de insetos
polifagos, como é o caso dessa espécie de pentatomideo, cuja populagdo pode aumentar a ponto
de causar danos significativos em diversas culturas (CHOCOROSQUI, 2001).

O percevejo-marrom, E. heros, é nativo da regido Neotropical, ocorrendo na América
do Sul e, possivelmente, no Panama (ROLSTON, 1983; PANIZZI, 2004). O primeiro registro
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da ocorréncia dessa espécie no Brasil em cultivo de soja foi na década de 70 no Estado de Séo
Paulo (WILLIAMS et al., 1973). Posteriormente, essa espécie de percevejo dispersou-se para
outras areas de soja, sendo considerada atualmente uma das principais e mais abundantes pragas
dessa cultura no Brasil, distribuindo-se desde regies mais guentes, como norte do Parana,
Centro-Oeste brasileiro (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias), Sudeste (Sdo Paulo e
Minas Gerais) (PANIZZI; SLANSKY JUNIOR, 1985; CIVIDANES; PARRA, 1994,
CORREA-FERREIRA et al., 2010; DEGRANDE; VIVAN, 2010), como em &reas com
temperaturas mais frias, onde sua ocorréncia era rara, tal como no Estado do Rio Grande do Sul
(PEREIRA; SALVADORI, 2008).

Os percevejos sdo insetos sugadores, introduzem os estiletes no substrato para se
alimentar, podendo sugar varias estruturas das plantas, porém as sementes e os frutos sdo os
locais preferenciais para sua alimentacdo (SCHUH; SLATER, 1995). Em consequéncia do
habito alimentar, sdo responsaveis por reducdes no rendimento e na qualidade das sementes de
soja, causando enrugamento e deformacéo dos gréos, reducdo na germinagdo e no vigor das
sementes, alteracdes no teor de Oleo e proteina, além de também ocasionar retencéo foliar,
conhecida no Brasil como “soja-louca” (PANIZZI; SLANSKY JUNIOR, 1985; CORREA
FERREIRA; PANIZZI, 1999; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; SILVA et al., 2012). Além
disso, esses pentatomideos favorecem a transmissdo do fungo Eremothecium coryli (Peglion)
Kurtzman, causador da doenga “mancha-de-levedura” ou “mancha-fermento” (CORSO, 1984;
PANIZZI; SLANSKY JUNIOR, 1985; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; BELORTE et al.,
2003; DEGRANDE; VIVAN, 2010). Degrande e Vivan (2009) afirmam que o ataque desses
pentatomideos as vagens pode ocasionar perdas superiores a 30%. Em ataques severos, as
sementes podem perder mais de 50% do poder germinativo, com reducéo de vigor e alteragdes
nos teores de 6leo e proteinas, comprometendo a qualidade e o valor final dos graos e sementes
(RAMIRO; MASSARIOL, 1977; VILLAS BOAS et al., 1990).

Dentre as estratégias de controle, o uso de inseticidas, é sem davida um dos principais
meios utilizados para controlar as populagdes de E. heros na cultura da soja. De acordo com
informagdes do Ministério da Agricultura, os principais inseticidas registrados para o controle
do complexo de percevejos da soja sdo: acephate, chlorpyrifos, fenitrothion, malathion e
parathion-methyl, pertencentes ao grupo quimico dos organofosforados; carbosulfan, do grupo
quimico dos carbamatos; alpha-cypermethrin, bifenthrin, cypermethrin, esfenvalerate,
fenpropathrin, lambda-cyhalothrin e zeta-cypermethrin, do grupo quimico dos piretroides;
acetamiprid, imidacloprid e thiamethoxam, pertencentes aos neonicotinoides, com uso isolado

ou em mistura desses ingredientes ativos dependendo da formulagdo (AGROFIT, 2021). Sendo
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que a maioria desses inseticidas utilizados para o controle de percevejos em soja contém
inseticidas sistémicos do grupo dos neonicotinoides (HUTH et al., 2012; AGROFIT, 2021),
apresentando controle via ingestdo do produto, por meio de succdo da seiva da planta pelos
percevejos.

Os inseticidas do grupo dos neonicotinoides, como imidacloprid e thiamethoxam, séo
0s mais utilizados no mundo, sendo registrado como inseticida agricola em mais de cem paises.
O mercado para estes compostos em 2011 correspondeu a 28,5% do mercado total de inseticida
global, uma consequéncia provavel da sua elevada eficacia contra uma ampla gama de
artropodes-praga  (JESCHKE et al. 2013). No Brasil, a quantidade de aplicacbes de
neonicotinoides aumentou consideravelmente nos Gltimos anos, devido, principalmente, a
proibicdo de uso de organofosforados e endosulfan para controle de E. heros na cultura da soja,
tornando-se o inseticida mais utilizado para controlar o percevejo-marrom (SOSA-GOMEZ et
al 2009; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010). No entanto, a densidade de ocorréncia natural de
populacdes E. heros tem aumentado consideravelmente nos Gltimos anos no Brasil.

O uso continuo de inseticidas de mesmo modo de acdo, por varias safras, pode induzir
a selecdo de populacdes resistentes dos insetos-praga (SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010; SOSA-
GOMEZ; OMOTO 2012), além de aumentar o custo de producdo, afetar diretamente a
qualidade do produto e estar relacionado com ressurgéncia de pragas secundarias (PANIZZI et
al., 1977; AGUILLERA; BOTTAN, 2005). No Brasil, falhas de controle no campo foram
reportadas para varios inseticidas (GUEDES, 2017; TUELHER et al., 2018; SOMAVILLA, et
al., 2019; 2020). Até o presente momento, foram detectados casos de resisténcia de E. heros
aos inseticidas endosulfan (ciclodieno), monocrotofos e metamidofos (organofosforados)
(SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010) e também ao inseticida
imidacloprid (neonicotinoide) (CASTELLANOS, et al., 2018).

2.2 Fatores que afetam a evolucéo da resisténcia de Euschistus heros a inseticidas

S&o varios os fatores capazes de influenciar a evolugdo da resisténcia a inseticidas
atuando diferencialmente sob os processos evolutivos, podendo ser agrupados em fatores
genéticos e biologicos, ligados a praga alvo, e fatores operacionais que se referem ao produto
quimico e a sua utilizacdo (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a,b; ROUSH; McKENZIE, 1987).
Os fatores genéticos envolvem o nimero de alelos resistentes, padréo de heranca da resisténcia,
fluxo génico e valor adaptativo dos individuos resistentes (ROUSH; McKENZIE, 1987). Os
fatores bioldgicos ligados a praga alvo englobam nimero de geragGes por ano, progénie

produzida em cada geracéo, tipo de reproducdo, mobilidade e disperséo, habito alimentar e
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presenca de refugio (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a). A evolucdo da resisténcia ligados a
fatores operacionais podem ser influenciadas pelas caracteristicas do produto quimico, grupo
quimico, persisténcia, seletividade e formulagédo, e/ou caracteristicas de aplicacdo, nivel de
controle, estagio de desenvolvimento da praga, método de aplicacdo, dose e estratégias para o
uso dos produtos (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977b).

2.2.1 Fatores genéticos

Os fatores genéticos estdo relacionados a frequéncia inicial de genes envolvidos na
resisténcia, padrdo de herancga da resisténcia, fluxo génico e custo adaptativo dos individuos
resistentes. Inicialmente, a frequéncia de resisténcia é extremamente baixa, ja que 0 processo
de desenvolvimento da resisténcia é pré-adaptativa, com consideravel variabilidade genética
entre os individuos da mesma espécie provenientes de diferentes populacgdes, incluindo os genes
que conferem resisténcia a inseticidas (ROUSH; McKENZIE, 1987).

No caso do percevejo marrom, mesmo possuindo ampla distribuicdo em areas de soja
no Brasil, a existéncia de reduzido fluxo génico pode ser uma causa importante para que esta
espécie tenha sido uma das primeiras a desenvolver resisténcia a inseticidas. Em estudos
realizados pela Embrapa Soja, para avaliar diferenciacdo genética entre populac@es de E. heros
do Brasil, evidenciou-se que o fluxo génico do percevejo-marrom (Nm = 0,8307) foram
menores que os observados para Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) (Nm
= 3,055), sugerindo que as populacbes desse pentatomideo apresentam maior isolamento
geografico que os referidos noctuideos. Neste mesmo estudo ficou evidenciado que linhagens
de E. heros de Centenério do Sul — PR séo geneticamente diferentes das linhagens de Londrina
— PR, com distancia de apenas 50 km entre os dois locais (SOSA-GOMEZ et al., 2004). Mais
recentemente, foi detectado duas linhagens diferentes de E. heros no Brasil, usando marcadores
mitocondriais, mostrando que a linhagem do norte apresenta maior diversidade de haplétipos,
enquanto a linhagem do sul teve menor diversidade de hapl6tipos. O contato entre essas duas
linhagens pode ocorrer, principalmente em areas com agricultura intensiva, como o Cerrado,
que liga o Norte e Sul, sendo uma importante fronteira agricola. Os individuos adaptados a
diferentes condi¢Ges ambientais e para monoculturas podem estar se combinando em uma
populacéo de pragas panmiticas de dificil controle (SOARES et al., 2018). Os estudos de fluxo
génico sdo importantes, pois populacbes residentes e relativamente isoladas em um
determinado local podem desenvolver resisténcia a inseticidas com maior facilidade em caso
de exposicdo frequente a um mesmo grupo quimico ou a toxinas através da pressao de selecao
(GUSE et al., 2002).
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2.2.2 Fatores Biologicos

O desenvolvimento da resisténcia também é favorecido pelo grande nimero de geracGes
que ocorre durante o ciclo da cultura. Quanto mais rapido € o ciclo de vida do inseto, ndo
havendo comprometimento do custo adaptativo, mais rapidamente os fenétipos resistentes
serdo capazes de predominar no local, além de que novas muta¢Ges podem surgir
espontaneamente. Em consequéncia, os insetos multivoltinos podem desenvolver resisténcia
mais rapidamente que os univoltinos, por serem alvos de um maior nimero de ciclos de pressdo
de selecdo em cada safra/ano agricola (SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012). O percevejo E. heros
pode apresentar até oito geracfes por ano, nas regides mais quentes, enquanto N. viridula
apresenta em torno de cinco geracdes por ano (CIVIDANES; PARRA, 1994).

Além de atacar a cultura da soja, 0 percevejo E. heros explora uma ampla variedade de
plantas hospedeiras de importancia econdmica, podendo alimentar-se de diversas espécies de
Brassicaceae, Compositae, Euphorbiaceae, Leguminosae e Solanaceae (CORREA-
FERREIRA; PANIZZI, 1982; LINK; GRAZIA, 1987; PINTO; PANIZZI, 1994). Como
hospedeiros alternativos para este percevejo, pode-se citar plantas de alfafa (Medicago sativa
L.), algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), amendoim-bravo (Pterogyne nitens Tul.), ervilha
(Pisum sativum L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), ligustro (Ligustrum sp.) e mamona (Ricinus
communis L.) (I\/IOURAO; PANIZZI, 2000; PANIZZI, 2003; DEGRANDE; VIVAN, 2009;
SORIA; DEGRANDE; PANIZZI, 2010). Porém, ja foi detectado a presenca e danos de
percevejos em gramineas, como o milho, Zea mays L. e o trigo, Triticum aestivum L.
(CHOCOROSQUI, 2001). Portanto, o manejo ndo recomendado com inseticidas, que é
realizado na entressafra da soja sobre a palhada e outras culturas, também tera influéncia nas
populagdes subsequentes, podendo funcionar como um dos ciclos de sele¢do para aumentar a
resisténcia a inseticidas (SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012).

O comportamento de alimentacdo e dorméncia na entresafra de E. heros estdo mudando,
0 que instiga especulacdes sobre a selecdo continua de novas caracteristicas bioldgicas destes
individuos. Esta espécie tem capacidade de suportar dorméncia parcial sem alimentacéo por até
seis meses, que pode ser considerada uma adaptagédo valiosa em culturas anuais como a soja
(PANIZZI, 1997). Além disso, ha também relatos cada vez mais frequentes de E. heros
causando danos em algodao, sugerindo uma recente mudanga na dindmica alimentar dessa
praga (SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010; BUENO et al., 2015; SORIA et al., 2017). Somado a
essas recentes mudancas comportamentais, o plantio direto (propicia locais de dorméncia

adequados), rotacdes de hospedeiros e mistura de linhagens geneticamente distantes podem
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estar contribuindo para o problema do aumento de E. heros nas culturas agricolas (ZUCCHI et
al., 2019).

Conforme o alimento, o tempo de desenvolvimento ninfal, sobrevivéncia, longevidade
e quantidade de ovos/fémea podem ter grande variabilidade (PANIZZI, 1997). Para E. heros, o
tempo de desenvolvimento das ninfas foi de 23,5 dias para insetos alimentados com soja e 21,0
dias quando alimentados com E. heterophylla, e mortalidade de 6,7% e 21,5%, respectivamente,
a fecundidade variou de 61,7 a 293,8, quando alimentados com E. heterophylla e soja,
respectivamente (PINTO; OLIVEIRA, 1994; CIVIDANES; PARRA, 1994). Além disso, entre
as espécies de percevejos alimentadas com o mesmo hospedeiro apresentam elevada
variabilidade nos pardmetros biolégicos. Quando comparamos as espécies de percevejos E.
heros, N. viridula e P. guildinii alimentados com soja percebemos baixa variabilidade no tempo
de desenvolvimento das ninfas (2° ao 5° instares) 23,5; 26,2 e 21,5 dias, respectivamente, mas
elevada variabilidade na mortalidade 6,7; 60,0 e 88,0%, respectivamente (PANIZZI; ALVES,
1993; CIVIDANES; PARRA, 1994; PANIZZI, 2002). A fecundidade variou entre as espécies
alimentadas com soja, sendo 293,8; 139,7 e 78,7 ovos/fémea para E. heros, N. viridula e P.
guildinii, respectivamente (CIVIDANES; PARRA, 1994; PANIZZI; HIROSE, 1995;
PANIZZI, 2002). Isso evidencia muito bem as diferencas entre as espécies de percevejos,
enfatizando fatores biol6gicos relacionados ao E. heros que justificam a elevada ocorréncia
dessa espécie em relacdo as demais.

2.2.3 Fatores operacionais

Os fatores operacionais sao os Unicos que podem ser manipulados pelo homem de forma
a prevenir ou retardar a evolucédo da resisténcia, uma vez que os fatores genéticos e bioldgicos
sdo caracteristicas intrinsecas do organismo. Esses fatores operacionais podem ser divididos
em dois grupos: relacionados as caracteristicas do produto quimico (grupo quimico,
persisténcia, seletividade e formulacdo) e aqueles relacionados com as caracteristicas de
aplicacdo (nivel de controle, estagio de desenvolvimento da praga, método de aplicacdo, dose
e estratégias para o uso dos produtos) (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a,b).

