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INTERACOES ENTRE ACARICIDA E INSETICIDAS ISOLADOS OU
COMBINADOS EM Brevipalpus yothersi E Brevipalpus californicus (ACARI:
TENUIPALPIDAE): ESTUDO DOS EFEITOS BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS

RESUMO - A intensa pulverizacdo de agrotoxicos para o controle de
artropodes pragas em citros tem afetado negativamente o manejo de &caros vetores
de virus (Brevipalpus yothersi e Brevipalpus californicus) que causam a leprose dos
citros. Além dos casos de resisténcia de acaros a acaricidas, falhas de controle de
populacdes do &caro da leprose suscetiveis a acaricidas tém sido associadas a
exposicao desses organismos a inseticidas utilizados para 0 manejo de insetos
pragas dos citros. Alguns desses inseticidas ndo apresentam toxicidade significativa
ao acaro da leprose, mas, quando aplicados em mistura com acaricidas, podem
reduzir a toxicidade de acaricidas. Detalhes sobre os efeitos que exposicdes
combinadas de inseticidas com acaricidas podem exercer sobre acaros do género
Brevipalpus nao sao detalhadamente conhecidos. Diante disso, o0 objetivo principal
da tese foi estudar os efeitos bioldgicos e bioquimicos do acaricida espirodiclofeno
e inseticidas isolados ou combinados sobre os acaros B. yothersi e B. californicus
em condicdes de laboratorio e campo. A atividade de enzimas de detoxificacao foi
caracterizada nesses acaros, e o efeito de inibidores de enzima de detoxificagao foi
estudado em B. californicus. Verificou-se que o espirodiclofeno e os inseticidas
cipermetrina, fosmete e imidacloprido alteraram parametros biologicos e
demograficos importantes de B. yothersi. A combinacéo do espirodiclofeno com os
inseticidas reduziram, substancialmente, a eficiéncia do acaricida sobre ovos e
adultos de B. yothersi. Nos experimentos realizados a campo, a adicdo dos
inseticidas a calda de espirodiclofeno reduziu o periodo de reinfestacdo de B.
yothersi comparado ao acaricida aplicado isoladamente. Contudo, o teor de
espirodiclofeno nao foi alterado quando inseticidas foram adicionados a calda. A
inducao ou a inibicdo da atividade de enzimas de detoxificacdo em B. yothersi foi
dependente do inseticida ou da mistura realizada, bem como do tempo de exposicao
aos inseticidas. Para os experimentos com B. californicus, a combinacdo do
inseticida imidacloprido em mistura com espirodiclofeno resultou em efeito
antagbnico para controle, e 0s acaros expostos a essa mistura apresentaram
aumento na atividade de P450s, esterases e glutationa-S-transferases (GST). A
adicdo de PBO (um inibidor da mono-oxigenase P450) a mistura de espirodiclofeno
e imidacloprido resultou em efeito sinérgico sobre a mortalidade de B. californicus,
mas a adicdo de DEM (um inibidor de GST) resultou em efeito antagbnico. As
consequéncias das misturas de espirodiclofeno com os inseticidas avaliados sobre
0 manejo dos acaros Brevipalpus sp. e formas para minimizar os prejuizos das
misturas antagbnicas séo discutidas.

Palavras-chave: Antagonismo, Citrus spp., enzimas de detoxificacdo, leprose dos
citros, mistura em tanque



INTERACTIONS BETWEEN ACARICIDE AND INSECTICIDES ISOLATED OR
COMBINED IN Brevipalpus yothersi AND Brevipalpus californicus (ACARI:
TENUIPALPIDAE): A STUDY OF BIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL EFFECTS

ABSTRACT - The intense spraying of pesticides for the citrus pest control
has negatively affected the management of virus vector mites (Brevipalpus yothersi
and Brevipalpus californicus) that cause citrus leprosis. In addition to cases of mite
resistance to acaricides, failure to control leprosis mite populations susceptible to
acaricides has been associated with the exposure of these organisms to insecticides
used for the management of citrus pest insects. Some of these insecticides are not
toxic to leprosis mite, but when sprayed in a mixture with acaricides, they can reduce
the toxicity of acaricides. Details on the effects that combined exposures of
insecticides with acaricides on mites of the genus Brevipalpus are not known in
detail. Therefore, the main objective of the thesis was to study the biological and
biochemical effects of acaricide spirodiclofen and insecticides isolated or combined
on B. yothersi and B. californicus mites in laboratory and field conditions. The
detoxification enzyme activity was characterized in these mites and the effect of
detoxification enzyme inhibitors was studied in B. californicus. It was found that
spirodiclofen and the insecticides cypermethrin, phosmet, and imidacloprid altered
important biological and demographic parameters of B. yothersi. The combination of
spirodiclofen with insecticides substantially reduced the efficiency of the acaricide
on eggs and adults of B. yothersi. In experiments carried out in the field, the addition
of insecticides to the spirodiclofen solution reduced the period of reinfestation of B.
yothersi compared to the acaricide sprayed alone. However, the spirodiclofen
concentration was not changed when insecticides were added to the spray solution.
The induction or inhibition of the detoxification enzyme activity in B. yothersi was
dependent on the insecticide or the mixture, as well as on the time of exposure to
the insecticides. For the experiments with B. californicus, the combination of the
imidacloprid in a mixture with spirodiclofen resulted in an antagonistic effect for mite
control and the mites exposed to this mixture showed an increase in the activity of
P450s, esterases, and glutathione-S-transferases (GST). The addition of PBO (a
P450 monooxygenase inhibitor) to the mixture of spirodiclofen and imidacloprid
resulted in a synergistic effect on the B. californicus mortality, but the addition of
DEM (a GST inhibitor) resulted in an antagonistic effect. The consequences of
mixtures of spirodiclofen with the insecticides evaluated on the management of
Brevipalpus sp. mites and ways to minimize the damage from antagonistic mixtures
are discussed.

