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RESUMO

O percevejo Nezara viridula é uma praga importante em
varias culturas e regiGes do mundo. Neste estudo, avaliou-
se o efeito do inseticida do piriproxifem sobre a
fecundidade e fertilidade de N. viridula e o efeito do
diflubenzurom na formagdo do aparelho reprodutor.
Foram realizados dois bioensaios em laboratdrio. No
primeiro  bioensaio, experimentou-se uma baixa
concentracdo do piriproxifem sobre casais adultos de N.
viridula. Posterior a cépula, avaliou-se o nimero de
ovos/fémea (fecundidade) e o ndmero de ninfas
eclosionadas (fertilidade). No segundo bioensaio, avaliou-
se o efeito do diflubenzurom na morfologia do aparelho
reprodutor feminino e masculino de N. viridula. Os
resultados indicam uma reducédo de 23,61% no nimero de
ovos por fémea provocada pelo piriproxifem, na
concentracdo testada, que ndo foi significativa em relacdo
a testemunha. Entretanto, 52,39% da fertilidade de ovos
diminuiu, impedindo a ecloséo de ninfas, provavelmente
por afetar a formacdo do embrido. Entretanto, o
diflubenzuron afetou o desenvolvimento dos 6érgaos
femininos e masculinos. Tanto o piriproxifem e o
diflubenzurom tem potencial de diminuir a progénie de N.
viridula, e podem ser incluidos em programas de manejo
integrado pragas, uma vez que sejam realizados estudos
de eficacia dos produtos a campo.

Palavras-clave: Hemiptera, desregulacdo enddcrina,
fecundidade, fertilidade, aparelho reprodutor.
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ABSTRACT

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

Key words: Hemiptera, endocrine disruptor, fecundity,
fertility, reproductive organs.

99



Ferreira Aguero et al. Efeito do Piriproxifem e Diflubenzurom na reprodugéo de Nezara viridula (L.)...

Investig. Agrar. 2014; 16(2): 99-106.

INTRODUCAO

O percevejo-verde Nezara viridula (L., 1758) (Hemiptera:
Pentatomidae) é uma praga cosmopolita, polifaga que
ocasiona danos a varias espécies de plantas cultivadas
(Knighta y Gurr 2007). No Brasil, é a espécie mais
comum na regido Sul (Sosa-Goémez et al. 2010). Junto
com o percevejo-marrom-neotropical Euschistus heros
(F., 1791) (Hemiptera: Pentatomidae) sdo as principais
pragas sugadoras da soja, sendo esta Ultima, a espécie
mais dificil de controlar devido a alta pressdo de sele¢do
exercida sobre suas populages pelo uso indiscriminado,
repetitivo de inseticidas sintéticos do mesmo grupo
quimico e falhas na aplicagdo (Silva et al. 2006, Sosa-
GOmez y Silva 2010).

Na cultura da soja, o principal problema é o prejuizo
ocasionado pelos percevejos praga; para isso, ha a
necessidade de desenvolver estratégias eficientes para
reduzir sua populacdo. A introducdo de cultivares que
expressam toxinas Cry (soja Bt) resistentes a alguns
lepiddpteros pode contribuir para 0 manejo dessas pragas
(Panizzi 2013). Contudo o complexo de percevejos ainda
¢ o principal alvo de controle e uma das estratégias pode
ser afetando sua reproducéo.

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

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

Em Hemiptera-Heteroptera, a vitelogénese é regulada
pelo horménio juvenil (HJ) com discreta agdo do
ecdisterdides (Dittmann y Biczkowki 1995, Davey 1997).
O HJ regula a sintese de vitelogenina pelo tecido adiposo,
assim como a absorcdo das vitelogeninas disponiveis na

hemolinfa pelo odcito em desenvolvimento (Martinez y
Garcera 1987)

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

Os IDCs possuem mecanismos de a¢éo especificos agindo
no sistema hormonal do inseto (Dhadialla et al. 2005).
Séo classificados em inibidores de biossintese de quitina
(IBQ) que agem na formacgéo da cuticula e sustancias que
interferem na atividade hormonal dos insetos: hormdnios
juvenis (JHs) e ecdisteréides (Tunaz y Uygun 2004).
Assim o principal sitio de a¢do dos IDCs é o sistema
enddcrino, causando mudangas fisioldgicas e bioquimicas
nas vias metabélicas (Kim y Kim 2002, Leonardi et al.
2001).

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

Os IDCs séo geralmente de baixa toxicidade para
mamiferos e o piriproxifem primeiramente foi utilizado
para o controle de pragas urbanas (Miyamoto et al. 1993).
O HJ secretado pela corpora allata é determinante na
producdo de ovos (Wang y Davey 1993) e o piriproxifem
é um desregulador enddcrino que pode competir pelo sitio
de ligacdo dos receptores do HJ (Sullivan y Goh 2008),
afetando a formacdo dos ovos e o desenvolvimento
embrionario dos insetos.