A agricultura brasileira é intensiva, com grandes areas cultivadas, possuindo uma ampla
extensdo de culturas disponiveis para os insetos o ano todo, podendo em algumas regides ter
até trés ciclos de safra por ano, o que leva a grandes desafios quando se trata de controle de
pragas. Embora as inovagdes tecnoldgicas tenham levado a rendimentos cada vez maiores de
safras como soja, os agricultores ainda relatam falhas de controle de insetos com mais
frequéncia do que seria desejavel (SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010; TUELHER et al., 2018).
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Essas falhas no controle podem estar relacionadas ao uso frequente de ingredientes
ativos de inseticidas que apresentam o mesmo modo de agdo. Estima-se que atualmente s&o
realizadas de quatro a oito pulverizacGes de inseticidas por ciclo da cultura da soja (BUENO et
al. 2015, KLEFFMANN, 2016; CONTE et al. 2018). E possivel que o controle frequente de
lagartas na cultura da soja com 0 mesmo grupo de inseticidas, por exemplo organofosforados,
tenha ocasionado a selegcdo de gendtipos de percevejos resistentes a este grupo de inseticidas.
Dentro desse grupo, incluem-se metamidophos, profenofos, chlorpyrifos, monocrotophos e
metil parathion. O Unico representante do grupo dos ciclodienos é o endosulfan, que, em geral,
era utilizado com duplo propésito, ou seja, para controlar as populacdes de lagartas
desfolhadoras e as trés espécies mais importantes do complexo de percevejos (E. heros, P.
guildinii e N. viridula). Provavelmente, essa caracteristica e a seletividade para predadores nas
doses recomendadas tenham feito desse um dos inseticidas mais utilizados na cultura da soja,
desde a década de 1960, entretanto, a sua comercializacdo estd proibida desde 2013 (SOSA-
GOMEZ; OMOTO, 2012).

A utilizacdo de agroquimicos recomendados para percevejos no controle de populacdes
iniciais de lagartas desfolhadoras pode exercer pressdo de selecdo nas primeiras geracdes de
percevejos que colonizam a lavoura. Assim, a selegdo que ocorre a partir desse momento,
podera continuar com o uso dos mesmos inseticidas para o controle das geracdes subsequentes
de percevejos (SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012), aumentando o risco de sele¢o de E. heros
resistente a inseticidas.

Os inseticidas para o controle de percevejos fitofagos usados com mais frequencia sdo
pertencentes a trés grupos quimicos: neonicotinoides, organofosforados e piretroides, que
podem ser usados sozinhos ou em misturas formuladas (AGROFIT, 2021). A mistura de
produtos tem sido uma estratégia bastante discutida em programas de manejo da resisténcia de
pragas a inseticidas, ja que, frequentemente, ocorre reducdo das concentracdes requeridas dos
compostos para obter uma dada mortalidade, se os modos de acdo dos produtos forem
independentes e apresentarem efeito sinérgico (GEORGHIOU, 1983; TABASHNIK, 1989), porém
na maioria das vezes esse efeito sinérgico nao ocorre, podendo, desta forma, acarretar em problemas
ainda mais graves quanto a resisténcia das pragas a inseticidas. Essa disponibilidade limitada de
inseticidas e o uso frequente do mesmo modo de acdo pode favorecer a selecdo de individuos
resistentes, principalmente se as estratégias de Manejo da Resisténcia a Insetos (IRM) forem
negligenciadas (SOSA-GOMEZ; OMOTO 2012; RIBEIRO et al. 2016; SOMAVILLA et al.,
2020).
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No Brasil, falhas de controle no campo foram reportadas para varios inseticidas,
incluindo beta-cyfluthrin, bifenthrin, lambda-cyhalotrin (piretroide) e imidacloprid
(neonicotinoide) (GUEDES, 2017; TUELHER et al., 2018; SOMAVILLA, et al., 2019; 2020).
Até o presente momento, foram detectados pelo método de contato tarsal, casos de resisténcia
de E. heros aos inseticidas endosulfan (ciclodieno), monocrotofos e metamidofos
(organofosforados) (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010) e também ao
inseticida imidacloprid (neonicotinoide) (CASTELLANOS, et al., 2018). Geralmente, quando
um inseticida ndo controla adequadamente, o usuario tende a aplicar o mesmo produto,
utilizando doses maiores. Essa préatica deve ser desaconselhada, para ndo dar continuidade ao
processo de selecdo de individuos resistentes. Dessa maneira, a utilizacdo subsequente do
inseticida nessas circunstancias, deve ser cuidadosamente revisada, sendo recomendavel aplicar
produtos com modos de acdo diferentes (SOSA-GOMEZ, 2017), ou fazer o uso de outros
métodos de controle, como o controle bioldgico com Telenomus podisi Ashmead
(Hymenoptera: Scelionidae) para E. heros.

Outro fator que vale ressaltar foi a adoc¢éo de plantas transgénicas Bt em todo o mundo,
que representam um marco importante no controle de insetos, porém o uso de Bt também foi
associado a um aumento nas densidades de insetos sugadores, em particular, hemipteros
(SALUSO et al., 2011; CATARINO et al., 2015). Culturas transgénicas Bt tém sido muito
eficazes contra insetos lepiddpteros, permitindo produtores apliquem menos inseticidas. No
entanto, esta diminuicdo em uso de inseticida, juntamente com o efeito insignificante do Bt
sobre hemipteros, tem sido atribuida como uma das principais causas de surtos de hemipteros
em campos de soja. No Brasil, esse aumento em hemipteros, a densidade populacional tem sido
mais aparente na regido do Cerrado, onde a producdo de soja é intensiva (SPEHAR, 1995). Nao
por acaso, o Cerrado brasileiro também é o lugar onde tem as maiores lavouras de algodéo,
muitas vezes lado a lado com soja ou em rota¢do com a soja. Considerando todos os aspectos
mencionados, entendemos que a compreensdo de todos os fatores envolvidos no
desenvolvimento da resisténcia ¢ de fundamental importancia para a implementacdo de
programas de manejo da resisténcia que visam prevenir, retardar ou reverter a evolugdo da
resisténcia de pragas a inseticidas (GEORGHIOU; TAYLOR, 1986).

2.3 Resisténcia de Euschistus heros a inseticidas
O uso intensivo e indiscriminado de inseticidas tem causado uma rapida evolugdo da
resisténcia em muitas espécies de insetos. A resisténcia pode ser definida como o

desenvolvimento de uma habilidade em linhagem de um organismo de tolerar doses de tdxicos
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que seriam letais para a maioria dos individuos da populagdo normal (suscetivel) da espécie
(World Health Organization citada por CROFT; VAN DE BAAN, 1988). A resisténcia € uma
caracteristica hereditaria, portanto no contexto genético pode-se definir a resisténcia como "o
marco na mudanca da composicdo genética de uma determinada populacdo em resposta a
pressdo de selecdo” (CROW, 1957).

Os insetos possuem ciclo de vida curto e prole abundante, o que favorece o surgimento
de populacbes com diferentes caracteristicas genéticas. A propagacdo de resisténcia a
inseticidas em populacdes de insetos esta relacionada com a frequéncia de sua utilizacdo e €
resultante ndo apenas da pressao de selecdo desses compostos tdxicos sobre estas populagdes,
como das caracteristicas herdadas das espécies de insetos envolvidas (HEMINGWAY;
RANSON, 2000). Os individuos com mutacGes vantajosas relacionadas ao fendtipo de
resisténcia possuem maior probabilidade de sobreviverem a tratamentos com inseticidas e
contribuirem com uma prole maior que aqueles individuos suscetiveis, resultando no aumento
da frequéncia do gene que confere resisténcia nas proximas geragdes (BEATY;
MARQUARDT, 1996).

Como a cultura da soja é amplamente distribuida no Brasil, as aplicacdes recorrentes de
inseticidas favorecem o desenvolvimento de resisténcia de diversas espécies associadas a esta
cultura. Os primeiros relatos de problemas de deficiéncia de controle do percevejo marrom na
soja ocorreram no inicio da década de 90. Nessa oportunidade, as falhas de controle nas
propriedades rurais foram atribuidas a problemas de formulacdo do inseticida endosulfan
(SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012). Mais recentemente, falhas de controle no campo foram
reportadas para varios inseticidas, incluindo beta-cyfluthrin, bifenthrin, lambda-cyhalotrin
(piretroide) e imidacloprid (neonicotinoide) (GUEDES, 2017; TUELHER et al., 2018;
SOMAVILLA, et al., 2019; 2020). Até o presente momento, foram detectados pelo método de
contato tarsal, casos de resisténcia de E. heros aos inseticidas endosulfan (ciclodieno),
monocrotofos e metamidofos (organofosforados) (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-
GOMEZ; SILVA, 2010) e também ao inseticida imidacloprid (neonicotinoide)
(CASTELLANGOS, et al., 2018). A evolugdo da resisténcia causa implicagdes para 0 manejo de
pragas, tais como: aumento no nimero de aplicacdes de inseticidas, uso de doses acima do
recomendado, utilizacdo de misturas inadequadas de inseticidas e substituicdo por outros,
normalmente mais toxicos (GEORGHIOU, 1983).

Os inseticidas mais utilizados para o controle de percevejos, desde a década de 1960 até
meados da década de 2010, pertenceram ao grupo dos Organofosforados, inibidores da enzima

acetilcolinesterase e apenas um ciclodieno (endosulfan), bloqueadores de canais de sodio
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mediados pelo GABA. Atualmente, para o controle do complexo de percevejos, tem-se
utilizado principalmente inseticidas pertencentes a trés grupos quimicos: neonicotinoides,
organofosforados e piretroides, que podem ser usados sozinhos ou em misturas formuladas
(AGROFIT, 2021). O uso dos neonicotinoides aumentou consideravelmente nos Gltimos anos,
devido, principalmente, a resisténcia de E. heros aos organofosforados e endosulfan, tornando-
se, portanto, 0o grupo quimico mais utilizado para controlar o percevejo-marrom (SOSA-
GOMEZ et al., 2009; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010). Os neonicotinoides atuam no sistema
nervoso central dos insetos como moduladores competitivos de receptores nicotinicos da
acetilcolina (IRAC, 2021). O inseticida imidacloprid, pertencente ao grupo dos neonicotinoides
é o inseticida mais utilizado para controlar insetos sugadores, e tem sido usado extensivamente
por varios anos desde 1991 quando foi descoberto por Shinzo Kagabu (KAGABU et al., 1992;
TOMIZAWA; CASIDA, 2011). A partir dai iniciou a era dos neonicotinoides como 0s
principais inseticidas utilizados no mercado global (JESCHKE et al. 2011; CASIDA; DURKIN,
2013), sendo langado em 1999 o thiamethoxam (MAIENFISCH et al., 2001) e o clothianidin,
que € um metabolito de thiamethoxam (MEREDITH et al., 2002).

A falta de novas moléculas tem levado a utilizacdo de produtos com modo de acdo
semelhante numa mesma safra, por varios anos (SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012). A repetida
utilizacdo desses produtos tem favorecido a evolucdo da resisténcia (SOSA-GOMEZ et al.,
2001; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010). Os principais mecanismos de resisténcia podem ser
divididos em mecanismos fisioldgicos e comportamentais (GEORGHIOU, 1972;
BRATTSTEN et al., 1986). Os mecanismos fisiologicos podem ser divididos em mecanismos
bioquimicos e fisiologicos propriamente dito. Os mecanismos bioquimicos estéo relacionados
ao aumento da destoxificacdo metabodlica devido a acdo de enzimas destoxificativas e a reducao
da sensibilidade do sitio de acdo do inseticida (TAYLOR; FEYEREISEN, 1996; SCOTT,
1999). Os mecanismos fisioldgicos de resisténcia envolvem o aumento da taxa de excre¢do dos
compostos toxicos pelo organismo, sequestro de substancias toxicas e a reducao da penetracdo
do inseticida no inseto (BRATTSTEN et al.,, 1986; McKENZIE, 1996). Os mecanismos
comportamentais sédo determinados por agOes que influenciam a resposta do organismo a
pressdes seletivas exercidas por um determinado inseticida, aumentando a capacidade de uma
populacdo de insetos escapar dos efeitos letais do inseticida, podendo estar relacionado a
capacidade de aprendizagem do inseto (LOCKWOOD, et al., 1984; FFRENCH-CONSTANT,
1994).

A ocorréncia de resisténcia a inseticidas dentro do complexo de percevejos que causam

danos em soja é uma preocupacdo mundial, sendo foco de pesquisas em Varios paises,
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principalmente sobre formas de controle e manejo da resisténcia a produtos quimicos. Nos
Estados Unidos, foi avaliada a toxicidade de inseticidas do grupo dos piretroides (bifenthrin,
cypermethrin, cyfluthrin, lambda-cyhalothrin e permethrin) e organofosforados (acephate,
dicrotophos, malathion e metil parathion) para Euschistus servus (Say), Acrosternum hilare
(Say) e N. viridula (Hemiptera: Pentatomidae), coletados em soja, no outono de 2001 e 2002,
proximo de Stoneville — MS e Eudora — AR. Os bioensaios do tipo vial test (impregnacgéo de
inseticida no interior de recipientes de vidro) confirmaram que o E. servus foi menos suscetivel
a piretroides e organofosforados do que as demais espécies de percevejos (SNODGRASS et al.,
2005).

Uma alternativa no controle de pragas é a mistura de produtos, sendo esta uma estratégia
bastante discutida em programas de manejo da resisténcia de pragas a pesticidas
(GEORGHIOU, 1983; ROUSH, 1989; TABASHNIK, 1989). O principio da mistura é que 0s
individuos resistentes a um determinado produto A serdo controlados pelo produto B e vice-
versa, e que a resisténcia a cada composto ¢é independente e inicialmente rara (CURTIS, 1985;
MANI, 1985).

A mistura de inseticidas tem sido adotada para o controle do complexo de percevejos.
Entre as misturas registradas esta thiamethoxam e lambda-cyhalothrin (AGROFIT, 2021), que
foi objeto de estudo neste trabalho devido a sua importancia e crescente uso na agricultura. O
grande risco quando se utiliza mistura sob elevada presséo de selecdo, devido ao uso repetitivo
do mesmo produto € ocorrer resisténcia aos dois compostos da mistura. A resisténcia a dois ou
mais compostos quimicos, através da resisténcia cruzada ou maltipla, tem sido um dos grandes
problemas em programas de manejo de pragas, resultando em maiores dificuldades de controle,
podendo muitas vezes limitar a efetividade de alguns novos inseticidas, que contém uma
molécula quimica ja utilizada, o que acaba comprometendo o langcamento de produtos no

mercado.

2.3.1 Bioensaios para detecgdo de resisténcia de Euschistus heros a inseticidas

Os métodos atualmente utilizados para detectar e monitorar a resisténcia de percevejos
tém sido baseados em bioensaios de aplicacdo topica e de contato tarsal (SNODGRASS, 1996;
SOSA-GOMEZ et al., 2001; WILLRICH et al., 2003; SNODGRASS et al., 2005; NIELSEN et
al., 2008; SOSA-GOMEZ et al., 2009; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010; TAKEUCHI; ENDO,
2012). Para o percevejo-marrom, E. heros, tem sido relatado por alguns autores bioensaios de
aplicacdo topica para detectar resisténcia a inseticidas, sendo aplicados na regido do pronoto
dos percevejos adultos (SOSA-GOMEZ et al., 2009; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010). Porém
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no Japdo, foi utilizada a técnica de aplicagdo topica na superficie do abdome ou do térax de
ninfas de terceiro instar e adultos, apara avaliar a susceptibilidade a inseticidas para as espécies
N. viridula, Nezara antennata Scott, Piezodorus hybneri (Gmelin) e Riptortus pedestris (F.)
(Hemiptera: Pentatomidae) (TAKEUCHI; ENDO, 2012).

O método de bioensaio de contato tarsal é o mais utilizado para deteccdo e
monitoramento da resisténcia de percevejos a inseticidas, através do vial test (SNODGRASS,
1996; SOSA-GOMEZ et al., 2001; WILLRICH et al., 2003; SNODGRASS et al., 2005;
NIELSEN et al., 2008; CASTELLANOS, et al., 2018). Em estudos com E. heros, para detectar
resisténcia aos inseticidas endosulfan, monocrotophos e metamidophos usando vial test
evidenciou maior razio de resisténcia dessa espécie para endosulfan (SOSA-GOMEZ et al.,
2001). Para o complexo de percevejos-praga da cultura da soja nos Estados Unidos, foi avaliada
a toxicidade de inseticidas do grupo dos piretroides e organofosforados para as espécies E.
servus, A. hilare e N. viridula, pela técnica de vial test, ficando evidente maior toleréncia do E.
servus a todos os inseticidas testados em comparagdo com o0s demais percevejos
(SNODGRASS et al., 2005).

O nivel de resisténcia detectado pode ser afetado pelo método de bioensaio escolhido,
inclusive dentro de uma mesma linhagem (COCHRAN, 1989; MILIO et al., 1987; RUST;
REIERSON, 1991), como também pelo estagio de desenvolvimento do inseto (LADONNI,
2001). Conforme demonstrado no trabalho de TAKEUCHI e ENDO (2012), na avaliagdo de
suscetibilidade do complexo de percevejos-praga da soja, para as espécies N. viridula, N.
antennata, P. hybneri e R. pedestris, aos inseticidas: fenitrothion e fenthion (organofosforados),
etofenprox e silafluofen (piretroides), dinotefuran e clothianidin (neonicotinoides), e ethiprole
(fenilpirazois), mediante o uso de aplicacdo tdpica na superficie do abdome ou do tdérax de
ninfas de terceiro instar e adultos, sendo verificado que os valores de DL50 para adultos foram
10 vezes maiores do que aqueles aplicados nas ninfas, tratados com o mesmo inseticida.

Os métodos de bioensaios de aplicacdo tdpica e contato tarsal utilizados para detectar e
monitorar resisténcia de percevejos a inseticidas sao mais indicados para produtos com acao de
contato, haja visto, a forma de deteccdo dos mesmos por contato direto com aplicacdo do
produto no pronoto do percevejo ou por contato tarsal pelo caminhamento dos insetos no vidro
impregnado com o inseticida. Porém o0s neonicotinoides, principal grupo de inseticidas
utilizados para o controle de insetos sugadores, possuem propriedades sistémicas, com
caracteristicas fisico-quimicas que permitem a sua entrada e translocacao para todas as partes
dos tecidos vegetais (KAGABU et al.,, 1992; BROMILOW; CHAMBERLAIN, 1995;
BONMATIN et al., 2014). Independentemente do modo de aplicacao e via de entrada na planta,
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0s neonicotinoides se translocam da raiz ao &pice, tornando-a toxica para qualquer inseto,
principalmente insetos sugadores de seiva (SIMON-DELSO, 2015), como € o caso dos
percevejos. Por outro lado, esse mesmo grupo de inseticidas em condicbes aerdbicas e de
radiacdo (UV) no solo ou sobre a planta podem variar amplamente, podendo ser hidrolisado e
degradado rapidamente (USEPA 2003; De UDERZO et al.,, 2007). Sob radiacdo UV, o
inseticida thiamethoxam € quase completamente degradado (cerca de 96%) em
aproximadamente 10 minutos (De UDERZO et al., 2007).

O desenvolvimento de estratégias de manejo da resisténcia para E. heros requer a
existéncia de um método de bioensaio que seja realistico para inseticidas de acao sistémica,
prético para que possa ser reproduzido facilmente, além de fornecer dados de dose-resposta
adequados para analise estatistica e que permita a deteccdo de niveis baixos de frequéncia de
resisténcia (FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990). Portanto, o desenvolvimento de um
novo método de bioensaio que simule a acdo sistémica dos inseticidas e a forma de alimentacdo
por succao dos percevejos, via ingestao, seria bastante interessante. Para que se possa ter um
método de bioensaio por ingestdo se torna necessario o uso de dieta artificial, sendo que, para
E. heros Cerna-Mendoza et al. (2016) propuseram uma dieta seca composta de vagem de feijao
liofilizada moida com amendoim triturado, adicionando-se anticontaminantes. Outra estratégia
que pode ser interessante para 0 método de bioensaio via ingestdo, seria o encapsulamento de
dieta artificial liquida, permitindo a incorporagdo do inseticida uniformemente, desta forma,
guando o inseto insere o aparelho bucal para se alimentar ingere o produto. Greany & Carpenter
(1998), propuseram o encapsulamento de dieta liquida com Parafilm® para a criagdo de insetos
parasitas e predadores, tornando possivel a alimentacdo e/ou oviposi¢do dos insetos em um
meio artificial, facilitando desta forma a criacdo massal de insetos em laborat6rio. Essa técnica
de encapsulamento de dietas artificiais foi utilizada para alimentar pragas de grdos de
armazenados Sitophilus oryzae (L.), Oryzaephilus surinamensis (L.) e Tribolium castaneum
(Herbst), usando uma dieta seca (EPSKY, 2002). Em vista disso, se faz necessario, 0
aperfeicoamento de técnicas de criagdo de insetos, com agregacgédo de novas tecnologias, a fim

de impulsionar a evolucédo e expanséo do Manejo Integrado de Pragas (COHEN, 2015).
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3. MATERIAL E METODOS
O presente projeto de pesquisa foi desenvolvido nos Laboratorios de Pesquisa e

Desenvolvimento da empresa Pragas.com®, Piracicaba-SP no periodo de 2016 a 2021.

3.1 Coleta de populagdes de Euschistus heros

Para os estudos da suscetibilidade de E. heros a inseticidas foram coletadas populagdes
em regibes geograficamente distintas de producdo de soja durante as safras de 2018/2019;
2019/2020 e 2020/2021 (Tabela 1; Figura 1). A definicdo dos locais de coleta foi baseada na
abrangéncia das principais regies produtoras de soja no Brasil e também na representatividade
de diferentes condicdes climaticas, manejos e cultivares utilizadas no plantio. As coletas foram
realizadas com o uso do pano de batida e catacdo manual, sendo coletado ~ 500 adultos/local.
Apos a coleta os percevejos foram levados ao laboratério, onde foram mantidos em dieta
natural.

Além das populagdes de campo, se utilizou uma populacédo suscetivel de referéncia
(SUS) de E. heros, coletada na Fazenda Areido da Esalqgtec, Piracicaba/SP, em plantas de soja,
sendo mantida ha mais de seis anos no Laboratdrio da empresa Pragas.com®, na auséncia de
pressdo de selecdo com inseticidas (Tabela 1). O manejo neste local € principalmente com o
uso de controle biolégico com liberacGes de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) e aplicacdes de Dipel (Bacillus thuringiensis) para lagartas desfolhadoras

e T. podisi para percevejos.

3.2 Criacdo de Euschistus heros em laboratorio

Apos a coleta, os percevejos adultos foram trazidos para o laboratério e mantidos em
recipientes de plastico transparentes (50 cm de comprimento x 30 cm largura x 15 cm de altura),
possuindo uma abertura na tampa (20 cm de comprimento x 10 cm de largura) para permitir a
troca gasosa e recoberta por tecido de voil.

Para estabelecer as populacdes de campo foram coletados os ovos a cada dois dias e
acondicionados em placas de Petri (90 cm de diametro) contendo um rolo dental umedecido
com agua destilada. A partir da eclosdo das ninfas, estas eram mantidas nas placas até o segundo
instar, quando os insetos eram transferidos para recipientes de plastico transparentes (20 cm de
comprimento x 15 cm largura x 10 cm de altura), onde permaneciam até chegarem a fase adulta.

Os percevejos tanto na fase de ninfa como adultos foram alimentados com vagens de
feijéo verde (Phaseolus vulgaris L.), sementes soja e amendoim (Arachis hypogaea L.). Para

permitir a oviposi¢do nos recipientes contendo os insetos adultos era colocado tiras de tecido
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de algodao cru de coloracéo bege, coladas na tampa, dessa forma a fémea depositava 0s ovos
para posterior coleta e manutencdo das populagdes.

Os insetos eram mantidos em uma sala climatizada a 25+2°C, 60+10% UR e uma
fotofase de 12:12 h. Os insetos provenientes do campo permaneceram nessas condi¢Ges por
uma geracao antes de serem utilizados nos bioensaios. A populacédo suscetivel de referéncia era

mantida da mesma maneira que as populagdes de campo.

3.3 Inseticidas

Os inseticidas técnicos usados para avaliar a suscetibilidade das populagdes de E.
heros pelos métodos tradicionais de contato tarsal e de aplicacdo topica foram: lambda-
cyhalothrin (>95% a.i.; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) que é modulador dos canais de
sodio (grupo piretroide IRAC MoA 3A); thiamethoxam (>98% a.i.; Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA) e imidacloprid (>98% a.i.; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), ambos
sdo moduladores competitivos de receptores nicotinicos da acetilcolina (grupo neonicotinoide
IRAC MoA 4A).

Para avaliar a suscetibilidade das populacdes de E. heros pelo método de ingestdo
foram utilizados trés inseticidas comerciais: lambda-cyhalothrin (grupo piretroide IRAC MoA
3A; Karate Zeon 50 CS; 50 g a.i./L no volume de pulverizacgdo de 200 L/ha; Syngenta Protecéo
de Cultivos Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil); thiamethoxam (grupo neonicotinoide IRAC MoA 4A,;
Actara 250 WG; 250 g a.i./L no volume de pulverizacdo de 200 L/ha; Syngenta Protecdo de
Cultivos Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) e imidacloprid (grupo neonicotinoide IRAC MoA 4A;
Evidence 700 WG; 700 g a.i./kg no volume de pulverizacdo de 200 L/ha; Bayer, S&o Paulo, SP,
Brasil).
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Tabela 1 — Populac6es de Euschistus heros coletadas em diferentes safras e regides do Brasil

para 0 monitoramento e caracterizagéo da suscetibilidade a inseticidas.

(continua)

Safra Populacdo Local Latitude Longitude Data da Coleta
SUS  Piracicaba — SP -22.413.920 -47.382.900 Jan. 2013
1 Cesério Lange - SP -23.221.722 -47.879.901 Jan. 2019
2 Santo Angelo - RS -28.268.440 -94.222.377 Fev. 2019
3 Buri — SP -23.797.690 -48.555.636 Fev. 2019
4 Uberlandia 2 - MG -19.039.666 -48.214.689 Jan. 2019
5 Londrina — PR -23.270.385 -51.096.414 Jan. 2019
2018/2019 6 Belmonte — SC -26.864.231 -53.579.014 Fev. 2019
7 Rio Verde — GO -17.800.507 -50.888.559 Jan. 2019
8 Canarana— MT -13.545.447 -52.326.032 Fev. 2019
9 Santa Barbara do Oeste - SP -22.826.796 -47.469.803 Jan. 2019
10 Santa Cruz das Palmeiras - SP -21.846.312 -47.248.144 Jan. 2019
11 Luis Eduardo Magalhdes - BA ~ -12.158.124 -45.781.697 Jan. 2019
12 Sete Lagoas - MG -19.447.287 -44.174.600 Jan. 2019
13 Cesério Lange - SP -23.221.823 -47.882.271 Dez. 2019
14 Santo Angelo - RS -28.271.968 -54.229.174 Fev. 2020
15 Buri — SP -23.797.690 -48.555.636 Fev. 2020
16 Uberlandia 2 - MG -18.931.495 -48.165.026 Jan. 2020
17 Londrina — PR -23.246.961 -51.119.236 Jan. 2020
18 N&o me Toque - RS -28.450.782 -52.844.472 Jan. 2020
19 Rio Verde — GO -17.854.921 -50.947.760 Jan. 2020
20 Santa Bérbara do Oeste - SP -22.825.832 -47.470.452 Dez. 2019
2018/2020 21 Santa Cruz das Palmeiras - SP~ -22.185.233 -47.242.628 Dez. 2019
22 Chapad&o do Sul - MS -18.757.929 -52.557.225 Dez. 2019
23 Luis Eduardo Magalhdes - BA ~ -12.137.713 -45.808.886 Jan. 2020
24 Sete Lagoas - MG -19.456.500 -44.173.400 Dez. 2019
25 Lucas do Rio Verde - MT -13.035.200 —55.574.500 Jan. 2020
26 Primavera do Leste - MT -15.505.000 -54.296.000 Jan. 2020
27 Sorriso — MT -12.355.670 -55.446.880 Jan. 2020
28 Cristalina— GO -16.934.871 -47.678.666 Jan. 2020
29 S&o Desidério - BA -12.343.002 -44.996.204 Jan. 2020
30 Rolandia — PR -23.161.728 -51.284.844 Jan. 2020
31 Cesério Lange - SP -23.221.823 -47.882.271 Dez. 2020
32 Buri — SP -23.793.682 -48.554.622 Fev. 2021
33 Uberlandia — MG -18.931.495 -48.165.026 Dez. 2020
2020/2021 34 Londrina — PR -23.246.961 -51.119.236 Fev. 2021
35 N&o me Toque - RS -28.450.782 -52.844.472 Fev. 2021
36 Rio Verde - GO -17.854.921 -50.947.760 Dez. 2020
37 Santa Bérbara do Oeste - SP -22.826.796 -47.469.803 Fev. 2021




30

Tabela 1 — PopulacGes de Euschistus heros coletadas em diferentes safras e regides do Brasil

para 0 monitoramento e caracterizagéo da suscetibilidade a inseticidas.

(concluséo)
Safra Populacdo Local Latitude Longitude  Data da Coleta
38 Santa Cruz das Palmeiras - SP~ -21.846.312 -47.248.144 Fev. 2021
39 Chapadéo do Sul - MS -18.757.929 -52.557.225 Jan. 2021
40 Luis Eduardo Magalhdes - BA ~ -12.137.713 -45.808.886 Fev. 2021
41 Lucas do Rio Verde - MT -13.035.200 -55.574.500 Jan. 2021
2020/2021 42 Primavera do Leste - MT -15.505.000 -54.296.000 Jan. 2021
43 Sorriso - MT -12.355.670 -55.446.880 Jan. 2021
44 Cristalina - GO -16.934.871 -47.678.666 Fev. 2021
45 S4o Desidério - BA -12.343.002 -44.996.204 Fev. 2021
46 Rolandia - PR -23.161.728 -51.284.844 Eev. 2021

SAFRA - 2019/2020

13 Cesario Lange - SP SAFRA - 2020/2021
14 Santo Angelo - RS 31 Cesario Lange - SP
15 Buri- SP 32 Uberlandia 2 - MG
16 Uberlandia 2 - MG 33 Londrina - PR
SAFRA - 2018/2019 17 Londrina - PR 34 Rio Verde - GO
1 Cesério Lange - SP 18 Nao me Toque - RS 35 Chapadédo do Sul - MS
2 Santo Angelo - RS 19 Rio Verde - GO 36 Luis Eduardo Magalhées - BA
3 Buri-SP 205anta Babarado Oeste SH 37 Lucas do Rio Verde - MT
4 Uberlandia 2 - MG 21, Santaicruzidas Eslmeltas-S 38 Primavera do Leste - MT

22 Chapadé&o do Sul - MS

5 Londrina-PR z -
23 Luis Eduardo Magalhaes - BA

39 Sorriso - MT

: g_elrr\}onée -_SGCO 24 Sete Lagoas - MG 40 Luis Eduarcjo Magalhaes - BA
io Verde 25 Lucas do Rio Verde - MT 41 Lucas do Rio Verde - MT

8 Canarana - MT 26 Primavera do Leste - MT 42 Primavera do Leste - MT

9 Santa Barbara do Oeste - SP 27 Sorriso - MT 43 Sorriso - MT

10 Santa Cruz das Palmeiras - SP 28 Cristalina - GO 44 Cristalina - GO

11 Luis Eduardo Magalhdes - BA 29 Sio Desidério - BA 45 Sao Desidério - BA

12 Sete Lagoas - MG 30 Rolandia - PR 46 Rolandia - PR

500 1000 Km

Figura 1 — Locais de coletas das populagbes de Euschistus heros usadas nos bioensaio de

selecdo, caracterizagdo e monitoramento da suscetibilidade a inseticidas.
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3.4 Metodos de bioensaios

Foram avaliados os métodos de bioensaios tradicionais de contato tarsal e de aplica¢do
topica comparados com o novo metodo proposto de ingestdo, para os inseticidas thiamethoxam,
imidacloprid e lambda-cyhalothrin, visando encontrar o melhor método para deteccdo e

monitoramento de resisténcia de E. heros para cada inseticida avaliado.