O diflubenzurom é um IDC que interfere na formacgéo da
quitina, o principal componente da cuticula dos insetos
(Castro et al. 2012). Os IBQs como diflubenzurom e
lufenurom causam deformacdes morfolégicas,
mortalidade de ninfas, reducdo da fecundidade e
fertilidade das fémeas (Corréa-Ferreira et al. 2010;
Roggia et al. 2011).

Este estudo prop8e uma alternativa para reduzir a
populacdo de N. viridula afetando sua reproducédo
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utilizando IDCs. Assim o objetivo do trabalho foi
verificar o efeito do piriproxifem na fecundidade e
fertilidade de N. viridula e o efeito do diflubenzurom na
malformacdo do aparelho reprodutor.

MATERIAIS E METODOS

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

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

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

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

Dos adultos sobreviventes, que entraram em contato com
o0 produto na fase ninfal, foram separados vinte insetos,
(dez fémeas e dez machos), separados por sexo formando-
se dez casais, cada casal foi individualizado em caixas
“tipo Gerbox” contendo alimento e agua idéntico ao

oferecido as ninfas, para permitir a cépula e a avaliagao
da fecundidade (ovos/fémea) e fertilidade dos ovos
(ninfas eclodidas). Também, formaram-se dez casais que
receberam apenas agua destilada (testemunha). Os insetos
foram mantidos em camara climatizada (25+1°C 65+5%
UR e 14 h de fot6fase) para permitir a oviposicao.

Uma vez iniciada a primeira postura, a massa de ovos foi
recolhida e colocadas em placa de Petri forrada com papel
filtro umedecido e mantida em cdmara climatizada, nas
mesmas condic¢Bes descritas anteriormente. Os dados de
fecundidade e fertilidade dos ovos foram submetidos a
andlise de variancia, transformados em raiz de x+1por
falta de homocedasticidade e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Bioensaio dois. Diflubenzurom no aparelho
reprodutor de N. viridula

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

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

Dos individuos tratados com diflubenzurom que
sobreviveram e atingiram a fase adulta, selecionaram-se
dez casais (dez fémeas e dez machos) os quais foram
individualizados em caixas tipo Gerbox contendo
alimento idéntico ao descrito no bioensaio um, mantidas
em camara climatizada para permitir a cépula, caso que
6rgdos reprodutivos tivessem sido formados. Da mesma
forma, dez casais de percevejos tratados com Aagua
destilada foram individualizados para comparagdo com 0s
casais que entraram em contato com o produto.

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

O experimento constou de dois tratamentos, casais
tratados com diflubenzurom e 4gua destilada
(testemunha), sendo que cada tratamento foi constituido
de dez repeti¢cdes (casais). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, os dados de formagdo do
aparelho reprodutor feminino e masculino de N. viridula
foram submetidos & analise de variancia, transformados
em raiz de x+1, pela auséncia de normalidade e as médias
dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

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

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

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

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

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

Os resultados obtidos estdo de acordo com os verificados
por Liu et al. (2012), indicando que o piriproxifem pode
inibir a embriogénese na fase inicial do desenvolvimento
do embrido levando a uma diminui¢do na producdo de
ovos e mortalidade do embrido apds a oviposigéo.
Também, houve embrifes mortos no interior dos ovos e
0Vv0s Vvazios, sugerindo que pode ocorrer malformacéo do
embrido impedindo a emergéncia das ninfas ou auséncia
de embribes (Figura 1E).

Observou-se que as ninfas eclodidas dos ovos
provenientes de fémeas tratadas com o piriproxifem, ndo
conseguiram passar para 0 2° instar. Provavelmente, o
produto foi transferido via ovario, das fémeas ao embrido,
afetando seu desenvolvimento no interior do ovo. Em
estudo similar, fémeas adultas de mosca branca Bemisia
tabaci  (Hemiptera:  Aleyrodidade) tratadas com
piriproxifem ndo foram afetadas, no entanto, seus ovos
foram inviaveis e a emergéncia das ninfas foi totalmente
suprimida, indicando a transferéncia transovariana do
produto das fémeas ao ovo (Ishaaya y Horowitz 1995).
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Figura 1. Nezara viridula (A) adultos; (B) postura normal (testemunha); (C) ninfas vivas recém eclodidas e agregadas (testemunha);
(D); ninfas normais de 4° e 5° instar (E) posturas fora do padrao e ninfas deformadas pelo piriproxifem (F) ninfas
deformadas mortas pelo piriproxifem. Microscopio esteroscopio