3.4.1 Ingestéo

O novo meétodo proposto de ingestdo foi desenvolvido para incorporar o inseticida a
ser testado em dieta artificial liquida, sendo fornecido ao E. heros em cépsulas. A dieta artificial
desenvolvida foi modificada a partir de Cerna-Mendoza et al. (2016) (Tabela 2), de modo a
obter uma dieta liquida para possibilitar a mistura de inseticidas de forma uniforme. Para o
preparo da dieta, inicialmente as vagens de feijdo foram lavadas em &gua corrente, cortadas e
congeladas por um periodo de tempo de 60 horas para serem liofilizadas (Liofilizador Savant,
modelo Novalyphe — NL150). Posteriormente, a vagem de feijéo foi triturada e armazenada em
potes herméticos. No momento de preparo da dieta todos os ingredientes foram pesados, sendo
triturado o amendoim para posterior mistura com os demais ingredientes no liquidificador. A
dieta liquida utilizada nos bioensaios foi mantida em geladeira por no maximo trés dias.

O método de bioensaio de ingestdo proposto foi desenvolvido mediante
encapsulamento de dieta artificial liquida, permitindo a incorporacdo do inseticida
uniformemente, desta forma, quando o inseto insere o aparelho bucal para se alimentar ingere
o produto. O encapsulamento foi adaptado de Greany & Carpenter (1998), usando um molde
de acrilico (13 cm comprimento x 8 cm de largura) com uma prensa acoplada a bomba de vacuo
(Tecnal, modelo TE-0582). O molde de acrilico contendo 24 pogos é revestido com filme de
vedacdo (Parafilm M®, Bemis American, Neenah, WI, EUA) para formagio e moldagem dos
po¢os com auxilio da bomba de vacuo para deposicao da dieta artificial liquida, no volume de
1,0 mL cada pogo. Em seguida, uma camada de filme de vedag&o foi colocada sobre os orificios
contendo dieta e prensado para selagem e fechamento das capsulas. As dimensdes de cada
capsula foram de ~ 1,2 cm de didmetro e 0,5 cm de profundidade.

Foram testadas 5 a 9 concentracOes preparadas a partir dos produtos comerciais de
cada inseticida diluidos em &gua e adicionados na dieta artificial liquida. Os percevejos adultos
de E. heros foram individualizados em placas de célula (Kasvi, modelo K12-024) com 24
pocos, contendo uma capsula de dieta artificial liquida em cada po¢o. Em seguida, cada placa
foi lacrada com Parafilm M® para evitar que o inseto se movesse para outra célula. A

alimentacdo ocorre com a introdugdo do estilete do percevejo na capsula, perfurando o Parafilm
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M® e sugando a dieta artificial liquida, contendo os tratamentos com diferentes concentracdes
de inseticidas (Figura 3).

Para cada concentracédo de inseticida, foram avaliadas 4 repeticbes com 24 percevejos
adultos por concentragdo (Figura 3). As avaliacdes de mortalidade dos insetos foram realizadas
96 horas ap0s a exposi¢do do inseto. Os percevejos que ndo responderam com movimentos
vigorosos quando tocados por um pincel foram considerados mortos.

Tabela 2 — Composicao da dieta artificial de Euschistus heros (modificada de Cerna-Mendoza

et al., 2016) para o bioensaio de ingest&o.

Ingredientes Dieta Artificial Dieta Artificial modificada
Vagem de feijdo liofilizada 35.00 g 100.00 g
Amendoim 35.00 g 35.00 g
Sacarose 5.00 g 10.00 ¢
Bactericida 001 g 001 g
Acido Sérbico 0.10 g 0.15 g
Acido Ascorbico - 0.30 g
Nipagin (Metilparabeno) 1.00 ¢ 1.00 ¢
Acido Graxo - 1.00 ml
Complexo vitaminico? - 500 ml
Agua destilada 30.00 ml 1000.00 ml

# Composicdo da solucdo vitaminica: Niacinamida 1g, Pantotenato de Calcio 1g, Tiamina 0.25g, Riboflavina 0.5g,
Piridoxina 0.25¢g, Acido Félico 0.25g, Biotina 0.02ml, Vitamina B12 1g, adicionado a 1000ml de agua destilada.

3.4.2 Aplicacdo topica

Para o bioensaio de aplicacédo topica foram utilizados 5 a 9 concentracdes dos produtos
técnicos thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin diluidos em acetona (pureza de
99,5%; Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, Brasil) e para o tratamento controle foi utilizado apenas
acetona, aplicados na regido do pronoto dos percevejos adultos, com o auxilio de uma pipeta
monocanal, no volume de 2pL/inseto, avaliando-se a mortalidade apds 48 horas da aplicacéo,
conforme indicado pelo Método 029 do IRAC (SOSA-GOMEZ et al., 2009; SOSA-GOMEZ;
SILVA, 2010). Os percevejos que ndo responderam com movimentos vigorosos quando
tocados por um pincel foram considerados mortos. Para cada concentracdo dos inseticidas
foram testadas 4 repeticGes com 25 percevejos adultos por concentragdo de cada inseticida. Os
percevejos foram separados e distribuidos em recipientes plasticos de 100 mL, previamente
identificados de acordo com o tratamento. Apos a aplicacéo os percevejos foram mantidos nos

mesmaos recipientes plasticos com alimento (vagem de feijao) e papel filtro umedecido.
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Figura 2 — A) Ingredientes da dieta artificial; B) Mistura no liquidificador; C) Preparo das

capsulas com a o0 molde e a prensa acoplada a bomba de vacuo; D) Capsulas contendo dieta
artificial ja seladas; E) Céapsulas prontas contendo deita artificial; F) Euschistus heros se

alimentando na capsula de dieta artificial.

3.4.3 Contato tarsal

O método de bioensaio de contato tarsal foi realizado por meio do vial test. Foram
utilizados 5 a 9 concentragdes dos produtos técnicos thiamethoxam, imidacloprid e lambda-
cyhalothrin diluidos em acetona (pureza de 99,5%; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil) e
para o tratamento controle foi utilizado acetona, sendo adicionado em frascos de vidro (20 mL)
a quantidade de 500 uL. de cada concentracdo, sendo distribuido uniformemente em toda a area
interna, girando-os & temperatura ambiente, com auxilio de um agitador de rolos (Kasvi, modelo
K45-8010) até a acetona ser completamente evaporada, conforme indicado pelo Método 030
do IRAC (SNODGRASS, 1996; SOSA-GOMEZ et al., 2001; WILLRICH et al., 2003;
SNODGRASS et al., 2005; NIELSEN et al., 2008; SANTOS et al., 2016; TUELHER et al.,
2017). Apds, foram adicionados dois percevejos cada recipiente, e fechado com um tecido de
voil preso com um elastico, avaliando-se a mortalidade apos 48 horas de continua exposicéo.
Os percevejos que ndo responderam com movimentos vigorosos quando tocados por um pincel
foram considerados mortos. Para cada concentracdo dos inseticidas foram testadas 4 repeticoes

com 25 percevejos adultos por concentracdo de cada inseticida.
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Figura 3 — Percevejos adultos de Euschistus heros alimentando-se nas capsulas de dieta
artificial contendo as concentrac@es de inseticidas, em placa de 24 pogos selada com Parafilm
M®,

3.4.4 Andlise estatistica

Para os trés métodos de bioensaio os dados de concentragdo-resposta foram
submetidos a analise de Probit, utilizando o programa estatistico Polo-PC (LEORA
SOFTWARE, 1987), para estimativa das concentraces letais (CL), seus respectivos intervalos
de confianca (IC 95%) e coeficiente angular. Os dados de mortalidade foram analisados
mediante 0 modelo de complemento log-log (SAS INSTITUTE, 2004).

3.5 Monitoramento da suscetibilidade de populac6es de Euschistus heros a inseticidas
3.5.1 Estimativas da CLso/DLsge CLgg/DLgg

A partir do metodo de bioensaio definido para cada inseticida foi realizado a
caracterizacdo da linha-basica de suscetibilidade da populagéo suscetivel de referéncia de E.
heros aos inseticidas thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin, visando encontrar a
concentracdo diagndstica (CLgeg) para ser utilizada no monitoramento das populacfes de E.
heros coletadas em diferentes regides do Brasil, de acordo com os critérios apresentados por
Roush & Miller (1986) e ffrench-Constant & Roush (1990).
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A caracterizacdo da resisténcia de E. heros a inseticidas foram realizadas em
populagdes coletadas na cultura da soja em diferentes regides do Brasil, nas safras de 2018/2019
e 2019/2020 para definigdo das estimativas CLso/DLso (Tabela 1). Os insetos provenientes do
campo foram mantidos em dieta natural por uma geracdo antes de serem utilizados nos
bioensaios.

Para ambos os estudos foram testadas 5 a 9 concentragdes de cada inseticida, tendo 4
repeticdes com 24 percevejos adultos por concentracdo. Os inseticidas thiamethoxam e
imidacloprid foram preparados a partir dos produtos comerciais diluidos em agua utilizando o
método de bioensaio via ingestdo, conforme descrito no item 3.4.1. O inseticida lambda-
cyhalothrin foi utilizado o produto técnico diluido em acetona utilizando o método de aplicagéo
topica, conforme descrito no item 3.4.2. Nas avaliacbes dos bioensaios foram considerados
mortos os adultos de percevejos que ndo responderam com movimentos vigorosos ao serem
tocados por um pincel.

Para a estimativa da concentracdo diagnostica baseada na ClLgg, 0s dados de
mortalidade foram analisados mediante o modelo de complemento log-log (SAS INSTITUTE,
2004). Os dados de concentracdo-resposta foram submetidos a analise de Probit, utilizando o
programa estatistico Polo-PC (LEORA SOFTWARE, 1987), para estimativa das concentracoes
letais (CL), seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) e coeficiente angular. A razao de
resisténcia (RR) foi estimada mediante a divisdo da CLso da populagéo de campo pela CLsg da

populacdo suscetivel de referéncia, conforme descrito por Robertson et al. (2007).

3.5.2 Monitoramento de Euschistus heros

O monitoramento da suscetibilidade de E. heros a inseticidas foi realizado em
populacdes coletadas na cultura da soja nas safras de 2018/2019; 2019/2020 e 2020/2021
(Tabela 1; Figura 1).

Para os bioensaios de monitoramento foi utilizado o método de bioensaio de ingestéo
para os inseticidas thiamethoxam e imidacloprid, e 0 método de aplicacéo topica para lambda-
cyhalothrin, conforme descrito nos itens 3.4.1 e 3.4.2. As concentragOes diagndsticas usadas no
monitoramento foram baseadas na CLoo/DLog previamente definidas pela linha-basica de
suscetibilidade de E. heros.

O tratamento controle com a populacéo suscetivel de referéncia foi composto por 6
repeticdes de 25 percevejos. Nas avaliagdes dos bioensaios foram considerados mortos 0s
adultos de percevejos que nédo responderam com movimentos vigorosos ao serem tocados por

um pincel. Os dados de porcentagem de sobrevivéncia do monitoramento das populacdes de E.
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heros foram transformadas para arc sen (VX/100) e submetidos & anélise de variancia, ao nivel
de significancia de 0=0.05 (SAS INSTITUTE, 2004).

3.6 Caracterizacao da resisténcia de Euschistus heros a inseticidas
3.6.1 Selecgéo de linhagens de Euschistus heros resistentes a inseticidas

Para obtengédo de uma linhagem de E. heros resistente aos inseticidas thiamethoxam,
imidacloprid e lambda-cyhalothrin, populacdes coletadas em Londrina — PR e Luis Eduardo
Magalhdes — BA na safra agricola 2018/2019 foram submetidas entre sete e oito ciclos de
selecdo com inseticida em condicdes de laboratério, pela técnica de selecdo massal. No inicio
do processo de selecdo foi utilizado uma concentracdo intermediéria entre a CLso € CLgg da
populacdo suscetivel de referéncia (SUS). Os individuos sobreviventes em cada ciclo de selecéo
foram resgatados e criados em dieta natural. A concentracdo do inseticida utilizada na selecédo
foi aumentada no quarto ciclo de selecéo para CLgo da populacéo suscetivel de referéncia, sendo
0,20 pg de i.a./inseto para lambda-cyhalothrin, pelo método de aplicacdo topica, 5,65 e 12,45
pg de i.a./ml de dieta para thiamethoxam e imidacloprid, respectivamente, pelo método de
ingestdo, conforme descrito nos itens 3.4.1 e 3.4.2.

As respostas de concentracdo-mortalidade de E. heros submetidos entre cinco a oito
ciclos de selecdo com os inseticidas thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin em
condicbes de laboratdrio foram realizadas por meio 5-9 concentracdes de cada inseticida, de
acordo com o mesmo delineamento experimental descrito anteriormente. Nas avaliacBes dos
bioensaios foram considerados mortos os adultos de percevejos que ndo responderam com
movimentos vigorosos ao serem tocados por um pincel.

Os dados de concentracdo-resposta foram submetidos a analise de Probit, utilizando o
programa estatistico Polo-PC (LEORA SOFTWARE, 1987), para estimativa das concentracfes
letais (CL), seus respectivos intervalos de confianca (1C 95%) e coeficiente angular. A razao de
resisténcia (RR) foi estimada mediante a divisdo da CLso da populagdo de campo pela CLso da
populacéo suscetivel de referéncia, conforme descrito por Robertson et al. (2007).

3.6.2 Avaliacdo da resisténcia comportamental de Euschistus heros a inseticidas

A avaliacdo da resisténcia comportamental de E. heros foi realizada com as linhagens
suscetivel (SUS) e resistentes a thiamethoxam (THIAM-R, proveniente de Luis Eduardo
Magalhées - BA); imidacloprid (IMIDA-R, proveniente de Luis Eduardo Magalhées - BA), e a
lambda-cyhalothrin  (LAMBDA-R, proveniente de Londrina - PR). O bioensaio de

comportamento foi realizado em arena parcialmente (metade) tratadas com o inseticida e a outra
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metade com o solvente (controle). O controle foi tratado com 2 mL do solvente (acetona),
comparado com agua (Branco). As arenas foram confeccionadas em placas de Petri (15 cm de
diametro), cujo fundo foi recoberto com discos de papel-filtro e as paredes revestidas com
Plastico PVC Transparente (0,40mm) para evitar o escape dos insetos. O disco de papel-filtro
foi considerado tratado quando embebido com 2 mL da solucéo inseticida. A concentragdo do
inseticida apds a evaporacdo do solvente foi correspondente a CLgg de cada inseticida, sendo
de 5,65, 12,45 e 100,98 pg de i.a./ml para thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin
respectivamente. Esta concentracdo nao foi letal aos insetos para o periodo de exposicéo testado
(10 min), como determinado em avaliagdes preliminares. Ambos os discos foram tratados em
capela de exaustdo e deixados para secar por um periodo de 15 a 20 min. A caracteristica
comportamental avaliada foi a permanéncia do inseto e deslocamento entre as areas tratadas e
ndo tratadas. O bioensaio foi realizado em uma sala com iluminacdo artificial, temperatura de
25+3°C e umidade relativa de 60%. Foram utilizados insetos adultos, com idade entre 1 a 5 dias
apos a emergéncia, esses insetos permaneceram nas arenas nao tratadas por 24 horas antes da
conducéo do bioensaio para aclimatacdo com o ambiente. Para a captura dos videos foi utilizada
uma camera acoplada a um computador para avaliacdo dos parametros comportamentais. O
experimento foi inteiramente casualizado com 4 linhagens (SUS, THIAM-R, IMIDA-R e
LAMBDA-R), 3 inseticidas (thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin) com 8
repeticdes cada (1 inseto/repeticdo). A cada repeticdo a arena foi trocada e o lado em que o
inseto foi adicionado a cada repeticdo foi definido aleatoriamente. A caracteristica
comportamental avaliada foi a proporcéo do tempo total de permanéncia (minutos) do individuo
na metade correspondente a cada tratamento na arena. A analise comportamental foi feita pelo
software Tracktor (SRIDHAR, et al., 2018). Os dados referentes a arena parcialmente tratada
(metade tratada e metade controle) foram submetidos a uma andlise de variancia univariada
com comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p < 0.05) (SAS INSTITUTE, 2004).

3.7 Mistura de lambda-cyhalothrin com thiamethoxam no manejo da resisténcia
3.7.1 Efeito da mistura no manejo de Euschistus heros

O estudo foi realizado em condi¢cGes de estufa na unidade experimental da empresa
Pragas.com®, Piracicaba-SP. O efeito de mistura e dos produtos isolados dos inseticidas
lambda-cyhalothrin e thiamethoxam foram realizados a partir do CL2s, CLso, dose comercial,
produto comercial (Engeo Pleno) e o Controle (agua) da linhagem suscetivel e na resistente a
thiamethoxam (THIAM-R). Os tratamentos e as respectivas concentragdes/doses estdo

descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Tratamentos utilizados e suas respectivas concentragdes para avaliacdo da mistura

de inseticidas no manejo da resisténcia de Euschistus heros.

Linhagens  Tratamentos Inseticidas Concentracdo (ug i.a/ml)
lambda-cyhalothrin 4.01
ClLzs Thiamethoxam 1.42
lambda-cyhalothrin + Thiamethoxam 4.01+1.42
lambda-cyhalothrin 7.8
Suscetivel CLso Thiamethoxam 1.93
lambda-cyhalothrin + Thiamethoxam 7.80+1.93
lambda-cyhalothrin 21.2
Dose comercial Thiamethoxam 28.2
lambda-cyhalothrin + Thiamethoxam 21.2 +28.2
- Engeo Pleno 21.2 +28.2
- Controle -
lambda-cyhalothrin 19.7
ClLzs Thiamethoxam 34.15
lambda-cyhalothrin + Thiamethoxam 19.70 + 34.15
lambda-cyhalothrin 39.52
CLso Thiamethoxam 70.33
THIAM-R lambda-cyhalothrin + Thiamethoxam 39.52 + 70.33
lambda-cyhalothrin 21.2
Dose comercial Thiamethoxam 28.2
lambda-cyhalothrin + Thiamethoxam 21.2 +28.2
- Engeo Pleno 21.2 +28.2
- Controle -

As plantas de soja convencional (variedade MSOY5942) foram cultivadas em vasos
com 5 litros de volume, sendo conduzido duas plantas por vaso e usadas para 0 experimento
em estagio reprodutivo da soja (R1). As pulverizacbes dos tratamentos foram realizadas com
um pulverizador costal pressurizado com gas carbdnico, calibrado para uma pulverizacdo média
de 100L/ha. O tratamento controle foi pulverizado apenas com agua. Foram avaliados 22
tratamentos, usando as concentragdes CL2s, CLso, dose comercial, produto comercial (Engeo
Pleno) e o controle (4gua) (Tabela 3). Cada tratamento teve 6 repetigdes, com 25 percevejos
adultos por repeticdo. A mortalidade foi avaliada até 10 dias ap0s da aplicacdo. O delineamento
estatistico foi em blocos com parcelas casualizadas. A analise estatistica dos dados percentuais
de mortalidade da mistura, foram transformados para arc sen (NX/100) e submetidos & analise

de variancia, ao nivel de significancia de 0=0.05 (SAS INSTITUTE, 2004).
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3.7.2 Efeito residual de inseticidas no controle de Euschistus heros

Para o efeito residual foram avaliado dois inseticidas e a mistura de thiamethoxam e
lambda-cyhalothrin em trés linhagens de E. heros, sendo uma a linhagem suscetivel (SUS),
uma resistente ao thiamethoxam (THIAM-R) e uma resistente a lambda-cyhalothrin
(LAMBDA-R), que se originaram a partir de populac6es de Luis Eduardo Magalhdes — BA e
Londrina — PR, respectivamente, coletadas na safra agricola 2018/2019 submetidas entre sete e
oito ciclos de selecdo com inseticida em condicdes de laboratério, pela técnica de selecdo
massal.

O ensaio foi instalado em casa de vegetacdo na unidade experimental da empresa
Pragas.com®, Piracicaba-SP. Para o plantio da soja convencional (variedade MSOY5942),
utilizou-se vasos pléasticos de 5 litros de volume, com solo, sendo plantado 4 sementes cada
vaso a uma profundidade de aproximadamente 2 cm. Apds a emergéncia e estabelecimento do
estadio de desenvolvimento V2, duas plantas foram retiradas, sendo conduzido apenas duas
plantas para o ensaio. O experimento foi conduzido no estadio de desenvolvimento vegetativo
da soja (\V6). As pulverizacdes dos tratamentos foram realizadas com um pulverizador costal
pressurizado com gas carbonico, calibrado para uma pulveriza¢do média de 100L/ha.

Foram avaliados tratamentos usando os inseticidas comerciais lambda-cyhalothrin na
dose 21.2 g de i.a./ha, thiamethoxam na dose 28.2 g i.a./ha e a mistura de thiamethoxam 28.2 g
i.a./ha + lambda-cyhalothrin 21.2 g i.a./ha em trés popula¢des de E. heros, além do controle de
cada populacdo onde foi aplicado agua. O delineamento estatistico foi em blocos com parcelas
casualizadas, em que cada tratamento constou de 16 vasos, divididas em 4 blocos com 4 plantas.
Foi colocado 10 percevejos adultos por vaso. As infestacfes com os percevejos foram realizadas
1, 3, 6 e 12 dias ap0s a pulverizacdo (DAP). As avaliacdes de mortalidade foram 1, 3, 6,9 e 12
dias apds a infestacdo (DAI).

A andlise estatistica dos dados percentuais de mortalidade, foram transformados para
arc sen (VX/100) e submetidos a analise de variancia, ao nivel de significancia de 0=0.05 (SAS

INSTITUTE, 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Métodos de bioensaios

Para os inseticidas neonicotinoides thiamethoxam e imidacloprid, com acéo sistémica,
o melhor método foi de ingestdo via dieta artificial liquida encapsulada. Ja o inseticida
piretroide lambda-cyhalothrin que apresenta acao de contato, teve um melhor resultado quando
testado por aplicacéo topica (Tabela 4).

O bioensaio de ingestdo com o inseticida thiamethoxam incorporado em dieta artificial
liquida apresentou maior coeficiente angular (4.99£0.54) em relacdo aos métodos de aplicacéo
topica (3.98+0.33) e contato tarsal (2.11+0.13). Um alto valor de coeficiente angular
proporciona uma curva de concentracdo-mortalidade mais inclinada, o que facilita a
discriminacdo entre individuos suscetivel e resistente em programas de monitoramento de
resisténcia. Outros fatores que contribuem para a escolha do método de ingestéo para detec¢édo
e monitoramento de resisténcia de E. heros para inseticidas sistémicos, no caso do
thiamethoxam foram o menor intervalo de confianca nas estimativas de CLso € CLgo, além do
¥? adequado, ajustando-se ao modelo de Probit (Tabelas 4).

A mesma tendéncia dos resultados obtidos para o inseticida thiamethoxam foi observado
para o imidacloprid, ou seja, verificou-se um maior coeficiente angular quando avaliado pelo
método de ingestdo (3.53+0.26) em relacdo aos métodos de aplicacdo topica e contato tarsal.
Além disso, o inseticida imidacloprid avaliado pelo método de ingestéo teve o menor intervalo
de confianga nas estimativas de CLso e CLgo, um ¥ adequado, ajustando-se mais precisamente
ao modelo de Probit (Tabela 4).

Para o inseticida lambda-cyhalothrin, o bioensaio de aplicagdo topica se mostrou mais
adequado para avaliar suscetibilidade de E. heros. Pelos resultados de Probit apresentados na
Tabela 4, verifica-se que o coeficiente angular da curva de concentracdo-mortalidade é maior
guando os insetos sdo submetidos ao método de aplicacdo topica (3.62+0.26) em relacdo aos
métodos de ingestdo e contato tarsal. O método de aplicacdo topica proporcionou um y?
adequado, ajustando-se mais precisamente ao modelo de Probit (Tabela 4).

Um dos principais objetivos em programas de monitoramento da resisténcia é definir
um método de bioensaio que permita maior discriminagcdo entre as linhagens suscetiveis e
resistentes da praga (DENNEHY et al., 1983; FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990), um
alto coeficiente angular permite maximizar as diferencas entre individuos suscetiveis e
resistentes, e, portanto, o maior valor do coeficiente angular € um dos parametros para a escolha
do melhor método de bioensaio para avaliagdo (DENNEHY et al., 1993). Além disso, um alto

coeficiente angular permite identificar a progressdo da resisténcia e a variacdo genotipica na
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tolerancia a um inseticida (HOSKINS; GORDON, 1956). Portanto, o elevado valor do
coeficiente angular do método de ingestdo para thiamethoxam e imidacloprid e de aplicacdo
topica para lambda-cyhalothrin, proporcionaram maior inclinacdo da linha de
concetracao/dose-resposta de E. heros favorecendo a escolha do melhor método de bioensaio
para avaliacdo de cada inseticida, além de indicar uma maior atividade inseticida e maior

homogeneidade genotipica das populages testadas (Figura 4).

Tabela 4 — Respostas de concentragdo-mortalidade de Euschistus heros aos inseticidas
thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin pelos métodos de ingestdo (pg i.a./ml),

aplicacéo topica (ug i.a./inseto) e contato tarsal (ug i.a./cm?).

Coeficiente

CLso/DLso

CLoo/DLgo

Inseticida  Método " angular ((EP)®  (IC£95%)°  (IC+9500) X (@F9) P
Ingestio 672 4.99 (+0.54) (1];'?3.16) (2.93'?3.39) 3.19(4) 05271
thiamethoxam Aplicacdo topica 700  3.98 (+0.33) (0.0%92(; 03 (0.05%955068) 2.62(4) 0.0203
Contato tarsal 800  2.11(x0.13) (0.1604.1—9(?235) (0.61(27—915.114) 5.05(5) 0.0004
Ingestio 672 3.53 (0.26) (22;'_7226) (5.02'?’2.59) 4.89(4) 0.2982
imidacloprid  Aplicagio topica 700 3.36 (+0.27) (0_02%92(?036) (0.05%965115) 8.04(4) 0.0032
Contatotarsal 800  2.29 (+0.15) (0.26(2?15377) (0.88121-318.591) 5.26(5) 0.0001
Ingestio 768 2.56 (+0.17) (14.8177;825149) (4&9526;5739.33) 6.19(5) 0.0005
CJﬁg‘lgfﬁhn Aplicacio tépica 800  3.62 (£0.26) (0_04%945050) (0.09%1_004_122) 2.42(5) 0.7878
Contatotarsal 800  2.50 (+0.17) 0.169 0549 525(5) 0.0043

(0.143 - 0.199)

(0.436 - 0.745)

2 NOmero total de insetos testados. °Valores representam as médias *+ EP. °ClLso/DLsp e Clgo/DLoo:
concentragdo/dose letal dos inseticidas que mata 50% e 90% dos insetos, respectivamente. “Graus de liberdade.
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Figura 4 — Linhas de concentracao/dose-resposta de Euschistus heros (populacao suscetivel de
referéncia) exposto a thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin em diferentes métodos

de bioensaios - ingestdo, aplicagdo topica e contato tarsal.
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Observando-se os limites do intervalo de confianga (95%) das CLso, pode-se considerar
que os bioensaios selecionados, ingestdo para inseticidas com acgdo sistémica (thiamethoxam e
imidacloprid) e aplicacéo topica para inseticidas com acdo de contato (lambda-cyhalothrin) séo
de alta precisdo, uma vez que, o intervalo de confianca (95%) das populacGes estudadas nédo
ultrapassou duas vezes o valor da CLso determinada (NAVON; ASCHER, 2000).

O método de ingestdo proposto € um método realistico para inseticidas de agdo
sistémica, principalmente para o grupo dos neonicotinoides, facil, pratico e pode ser
reproduzido facilmente. As maiores contribui¢6es deste método € a simulagédo da acdo sistémica
dos inseticidas e permitir a alimentacdo por succdo dos percevejos. O desenvolvimento de
estratégias de manejo da resisténcia requer a existéncia de um método de bioensaio simples e
confiavel que pode fornecer dados de dose-resposta adequados para analise estatistica e um
método que permitird a deteccdo de niveis baixos ou frequéncias de resisténcia (THIND;
MUGGLETON, 1998). Aléem disso, a capsula contendo a dieta artificial liquida para o método
de ingestdo possui caracteristicas termoplastica a base de ceras de parafina, flexivel, inodoro,
moldavel, maleavel, translucido, incolor, de fécil corte, ndo toxico aos insetos e de facil
perfuracdo pelo aparelho bucal dos percevejos.

Os métodos atualmente utilizados para detectar e monitorar resisténcia de percevejos
sdo bioensaios de mergulho das vagens de feijdo em solugdo com o inseticida, aplicacdo topica
e de contato tarsal pelo vial test, que se baseiam no contato direto do inseto com o produto,
atraves da aplicacdo sobre o tegumento do inseto, no caso de aplicacdo topica, ou pelo contato
tarsal do percevejo em um recipiente impregnado com inseticida (SNODGRASS, 1996; SOSA-
GOMEZ et al., 2001; WILLRICH et al., 2003; SNODGRASS et al., 2005; NIELSEN et al.,
2008; SOSA-GOMEZ et al., 2009; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010; TAKEUCHI; ENDO, 2012;
IRAC, 2020). No entanto, os métodos de aplicacdo tdpica e de contato tarsal ndo sdo
representativos para o principal grupo de inseticidas utilizados para o controle de insetos
sugadores, 0s neonicotinoides, além de serem dependentes no caso do bioensaio de mergulho,
da aquisicdo de vagens de feijdo, podendo ter variacdo quanto a variedade, estdgio de
maturacgdo, qualidade e disponibilidade deste produto para os bioensaios. Portanto, ter métodos
realisticos e que podem ser repetidos independentemente do local, época do ano e operador séo
essenciais em programas de IPM e IRM.