Bioensaio dois. Diflubenzurom no aparelho
reprodutor de N. viridula

Os resultados indicam que o diflubenzurom afetou a
formacédo, crescimento e desenvolvimento do aparelho
reprodutor feminino e masculino e causou malformagéo
de  suas  principais  estruturas  (Figura  2).
Aproximadamente 50% dos Orgdos reprodutivos das
fémeas tratadas com o diflubenzurom foram afetados,
30% foram anormais, com ovarios, espermateca,
glandulas acessérias e oviduto deformados, pouco
desenvolvidos e aspecto diluido e 20% tiveram auséncia
de alguns componentes do aparelho reprodutor.

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

Os dutos dos oOrgdos reprodutivos sdo de origem
ectodérmica revestidos de cuticula, que formam a vagina
na fémea e o canal ejaculador no macho (Gallo et al.
2002). O principal componente da cuticula é a quitina,
formado por polimeros de N-acetilglucosamina, que serve
como polissacarideo esquelético da cuticula (Van
Leeuwen et al. 2012). Também a cuticula é essencial na
oogénese, fecundidade e eclosdo de ovos (Mansur et al.
2010). O diflubenzurom, por seu lado, interfere na
formacdo da quitina na cuticula dos insetos (Castro et al.
2012). Inibe a sintese de quitina, resultando em deposicéo
anormal da cuticula, morte e aborto. Também tem
atividade ovicida reduzindo a reproducdo (Mommaerts et
al. 2006).

Possivelmente o diflubenzurom aplicado sobre as formas
jovens de N. viridula, impediu o desenvolvimento normal
da maioria dos 6rgdos reprodutivos femininos (50%) e
masculinos (80%). Assim, a deposi¢do de cuticula
responsavel pelo revestimento e sustentacdo dos dutos do
sistema reprodutivo durante sua formacdo, foi afetada
pelo diflubenzurom, com degeneracdes morfoldgicas,
estruturas  desintegradas e auséncia de alguns
componentes (Figura 2).
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Em trabalho semelhante, Ghazawy (2012) aplicou
lufenurom, produto de acdo similar ao diflubenzurom,
sobre ninfas de 5° instar de Schistocerca gregaria Foskal
1775 (Orthoptera: Acrididae) e verificou fraca deposicéo
de gemas nos odcitos com muitos vactolos estendidos
dentro deles; camadas de células epiteliais foliculares
pequenas ou desintegradas com septos frouxamente
organizados perdendo sua forma compacta; citoplasma da
célula folicular ndo homogeéneo, lise celular; mitocdndrias
desintegradas com perda da conformagdo ou auséncia de
cristas. Nos machos, observou perda e desorganizacdo de
espermatdcitos, perda de tecido testicular, aparelho de
golgi e citoplasma desintegrados com organelas anormais
e dispersos, os tecidos sem consisténcia e células
degeneradas ou totalmente destruidas.

Mansur et al. (2010) detectaram a presenca de quitina nos
ovarios e demonstraram que a injecdo de doses de
lufenurom na cavidade metatoraxica das fémeas de
Rhodnius prolixus Stal, 1859 (Hemiptera: Reduviidae)
reduziu entre 30 e 50% a oviposicdo, indicando que a
quitina esta envolvida no processo de ovogénese.
Também, Tail et al. (2010) verificaram que a aplicacéo de
diflubenzurom sobre S. gregaria perturbou o crescimento
e desenvolvimento dos odcitos, reduziu o nimero de
o6citos nos ovarios, a espessura do epitélio folicular e
comprimento dos foliculos basais durante a maturagéo,
sugerindo que a diminuicdo da fecundidade deveu-se a
influéncia do diflubenzurom em processos bioquimicos da
vitelogénese.

Figura 2. Aparelho reprodutor Nezara viridula (A) masculino normal T= testiculos, Vd= vaso deferente, Pg= pigéforo; (B); (C); (D);
deformado pelo diflubenzurom (E) feminino normal Ft= filamento terminal, Ov= ovérios, O6= Odcitos corionados, Es=
espermateca, Gn= gondforo, Ca= célice, Ga= glandula acessoria (F) auséncia de espermateca pelo diflubenzurom (G)
ovariolos desintegrados (H) auséncia de componentes, Espermateca atrofiada. Microscéopio esteroscopio.

CONCLUSOES

O piriproxifem, na concentracdo utilizada reduz a
fertilidade de Nezara viridula e diminui a porcentagem de
ninfas eclodidas.

Diflubenzurom, na concentracdo utilizada afeta a
formacdo e desenvolvimento do aparelho reprodutor
feminino e masculino de Nezara viridula
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