Os métodos de bioensaios atuais ndo tem detectado resisténcia de E. heros a inseticidas,
porém fracassos de controle tém sido relatados. No Brasil, foram detectadas falhas de controle
de E. heros aos inseticidas beta-cyfluthrin, bifenthrin, lambda-cyhalotrin (piretroide) e
imidacloprid (neonicotinode) (GUEDES, 2017; TUELHER et al., 2018; SOMAVILLA, et al.,
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2019; 2020), além de inumeros relatos de agricultores tendo problemas no controle dessa
espécie em lavouras de soja. Até o presente momento, foram registrados casos de resisténcia
do percevejo marrom, E. heros aos inseticidas endosulfan (ciclodieno) e monocrotofos,
detectado pelo método de contato tarsal e ao inseticida metamidofos (organofosforados),
detectado pelo método de aplicagdo topica (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-GOMEZ;
SILVA, 2010).

4.2 Linha-basica de suscetibilidade de Euschistus heros a inseticidas

Usando os dados de mortalidade da populagdo suscetivel de referéncia de E. heros,
estimamos os valores de CL/DLgg, que s&o sugeridos como doses diagnosticas para programas
de monitoramento de resisténcia. Os resultados obtidos forneceram subsidios para a escolha de
concentracdes diagnosticas de acordo com os critérios apresentados por Roush & Miller (1986)
e ffrench-Constant & Roush (1990), onde a concentracdo diagndstica deve matar 99% da
populacédo suscetivel. De acordo com essas analises, a estimativa os valores de CL/DLgg para
cada inseticida e método correspondente foram: thiamethoxam 5.65 (IC 4.47-8.03) ug de i.a./ml
de dieta artificial, pelo método de ingestdo, imidacloprid 12.45 (IC 10.03-16.47) g de i.a./ml
de dieta artificial, pelo método de bioensaio de ingestdo e para lambda-cyhalothrin 0.20 (IC
0.16-0.26) ug de i.a./inseto, pelo método de aplicacdo topica (Tabela 5).

Tabela 5 — Estimativas da CLos/DLgg da populacéo suscetivel de referéncia de Euschistus heros

aos inseticidas thiamethoxam (ug i.a./ml), imidacloprid (ug i.a./ml) e lambda-cyhalothrin (ug

i.a./inseto).
. ) Coeficiente CLoo/DLgg
a 2d e
Inseticida Método n angular (+EP)° (IC + 95%)° X g.l
. x 5.65
thiamethoxam Ingestéo 672 4.99 (x0.54) (4.47 - 8.03) 3.18 4
. . ~ 12.45
imidacloprid Ingestéo 672 3.53 (+0.26) (10.03 - 16.47) 4.89 4
. C 0.20
lambda-cyhalothrin ~ Aplicacdo tépica 800 3.62 (+0.26) (0.16 - 0.26) 242 5

2 Nimero total de insetos testados. ®Valores representam as médias + EP. °CLgo/DLgo: concentragio/dose letal dos
inseticidas que mata 99% dos insetos. Qui quadrado. *Graus de liberdade.
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4.3 Monitoramento da suscetibilidade de Euschistus heros a inseticidas
4.3.1 Estimativas da CLso/DLso

As populacbes de E. heros provenientes de coletas em diferentes regides do Brasil
apresentaram alta variagdo na CLso/DLsgp e na razdo de resisténcia a thiamethoxam,
imidacloprid e lambda-cyhalothrin (Tabelas 6 e 7).

As populagdes de E. heros provenientes do campo foram altamente variaveis em relagdo
a suscetibilidade lambda-cyhalothrin, sendo que para esse inseticida 0 método utilizado foi
aplicagdo topica, apresentando valores da DLso entre 0.026 (populagdo suscetivel) a 1.054
(populagdo de Luis Eduardo Magalhdes) g i.a./inseto, representando uma razao de resisténcia
de ~ 40 vezes. Outras populacGes apresentaram razdo de resisténcia alta para lambda-
cyhalothrin, sendo 21.19 vezes (Ndao me Toque-RS), 28.11 vezes (Londrina) e 20.04 vezes
(Primavera do Leste) (Tabela 6).

Usando o método de bioensaio de ingestdo, as respostas de concentracdo-mortalidade
para thiamethoxam apresentaram alta variacdo entre as populacdes testadas, sendo que 0s
valores da CLso ficaram entre 1.79 (populacdo SUS) a 39.52 (populacdo de Luis Eduardo
Magalhaes) pg i.a./ml de dieta artificial. A razdo de resisténcia variou entre 1.62 a 22.08 vezes
para as populacdes de Uberlandia e Luis Eduardo Magalhaes, respectivamente (Tabela 7).

Para o inseticida imidacloprid, também utilizando o método de bioensaio de ingestdo,
os valores da CLso variaram de 2.68 (populagcdo SUS) a 60.73 (populacdo de Luis Eduardo
Magalhaes) pg i.a./ml de dieta artificial. A razdo de resisténcia variou entre 1.64 a 21.92 vezes

para as populac6es de Buri e Luis Eduardo Magalhaes, respectivamente (Tabela 7).

Tabela 6 — Respostas de dose-mortalidade (DL; pg a.i./insect) de populagdes de Euschistus
heros expostos ao inseticida lambda-cyhalothrin pelo método de bioensaio por aplicacéo topica.

Coeficiente 2

A a 0, c d e
Populages Safra n angular (+EP)? DLso (95% IC) ¥ gl% RRso

lambda-cyhalothrin

Suscetivel de referéncia 800 3.23(x0.20) 0.026(0.023-0.029) 356 5 -

Buri - SP 700 2.78(+£0.17) 0.135(0.116-0.158) 6.46 5 5.19
N&o me Toque - RS 800 390(x0.24) 0.551(0.488-0.620) 824 6 21.19
Londrina - PR 560 3.20(x0.24) 0.731(0.621-0.773) 299 5 2811
Cristalina - GO 201912020 490 3.22(+0.25) 0.291(0.259-0.326) 483 5 11.19
Primavera do Leste - MT 560 2.89(x0.21) 0.521(0.445-0.611) 557 5 20.04
Uberlandia - MG 560 2.95(%+0.21) 0.132(0.118-0.147) 3.76 5 5.08
Luis Eduardo Magalhdes - BA 432 231(%£0.19) 1.054(0.831-1.366) 4.44 4 40.54

3 NUmero total de insetos testados. "Valores representam as médias + EP. °DLso: dose letal dos inseticidas que mata
50% dos insetos. “Qui quadrado. *Graus de liberdade. 'Raz&o de resisténcia.
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Tabela 7 — Respostas de concentragdo-mortalidade (CL; ug i.a./ml) de populag¢des de Euschistus
heros expostos aos inseticidas thiamethoxam e imidacloprid pelo método de bioensaio por

ingestao.

Populagdes na an%ﬁ?:rd(irg;)b Clso (95% IC) 22 gl¢ RRss
Thiamethoxam

Suscetivel de referéncia 864 2.88(x0.17) 1.79 (1.63 - 1.98) 437 6 -
Cesério Lange - SP 432 2.49 (+0.23) 453(3.99-512) 043 4 253
Buri - SP 648 2.39(£0.16) 5.27 (4.32 - 6.47) 899 6 2.94
Santo Angelo - RS 336 2.75(%0.27) 436(3.35-558) 401 4 2.44
Londrina - PR 768 1.68(+0.13) 14.27(1151-1857) 513 5 7.97
Rio Verde - GO 504 2.87(£0.23) 3.09 (2.68 - 3.56) 320 4 1.73
Canarana - MT 504 2.69(0.22) 2.80 (2.40 - 3.24) 351 4 1.56
Santa Barbara do Oeste - SP 671 243(x0.17) 3.51 (3.06 - 4.00) 275 4 1.96
Luis Eduardo Magalhdes - BA 384 2.03(x0.25) 19.20(15.51-2537) 346 4 10.73
Buri - SP 432 2.75(%0.22) 4.67 (4.04 - 5.38) 188 4 2.61
N&o me Toque - RS 288  2.55(+0.25) 415(3.44-497) 101 4 232
Londrina - PR 504 1.96(x0.14) 25.15(18.94-3358) 8.18 5 14.05
Cristalina - GO 420 2.69(x0.21) 3.17 (2.72 - 3.67) 184 4 1.77
Uberlandia - MG 432 2.45(%0.20) 2.90 (2.46 - 3.38) 269 4 1.62
Lucas do Rio Verde - MT 576 2.21(x0.15) 3.79 (3.28 - 4.35) 180 4 2.12
Luis Eduardo Magalhdes - BA 504 2.23(x0.16) 39.52(33.84-46.15) 349 5 22.08
Imidacloprid

Suscetivel de referéncia 576 3.27(x0.22) 2.77 (2.37 - 3.20) 492 4 -
Cesario Lange - SP 360 3.40(+0.34) 967(5.96-13.65) 7.12 4 3.49
Buri - SP 504 3.31(%0.27) 4.59 (3.64 -5.69) 554 4 1.66
Santo Angelo - RS 336 2.59 (+0.25) 480(3.99-573) 130 4 1.73
Londrina - PR 504 2.41(+0.19) 15.36(12.00-19.90) 7.80 5 5.55
Rio Verde - GO 504 2.78 (+0.23) 5.53 (4.79 - 6.34) 267 4 2.00
Canarana - MT 504 2.84(+0.23) 5.46 (4.74 - 6.26) 288 4 1.97
Santa Béarbara do Oeste - SP 504 3.44(+0.34) 954 (7.47-1222) 730 4 3.44
Uberlandia - MG 648 249(%£0.18) 15.19(12.66-18.58) 8.20 6 5.48
Buri - SP 420 3.10(x0.25) 4,55 (3.97 -5.19) 199 4 1.64
N&o me Toque - RS 288  2.62 (+0.25) 473(394-564) 135 4 171
Londrina - PR 504 2.32(x0.17) 28.97(2251-37.09) 751 5 10.46
Cristalina - GO 432 2.69(%0.22) 5.43 (4.69 - 6.25) 099 14 1.96
Lucas do Rio Verde - MT 420 2.66 (£0.21) 5.27 (4.56 - 6.08) 084 4 1.90
Primavera do Leste - MT 504 3.05(%0.25) 20.41(16.36-25.80) 7.94 5 7.37
Uberlandia - MG 600 2.68 (£0.19) 17.62 (13.67- 23.13) 8.78 4 6.36
Luis Eduardo Magalhées - BA 432 249(%£0.20) 60.73(52.27-70.39) 235 4 2192

2 Numero total de insetos testados. PValores representam as médias + EP. °CLso: concentrago letal dos inseticidas
que mata 50% dos insetos. “Qui quadrado. ¢Graus de liberdade. ‘Raz4o de resisténcia.
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E comum ocorrer variagdo na suscetibilidade a inseticidas entre populacdes observado
em espécies distintas de pragas (ROBERTSON et al., 1995). Da perspectiva do manejo de
resisténcia, mesmo um pequeno nivel variagdo na suscetibilidade ¢ uma indicacdo do potencial
para selecdo de resisténcia (CARRIERE et al., 2010). O nimero limitado de inseticidas que
podem ser usados contra percevejos significa que esses insetos sdo mais expostos aos mesmos
ingredientes ativos. Isso pode causar futuras falhas de controle, que podem ser atribuidas a
resisténcia (GUEDES, 2017).

E possivel verificar um aumento na razao de resisténcia de algumas populagdes ao longo
das duas safras avaliadas, isso se deve provavelmente a presséo de selecdo pela aplicacdo de
inseticidas com o0 mesmo ingrediente ativo no controle de varias espécies de insetos-praga
durante todo o ciclo das culturas. As diferencas significativas na resposta das populacdes
coletadas no Parana e na Bahia nas diferentes safras avaliadas indicam uma possivel existéncia
de contrastes no regime de uso de inseticidas entre estas regides, sendo muito mais elevado que
outras regides do Brasil. No entanto, 0 manejo das culturas e a situagdo ecoldgica nestas
localidades sdo conhecidamente distintos. A agricultura da regido de Londrina — PR é
predominantemente plantados soja e milho, possui um clima ameno no inverno e quente no
verdo, fazendo com que os percevejos entrem numa espécie de diapausa no inverno, ficando
por meses abrigado na palhada, podendo inclusive se alimentar de plantas daninhas existentes
ou soja tiguera nos periodos da entressafra (SOSA-GOMEZ et al., 2019). Em contrapartida, a
agricultura na regido de Luis Eduardo Magalhdes — BA, € reconhecida como um polo de
agricultura irrigada e de elevado desempenho, tanto na cultura da soja como na cultura do
milho. Além disso, nestas regiGes irrigadas do Oeste da Bahia, hd& uma menor possibilidade de
refugios com hospedeiros alternativos uma vez que as areas agricolas sdo concentradas no
espaco e se sucedem durante o ano agricola. O que se assemelha entre as duas regifes é a
quantidade de aplicacdes com produtos quimicos para controle de pragas, entre 8 a 12
aplicagdes por cultura somente para pragas agricolas (BUENO et al., 2015; CONTE et al., 2018;
KLEFFMANN, 2021). Na regido de Londrina — PR 0 produto quimico mais utilizado para
controle de percevejos em soja € uma mistura comercial de lambda-cyhalothrin com
thiamethoxam e na regido de Luis Eduardo Magalhdes — BA é utilizado para controle de
percevejos em soja imidacloprid, thiamethoxam e a mistura comercial de lambda-cyhalothrin
com thiamethoxam.

Do ponto de vista de um programa de manejo integrado de pragas, as técnicas adotadas
para controle do E. heros ndo etendem os pré requisitos manejo de resisténcia que une esforgos

inter e multidisciplinares com o objetivo de prevenir, retardar ou reverter a evolucdo da
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resisténcia de pragas a pesticidas. O uso continuado dos mesmos ingredientes ativos, somado a
misturas podem gerar consequéncias da resisténcia muito drésticas, como a perda da eficiéncia
de um produto leva a um aumento da dose ou da frequéncia de aplicagdo de um produto
(aumenta a quantidade do produto no ambiente e a exposicdo dos organismos a ele), pode
provocar o uso de misturas (que pode ser a melhor solugdo ou o pior problema), uso
indiscriminado, troca de produtos por outros mais toxicos (normalmente mais caros), o que leva
a problemas com o manejo integrado de pragas (ecologicos/ambientais, econémicos — aumento

de custo — e sociais — intoxicagdo, contaminacao, etc.).

4.3.2 Monitoramento de Euschistus heros

As populaces de E. heros provenientes de coletas em diferentes regides do Brasil entre
2018 a 2021 apresentaram alta variacdo da mortalidade na dose diagnostica (CLgg) de E. heros
a thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin (Figura 5). Quando as populacdes de E.
heros foram expostas ao inseticida thiamethoxam na dose diagndstica 5.65 pg de i.a./ml de
dieta artificial a mortalidade variou entre as populacdes, ficando entre 47.2 a 100.0% na safra
2018/2019, 54.2 a 100.0% na safra 2019/2020 e 41.4 a 100.0% na safra 2020/2021. Houve uma
diminuicdo da suscetibilidade da maioria das populagdes entre a safra de 2018 e 2021, que foi
constatada pela reducdo no percentual de mortalidade dos percevejos, ocasionando maior
sobrevivéncia dos insetos na concentragdo diagnostica de monitoramento (Figura 5A).

O inseticida imidacloprid na concentracdo diagnostica de 12.45 ug de i.a./ml de dieta
artificial apresentou mortalidade dos percevejos entre 45.5 e 100.0%, para populacdes
provenientes do campo na safra 2018/2019, entre 49.1 e 100.0% na safra 2019/2020 e entre
42.5 e 100.0%, na safra 2020/2021. O percentual de mortalidade entre as populagdes das trés
safras de soja avaliadas foi reduzindo, demonstrando aumento da sobrevivéncia de E. heros no
campo (Figura 5B).

Para o inseticida lambda-cyhalothrin a mortalidade de percevejos na concentracao
diagnostica de 0.20 pg de i.a./inseto variou entre as populacdes provenientes do campo ficando
entre 45.3 a 100.0% na safra 2019/2020 e 43.8 a 100.0% na safra 2020/2021 (Figura 5C). Assim
como, no monitoramento com thiamethoxam e imidacloprid, o percentual de mortalidade de E.
heros usando o inseticida lambda-cyhalothrin reduziu entre as populacdes nas trés safras de

soja avaliadas, demonstrando um aumento da sobrevivéncia de percevejos no campo.
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Figura 5 — Percentual de mortalidade de Euschistus heros exposto a dose diagnoéstica de (A)
thiamethoxam (5.65 ul de i.a./ml) em bioensaio de ingestdo; (B) imidacloprid (12.45 pg of
a.i./mL) em bioensaio de ingestdo; (C) lambda-cyhalothrin (0.20 pg de i.a./inseto) em
bioensaios de aplicacdo topica nas safras entre 2018 a 2021.
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Estudos de monitoramento realizados com E. heros no Brasil usando o método de
bioensaio por aplicacdo topica mostrou as mortalidades entre 55.3 a 73.3% para acephate
(populacdo de Cascavel, Maringa e Ubiratd, PR e Rio Verde, GO), 80.0% para thiamethoxam
(populacdo de Rio Verde - GO), 70.7 % para bifenthrin (populacdo de Maringa - PR) e 86.0%
para lambda-cyhalothrin (populagdo de Tupaciretd, RS) (SOMAVILLA et al., 2020). Esses
dados diferem dos resultados obtidos, para os inseticidas thiamethoxam e lambda-cyhalothrin
em que a mortalidade do monitoramento de E. heros ficou entre 47.2 a 67.5% para
thiamethoxam e 45.3 a 70.4% para lambda-cyhalothrin (para populacdes de Cesério Lange, SP,
Luis Eduardo Magalhées e Sdo Desidério, BA, Londrina e Rolandia, PR), possivelmente pela
diferenga do método de bioensaio utilizado para thiamethoxam, j& que 0 método de ingestdo se
assemelha mais com a situacdo do campo e pelas populagdes utilizadas serem de regides com

maior pressdo de selecdo pela elevada producéo agricola regional.

4.4 Caracterizacao da resisténcia de Euschistus heros a inseticidas
4.4.1 Selecdo de populacdes de Euschistus heros resistentes a inseticidas

Na selecdo e caracterizagdo da populacdo de E. heros resistente thiamethoxam
(THIAM-R) a CLso estimada para a populacéo apos 8 ciclos de selecao foi de 118.66 ug de
thiamethoxam/ml, com coeficiente angular (+ erro padrio) de 2.03 (20.14), x> de 5.33 (graus
de liberdade: 6) com uma razdo de resisténcia de 66.29 vezes (Tabela 8; Figura 6A). O teste de
paralelismo e igualdade das linhas de concentracao-resposta estimada pela analise de Probit
mostrou que o coeficiente angular da linhagem suscetivel (2.88+0.17) foi significativamente
maior que o da resistente para thiamethoxam (2.03+0.14) (Tabela 8). Segundo alguns autores,
o coeficiente angular relaciona-se a homogeneidade da populacdo (HOSKINS; GORDON,
1956), portanto, o maior coeficiente angular da populacdo suscetivel esta provavelmente
relacionado a sua maior homogeneidade. Houve sobreposicdo das linhas de concentracéo-
resposta ao inseticida thiamethoxam (THIAM-R) e dessa forma, ndo é possivel determinar uma
concentracdo discriminatoria, porém é possivel notar um aumento da razéo de resisténcia entre
0 quinto e oitavo ciclo de selecdo o que pode ser um indicativo para chegar na concentracdo
discriminatoria para usar em programas de monitoramento de E. heros. A concentragéo de 5.65
pg de i.a./ml foi mantida como a concentracdo diagnostica, esta concentragdo ocasionou uma
mortalidade de aproximadamente 99% da linhagem suscetivel.

Na selecdo e caracterizacdo da populacdo de E. heros resistente imidacloprid (IMIDA-
R) a CLso estimada para a populacdo apos 7 ciclos de selecdo foi de 114.67 ug de
imidacloprid/ml, com coeficiente angular (+ erro padrdo) de 2.12 (+0.15), x> de 4.66 (graus de
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liberdade: 6) com uma razéo de resisténcia de 41.40 vezes (Tabela 8; Figura 6B). O teste de
igualdade e paralelismo das linhas de concentragcdo-resposta mostrou diferenca significativa na
resposta a imidacloprid entre as populac@es resistente e suscetivel. Os coeficientes angulares
estimados para a populacdo SUS e IMIDA-R foram significativamente diferentes. O maior
coeficiente angular estimado para a populacdo SUS foi provavelmente relacionado a sua maior
homogeneidade. Houve sobreposi¢do entre os valores das linhas de concentragdo-resposta a
imidacloprid estimadas para a populacdo SUS e IMIDA-R. Logo, ndo foi possivel o
estabelecimento de concentra¢des discriminatorias, porém o aumento da razdo de resisténcia
entre o quinto e o sétimo ciclo de selecdo mostram que pode ter um refinamento de trabalhos
futuros de monitoramento da suscetibilidade de E. heros a imidacloprid usando a concentragdo
discriminatoria.

A DLso estimada para a populacdo LAMBDA-R ap0s 7 ciclos de selecdo foi de 1.152
ug de lambda-cyhalothrin/inseto, com coeficiente angular (+ erro padrdo) de 2.67 (x0.20), %
de 9.07 (graus de liberdade: 5) com uma razéo de resisténcia de 44.31 vezes (Tabela 8; Figura
6C). O teste de igualdade e pararelismo das linhas de concentracao-resposta mostrou diferenca
significativa na resposta a lambda-cyhalothrin entre as populacdes resistente e suscetivel.
Houve sobreposicéo entre os valores das linhas de concentracdo-resposta a lambda-cyhalothrin
estimadas para a populacdo SUS e LAMBDA-R, ndo sendo possivel estabelecer ainda
concentracdes discriminatorias para monitoramento da suscetibilidade de E. heros a lambda-
cyhalothrin.

O controle quimico é o manejo mais utilizado no combate do percevejo E. heros em soja
no Brasil, porém a sustentabilidade dos inseticidas depende da auséncia ou escassez de
populagdes resistentes. No entanto, nossos estudos mostram que populagGes de E. heros
respondem a selecdo para resisténcia aos inseticidas thiamethoxam, imidacloprid e lambda-
cyhalotrin. Apds oito ciclos de selecdo a populacdo THIAM-R, apresentou razdo de resisténcia
de 66.29 vezes para thiamethoxam, a populacdo IMIDA-R ap6s 7 ciclos de selecdo teve razao
de resisténcia de 41.40 vezes, para imidacloprid e a populagdo LAMBDA-R apresentou razdo
de resisténcia de 44.31 vezes, apos sete ciclos de sele¢cdo com o inseticida lambda-cyhalothrin.
Esses dados corroboram com os dados obtidos por Castellanos et al. (2018), onde apds seis
geracdes de selecédo de E. heros, os niveis de resisténcia foram de 13.5 vezes, para o inseticida
imidacloprid, indicando que praticas de manejo sdo urgentemente necessarias para atrasar a

ocorréncia de populages resistentes a inseticidas no campo.
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Tabela 8 — Respostas de concentragdo-mortalidade de populagdes de Euschistus heros aos
inseticidas thiamethoxam (pg i.a./ml), imidacloprid (ug i.a./ml) e lambda-cyhalothrin (ug
i.a./inseto), submetidos entre cinco a oito ciclos de selecdo com inseticida em condicdes de

laboratério, pela técnica de selecdo massal.

Coeficiente CLso/DLso 2d

3 a e f
Populacao n angular (+EPY) (IC + 95%)° X g.l RRso
Thiamethoxam

1.79
SUS 864 2.88 (+0.17) (1.63 - 1.98) 4.37 6
39.52
BA13 576 2.23 (+0.16) (33.84 - 46.15) 3.49 5 22.08
74.64
THIAM-R (5 ciclos) 432 1.98 (+0.18) (56.83 - 99.35) 5.10 5 41.70
118.66
THIAM-R (8 ciclos) 648 2.03 (£0.14) (100.836 - 139.238) 5.33 6 66.29
Imidacloprid
2.77
SUS 768 3.27 (x0.22) (2.37 - 3.19) 4.92 4
60.72
BA13 504 2.48 (x0.2) (52.26 - 70.39) 2.35 4 21.92
103.63
IMIDA-R (5 ciclos) 576 2.12 (x0.17) (83.55 - 130.56) 5.13 5 37.41
114.67
IMIDA-R (7 ciclos) 648 2.12 (+0.15) (97.851 - 140.944) 466 6 41.40
lambda-cyhalothrin
0.026
SUS 800 3.23 (+0.20) (0.023 - 0.029) 3.56 5
0.731
PROS 640 3.20 (x0.24) (0.621 - 0.773) 2.99 5 28.12
1.054
LAMBDA-R (5 ciclos) 576 2.09 (+0.17) (0.831 - 1.366) 4.44 4 40.54
1.152
LAMBDA-R (7 ciclos) 576 2.67 (x0.20) (0.898 - 1.420) 9.07 5 44.31

2 Numero total de insetos testados. "Valores representam as médias + EP. °CLso/ DLso: concentragio/dose letal dos
inseticidas que mata 50% dos insetos. ‘Qui quadrado. éGraus de liberdade. 'Razio de resisténcia.
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Figura 6 — Linhas de concentracdo/dose-reposta das linhagens de Euschistus heros aos
inseticidas (A) thiamethoxam (THIAM-R) (ug de i.a./mL); (B) imidacloprid (IMIDA-R) (ug
de i.a./mL) e (C) lambda-cyhalothrin (LAMBDA-R) (ug de i.a./percevejo) submetido de sete a

oito ciclos de selegdo com inseticida em condigdes de laboratdrio.
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4.4.2 Avaliacéo da resisténcia comportamental de Euschistus heros a inseticidas

As caracteristicas comportamentais de adultos de E. heros em arenas parcialmente
tratadas com inseticidas foi variavel entre as linhagens suscetivel e resistentes (Figura 7; Tabela
9).

A linhagem resistente a thiamethoxam (THIAM-R) apresentou maior tempo de
permanéncia, na parte da arena com o tratamento controle (solvente) em relago a &rea tratada
com inseticida (thiamethoxam), variando significativamente entre si (Tabela 9). Esse
comportamento pode ser um indicador de resisténcia comportamental pela rejeicdo em
permanecer na area tratada com inseticida, dando preferéncia em permanecer por um tempo
maior na arena que continha o controle. A linhagem suscetivel (SUS) ndo apresentou diferenca
no tempo de permanéncia dos insetos em ambos os lados da arena, demonstrando que o solvente
e o inseticida ndo interferem no comportamento da linhagem SUS de E. heros (Figura 7A;
Tabela 9).

Para o inseticida imidacloprid, as linhagens SUS e resistente IMIDA-R ndo diferiram
no tempo de permanéncia entre as areas tratada com inseticida e ndo tratada da arena,
demonstrando que o solvente e o inseticida ndo interferiram no comportamento do E. heros
(Figura 7B; Tabela 9).

A reposta comportamental do percevejo E. heros ao inseticida lambda-cyhalothrin foi
variavel quanto ao tempo de permanéncia entre as linhagens suscetivel e resistente (LAMBDA-
R). A linhagem suscetivel em contato com os tratamentos controle (solvente) e o branco (agua)
ndo apresentou diferenca no tempo de permanéncia dos insetos em ambos os lados da arena,
demonstrando que o solvente n&o interfere no comportamento do E. heros (Figura 7C; Tabela
9). Quando as linhagens suscetivel e resistente tiveram contato com o tratamento controle
(solvente) e o tratado (lambda-cyhalothrin) apresentaram diferenca entre si no tempo de
permanéncia, demonstrando que a presenca do inseticida interfere no comportamento do E.
heros.

O comportamento da linhagem suscetivel exposta aos inseticidas thiamethoxam e
lambda-cyhalothrin promoveram um tempo maior de permanéncia dos insetos na area tratada
em relacdo aos insetos resistentes, sendo um indicativo de resisténcia comportamental de E.
heros por repelirem a area com presenca de inseticida. A repeléncia é capacidade dos individuos
evitarem o local tratado, com intuito de se proteger ou proteger os descendentes, € uma resposta
estimulo-dependente, sendo que para haver evolucdo da resisténcia € preciso haver contato
(Figura 7; Tabela 9).
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Tabela 9 - Tempo de permanéncia média (minutos) das linhagens de Euschistus heros em cada

metade do tratamento correspondente com ou sem inseticida.

Inseticidas Linhagens Tratamentos Tempo (minutos)
SUS Controle 5.13
Branco 4.88
thiamethoxam SUS Controle 4.75
Tratado 5.25
*
THIAM-R Controle 6.50
Tratado 3.50*
SUS Controle 4.75
Branco 5.95
imidacloprid sus Controle 5.13
Tratado 4.88
IMIDA-R Controle 4.88
Tratado 5.13
SUS Controle 5.25
Branco 4.75
*
lambda-cyhalothrin SuUS Controle 6.37
Tratado 3.63*
*
LAMBDA-R Controle 7.95
Tratado 2.75*

*Meédias que apresentam asterisco diferem entre os tratamentos avaliados na mesma linhagem pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

O comportamento dos insetos em situacdes de presenca ou auséncia de inseticidas
podem nos dar indicativos de resisténcia. Nos resultados apresentados pode-se observar que as
linhagens de E. heros resistentes aos inseticidas thiamethoxam e lambda-cyhalothrin rejeitaram
a area tratada com os respectivos inseticidas, dando preferéncia em permanecer por um tempo
maior na arena que continha o controle. Esses diferentes padrdes de caminhamento estdo
relacionados as diferencas existentes entre 0 metabolismo das populacées levando a producéo
de varios intermediarios capazes de influenciar no comportamento dos insetos (GUEDES, et al.
2009). A resisténcia comportamental é a capacidade de determinadas espécies em sobreviver a
aplicacOes de inseticidas pela adaptacdo comportamental. Este tipo de resisténcia depende da
capacidade de aprendizado do inseto e de modificagBes genéticas nos receptores periféricos de
estimulos ou no sistema central de processamento dos estimulos. A variagdo interpopulacional
encontrada pode ser causada por diferencas nos processos sensoriais dos insetos levando a

evolucéo de resisténcia comportamental a inseticidas (DESNEUX, et al. 2007).
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A SUS SUS THIAM-R

Controle [Branco Controle | Tratado Controle| Tratado

B 5US 5US IMIDA-R

Controle |Branco Controle |Tratado Controle| Tratado
}5_\

C SUS SUS LAMBDA-R

Controle [Tratado Controle| Tratado

Figura 7 — Caracterizacao da resisténcia comportamental de Euschistus heros a inseticidas para
as linhagens suscetiveis (SUS) e resistentes a thiamethoxam (THIAM-R), imidacloprid
(IMIDA-R) e lambda-cyhalothrin (LAMBDA-R). A) Inseticida thiamethoxam; B) Inseticida

imidacloprid; C) Inseticida lambda-cyhalothrin.

Georghiou (1972) relata a hipdtese de correlagdo negativa entre resisténcia
comportamental e resisténcia fisioldgica a inseticidas. Esta hipdtese € sustentada por alguns
autores devido ao fato de que a resisténcia comportamental leva a reducdo da exposicao aos

inseticidas e desta forma minimiza a pressdo de selecdo para os mecanismos fisioldgicos de
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resisténcia (GOULD, 1984; JALLOW; HOY, 2005). No entanto, Lockwood et al. (1984)
apresentaram uma visdo alternativa a hipotese de Georghiou (1972) e propuseram uma
correlacdo positiva, onde existe a possibilidade de uma coevolucéo entre resisténcia fisioldgica
e comportamental, sustentada pela teoria de que todo o comportamento tem uma base
fisiologica, sendo uma manifestacdo fisica das caracteristicas fisiologicas do organismo. A
repeléncia dos percevejos E. heros resistentes aos inseticidas thiamethoxam e lambda-
cyhalothrin a permanecer na area tratada possivelmente estd relacionada a uma coevolucéo
entre resisténcia fisioldgica e comportamental, devido ao elevado uso desses ingredientes ativos
no controle de pragas, nos dando um direcionamento ao comportamento desses insetos, onde,
com frequencia sio reportados falhas no controle de percevejos no campo (SOSA-GOMEZ et
al., 2001; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010; GUEDES, 2017; TUELHER et al., 2018;
CASTELLANOS, et al., 2018; SOMAVILLA, et al., 2019; 2020).

4.5 Mistura de lambda-cyhalothrin com thiamethoxam no manejo da resisténcia
4.5.1 Efeito da mistura no manejo de Euschistus heros

O produto comercial e a mistura de lambda-cyhalothrin com thiamethoxam
apresentaram efeito antagdnico tanto para a linhagem suscetivel como para a resistente de E.
heros. A mortalidade obtida com o uso do produto comercial e da mistura foram
significativamente inferiores & soma das mortalidades dos produtos utilizados isoladamente
para as duas populacdes (Figura 8).

A mortalidade da populacéo suscetivel foi significativamente maior que o da populacéo
resistente a thiamethoxam para o produto comercial e para a dose comercial usada na mistura.
Para a populac&o suscetivel na dose comercial usando os produtos técnicos em mistura (lambda-
cyhalothrin + thiamethoxam) causaram mortalidade de 59.3%, o produto comercial 54.0%, o
inseticida thiamethoxam 98.7% e lambda-cyhalothrin 68.0% (Figura 8A). Porém, para a
populacéo resistente a dose comercial dos produtos técnicos em mistura (lambda-cyhalothrin +
thiamethoxam) causaram mortalidade de 15.3%, o produto comercial 11.3%, o inseticida
thiamethoxam 19.3% e lambda-cyhalothrin 24.7% (Figuras 8B). Na dose comercial quando
utilizado somente o inseticida lambda-cyhalothrin houve reducéo na mortalidade de percevejos
da linhagem resistente a thiamethoxam (THIAM-R) em compara¢do com a linhagem suscetivel
podendo ser um indicio de resisténcia cruzada. Os resultados apresentados demonstram que
houve efeito antagonico para thiamethoxam e lambda-cyhalothrin, quando usados em mistura,
isso pode acarretar em problemas ainda mais graves quanto a resisténcia de E. heros a esses

inseticidas e/ou a outros inseticidas com 0 mesmo modo de acgéo.
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Figura 8 — Mortalidade de Euschistus heros da linhagem (A) suscetivel de referéncia (SUS) e (B) thiamethoxam (THIAM-R), ocasionadas pelos

inseticidas thiamethoxam e lambda-cyhalothrin aplicados isoladamente e em mistura.



60

A composicdo das misturas comerciais com frequencia possuem reducdo das
concentragdes requeridas dos compostos para obter uma dada mortalidade, se 0s modos de a¢ao
dos produtos forem independentes e apresentarem efeito sinérgico (GEORGHIOU, 1983;
TABASHNIK, 1989). No entanto, uma das misturas comerciais mais utilizadas para controle
de percevejo, thiamethoxam-+lambda-cyhalothrin, possui recomendagéo de aplicacdo de 21.2 g
i.a. lambda-cyhalothrin/ha, trés vezes maior do que quando utilizado apenas lambda-
cyhalothrin na composicdo, que possui recomendacdo de aplicacdo de 7.5 g i.a. lambda-
cyhalothrin/ha, sendo, desta forma, uma mistura com maior quantidade de ingrediente ativo em
comparacdo do uso do lambda-cyhalothrin isolado, justamente para evitar a reducdo de
mortalidade pelo efeito antagdnico entre thiamethoxam e lambda-cyhalothrin.

A resisténcia cruzada entre inseticidas com 0 mesmo modo de acédo € esperada e pode
resultar na perda de um grupo inteiro de inseticidas (HEMMINGWAY'; RANSON, 2000). Ja a
resisténcia cruzada entre dois produtos como o piretroide e neonicotinoide com diferentes
ingredientes ativos ndo € esperada, porém, pode ocorrer, uma vez que esses ingredientes ativos
tém como alvo os mesmos locais neurais, ou seja, 0s piretroides tem como alvo os canais de
sodio em neur6nios e 0s neonicotinoides tem como alvo os receptores nicotinico da acetilcolina
(IRAC, 2021). A resisténcia cruzada entre piretroides e neonicotinoides foi documentada para
0 percevejo Cimex lectularius (Linnaeus) (GORDON et al., 2014), para Musca domestica
Linnaeus (Diptera: Muscidae) (LI1U; YUE, 2000) e para Bemisia tabaci Genn (Hemiptera:
Aleyrodidae) (BASIT et al., 2011) e é provavelmente devido a mecanismos compartilhados de
desintoxicacdo. A classe de enzimas do citocromo P450 é conhecida por desintoxicar tanto
piretroides quanto neonicotinoides (SCOTT, 1999; NAUEN; DENHOLM, 2005) e o uso
predominante desses produtos no controle de pragas agricolas podem agravar problemas com
resisténcia de insetos a inseticidas.

O principio da mistura é que os individuos resistentes a um determinado produto A serdo
controlados pelo produto B e vice-versa, e que a resisténcia a cada composto € independente e
inicialmente rara (CURTIS, 1985; MANI, 1985). Porém, a mistura thiamethoxam e lambda-
cyhalothrin apresentou efeito antagbnico, o que reduz a capacidade de controle desses produtos
em mistura, podendo selecionar resisténcia de E. heros aos dois compostos da mistura. A
resisténcia a dois ou mais compostos quimicos, pela resisténcia cruzada ou mdaltipla, tem sido
um dos grandes problemas em programas de manejo de pragas, resultando em maiores

dificuldades de controle.



61

4.5.2 Efeito residual de inseticidas no controle de Euschistus heros

O efeito residual de inseticidas variou entre os tratamentos, sendo que apos 6 dias da
pulverizacdo dos produtos houve reducdo significativa no percentual de mortalidade dos
percevejos (Tabela 10). A mortalidade dos percevejos da populacdo SUS no primeiro dia apos
a pulverizacdo foi de 3.1; 81.9; 98.8 e 60.6% para os tratamentos controle, lambda-cyhalothrin,
thiamethoxam e a mistura, respectivamente. Porém, 12 dias ap0s a pulverizagdo houve reducgéo
significativa para os tratamentos com os inseticidas lambda-cyhalothrin, thiamethoxam e a
mistura, ficando em 29.4; 76.3 e 46.3% de mortalidade, respectivamente.

A populacao resistente a thiamethoxam (THIAM-R) apresentou no primeiro dia apds a
pulverizacdo foi de 5.0; 76.3; 18.1 e 16.9% de mortalidade de percevejos, para os tratamentos
controle, lambda-cyhalothrin, thiamethoxam e a mistura, respectivamente. Houve reducéo da
mortalidade dos percevejos ap06s 12 dias de pulverizacao dos inseticidas, com valores de 23.1;
4.4 e 11.9% de mortalidade para os inseticidas lambda-cyhalothrin, thiamethoxam e a mistura,
repectivamente (Tabela 10). E possivel observar reducdo no controle de percevejos da
populacdo THIAM-R em relacdo a populacdo SUS, deixando evidente a capacidade de
sobrevivéncia dos insetos resistentes ao inseticida thiamethoxam, assim como, para a mistura
desses produtos.

A populacéo de E. heros resistente a lambda-cyhalothrin (LAMBDA-R) apresentou no
primeiro dia apds a pulverizacdo de inseticidas mortalidade de 3.8; 21.3; 95.6 e 40.6%, para 0s
tratamentos controle, lambda-cyhalothrin, thiamethoxam e a mistura, respectivamente.
Reduzindo significativamente a mortalidade dos percevejos ap6s 12 dias de pulverizacdo dos
inseticidas, ficando em 9.4; 73.8 e 28.8% de mortalidade, para os inseticidas lambda-
cyhalothrin, thiamethoxam e a mistura, repectivamente (Tabela 10). E possivel observar
reducdo no controle de percevejos da populacdo LAMBDA-R em relacdo a popucdo SUS,
deixando evidente a capacidade de sobrevivéncia dos insetos resistente ao inseticida lambda-
cyhalothrin.

As avaliacbes correspondentes a mortalidade diaria mostra que tanto lambda-
cyhalothrin e thiamethoxam aplicados isoladamente, como em mistura, ocasionaram
mortalidade principalmente nos primeiros 3 dias apds a infestacdo com os percevejos (Figura
9).

Para a populacdo SUS é possivel verificar que o efeito residual do inseticida
thiamethoxam e a mistura (lambda-cyhalothrin e thiamethoxam) mantiveram o percentual de
mortalidade de E. heros nos 1, 3, 6 e 12 dias ap06s a pulverizacdo (DAP) (Figura 9A). O mesmo

ndo foi observado para as populagOes resistentes a thiamethoxam (THIAM-R) e lambda-
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cyhalothrin (LAMBDA-R) que 12 dias ap6s a pulverizacdo (DAP) apresentam reducdo no
percentual de mortalidade (Figuras 9B e 9C).

Sdo varios os fatores capazes de influenciar a evolugdo da resisténcia a inseticidas
atuando diferentemente sob 0s processos evolutivos, podendo ser agrupados em fatores
genéticos e bioldgicos, ligados a praga alvo, e fatores operacionais que se referem ao produto
quimico e a sua utilizagdo (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a,b; ROUSH; McKENZIE, 1987).

Esta informacdo deve ser levada em consideracdo no manejo da resisténcia, buscando
também a identificacdo do(s) mecanismo(s) responsavel(eis) pela resisténcia do inseto aos
produtos deste grupo. Da perspectiva do manejo de resisténcia, mesmo um pequeno nivel de
variacdo na suscetibilidade é uma indicacdo do potencial para selecdo de resisténcia
(CARRIERE et al., 2010). O nimero limitado de inseticidas que podem ser usados contra
percevejos significa que esses insetos sao mais expostos aos mesmos ingredientes ativos. 1sso
pode causar futuras falhas de controle, que podem ser atribuidas a resisténcia (GUEDES, 2017).

Algumas préaticas de manejo de inseticidas sdo imprescindiveis para evitar resisténcia,
tais como: rotacionar produtos com mecanismo de acao distinto; se necessario usar produto do
mesmo grupo quimico, respeitar o intervalo de aplicacdo de cerca de 30 dias; sempre que
possivel, realizar as aplicacdes direcionadas as fases mais suscetiveis das pragas a serem
controladas; adotar outras taticas de controle, previstas no Manejo Integrado de Pragas (MIP)
como rotacdo de culturas, controle bioldgico, controle por comportamento etc., sempre que
disponivel e apropriado; utilizar as recomendacdes de aplicacdo de acordo com a bula do
produto. A compreensdo de todos os fatores envolvidos no desenvolvimento da resisténcia é de
fundamental importancia para a implementacdo de programas de manejo da resisténcia que
visam prevenir, retardar ou reverter a evolucdo da resisténcia de pragas a inseticidas
(GEORGHIOU; TAYLOR, 1986).
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Tabela 10 — Mortalidade média (%) de E. heros causada por diferentes inseticidas e mistura no
decorrer do tempo.

Populagéo Tratamento DAP? n® % Mortalidade (+EP)°
1 160 31 + 069 a

Controle 3 160 50 + 067 a

6 160 44 + 068 a

12 160 3.8 + 068 a

1 160 819 + 0.13 a

i 3 160 788 + 0.15 a
Lambda-cyhalothrin 6 160 Sty
12 160 29.4 + 050 ¢

o 1 160 988 + 0.0l a
Thiamethoxam 3 160 956 + 0.03 a
6 160 913 + 0.06 a

12 160 763 + 0.17 b

1 160 60.6 + 0.28 a

Mistura 3 160 56.3 + 0.31 a

6 160 550 + 0.32 a

12 160 463 + 038 b

1 160 50 + 067 a

Controle 3 160 44 + 068 a

6 160 25 + 069 a

12 160 3.1 + 069 a

1 160 763 £ 017 a

i 3 160 619 + 027 a
Lambda-cyhalothrin 5 160 269 & oab b
12 160 231 + 054 ¢

THIANE 1 160 181 + 058 a
Thiamethoxam 3 160 18.1 + 058 a
6 160 163 + 059 a

12 160 44 + 068 b

1 160 169 + 059 a

Mistura 3 160 175 + 058 a

6 160 150 + 060 a

12 160 119 + 062 b

1 160 38 + 068 a

Controle 3 160 25 + 069 a

6 160 50 + 0.67 a

12 160 31 + 069 a

1 160 213 + 056 a

- 3 160 200 + 057 a
Lambda-cyhalothrin 6 160 et s
12 160 9.4 + 064 b

HAVIEDAR 1 160 956 + 0.03 a
Thiamethoxam 3 160 875 + 0.09 ab
6 160 825 + 0.12 b

12 160 738 + 0.19 b

1 160 406 + 042 a

Mistura 3 160 394 + 043 a

6 160 363 + 045 a

12 160 288 + 050 b

2 Dias ap6s a pulverizacdo (DAP). PNUmero total de insetos testados. “Valores representam as médias + EP.
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Figura 9 — Mortalidade (%) das linhagens de Euschistus heros (SUS, THIAM-R e LAMBDA-

R) expostos a (A) Lambda-cyhalothrin; (B) Thiamethoxam; (C) Mistura (Thiamethoxam +
Lambda-cyhalothrin), avaliados 1, 3, 6 e 12 dias ap0s a pulverizacdo (DAP).
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5. CONCLUSOES

e O bioensaio de ingestdo mediante encapsulacdo de dieta artificial € mais eficiente para
detectar resisténcia em populacgdes de E. heros a inseticidas neonicotinoides thiamethoxam e
imidacloprid, em comparacao aos métodos tradicionais de aplicacéo topica e contato tarsal;

¢ O bioensaio de aplicacdo topica € mais eficiente para detectar resisténcia em populacdes de
E. heros ao inseticida piretroide lambda-cyhalothrin, em comparacdo aos métodos de ingestao
e contato tarsal;

e Ha diferencas na suscetibilidade a thiamethoxam, imidacloprid e lambda-cyhalothrin em
populacdes de E. heros testadas nas safras de 2018 a 2020;

e As razdes de resisténcia de E. heros aos inseticidas thiamethoxam, imidacloprid e lambda-
cyhalothrin foram de aproximadamente de 66, 41 e 44 vezes, respectivamente, ap6s 5 a 8 ciclos
de selecdo massal;

e As linhagens de E. heros resistentes a thiamethoxam e a lambda-cyhalothrin apresentaram
indicios de resisténcia comportamental;

e A mistura dos inseticidas thiamethoxam e lambda-cyhalothrin apresentou efeito antagonico
no controle de E. heros.
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