Keywords: Antagonism, Citrus spp., detoxification enzymes, citrus leprosis, tank

mixture



1. INTRODUCAO

A leprose dos citros € uma das principais doencgas viréticas na citricultura da
América Latina. Essa doenca pode ser causada por varios tipos de virus que afetam
o citoplasma ou o nucleo das células das plantas (Kitajima et al., 2014; Ramos-
Gonzélez et al., 2017). Dentre esses, 0 tipo citoplasmatico (citrus leprosis virus C-
CiLV-C) é considerado o mais importante, devido aos prejuizos econdmicos e social
causados e pela maior prevaléncia nos pomares citricos do Brasil (Bastianel et al.,
2010).

No Brasil, até 2015, a transmissdo de virus causadores da leprose foi
atribuida exclusivamente ao acaro Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari:
Tenuipalpidae). No entanto, essa espécie foi revisada e, a partir do uso de
marcadores moleculares e da inclusdo de novas caracteristicas taxondmicas, foi
comprovado que B. phoenicis se tratava de um complexo de espécies cripticas
(Navia et al., 2013; Beard et al., 2015). A partir destes trabalhos, Mineiro et al. (2015)
constataram que Brevipalpus yothersi Baker (Acari: Tenuipalpidae) é a espécie de
Brevipalpus mais frequente e abundante nos pomares comerciais do Estado de S&o
Paulo. Além disso, comprovou-se que B. yothersi € o principal vetor de CiLV-C no
Brasil (Sanchez-Velazquez et al., 2015; Tassi et al., 2017).

Aléem de B. yothersi, outras espécies de Brevipalpus s&o conhecidas
mundialmente como vetoras de virus, com destaque para Brevipalpus californicus
(Banks) (Acari: Tenuipalpidae) (Childers et al., 2003). Brevipalpus californicus
infesta diversas plantas, incluindo plantas citricas (Childers et al., 2003; Roy et al.,
2015; Gércia-Escamilla et al., 2018). Esta espécie esta associada a transmissao de
virus em plantas citricas em diversos paises, como México, Coldmbia, Panama e,
mais recentemente, na Africa do Sul (Dominguez et al., 2001; Cruz-Jaramillo et al.,
2014; Roy et al., 2014; Cook et al., 2019). Além disso, € vetor do virus orchid fleck

virus (OFV) em orquideas e de isolados deste mesmo virus em plantas citricas,
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considerado este o virus transmitido por Brevipalpus (VTB) mais amplamente
distribuido pelo mundo (Cook et al., 2019).

O controle de B. yothersi nos pomares de citros do Estado de S&do Paulo é
pautado quase que exclusivamente no uso de acaricidas sintéticos (Andrade et al.,
2018; Della Vechia et al., 2018). No entanto, a eficiéncia desses produtos vem
sendo comprometida ao longo dos anos devido a multiplos fatores (Andrade et al.,
2013; Carvalho et al., 2014, Della Vechia et al., 2018; Vieira, 2019; Rocha et al.,
2021). Entre os principais fatores, destaca-se a ocorréncia simultdnea de varias
pragas e fitopatbgenos que expdem 0s acaros a inUmeros agrotoxicos durante a
safra. A exposicdo de organismos nao alvos aos agrotoxicos pode desencadear
alteracdoes fisioloégicas e biologicas, como, por exemplo, alteracbes no
desenvolvimento biologico e nas taxas de fecundidade e de fertilidade (Stark e
Banks 2003), que, por sua vez, afetam diretamente a eficiéncia de acaricidas
especificos (Della Vechia et al., 2018).

Frente a ocorréncia concomitante de varias pragas e como uma das formas
de reduzir os custos de producdo, frequentemente, os produtores misturam no
tanque do pulverizador acaricidas e outros produtos, como inseticidas, visando ao
controle de diferentes pragas ao mesmo tempo e na mesma operacao (Della Vechia
et al., 2018). Entretanto, em condicfes de laboratoério, sabe-se que a eficiéncia do
acaricida espirodiclofeno no controle de B. yothersi é reduzida quando este é
misturado aos inseticidas imidacloprido ou fosmete (Della Vechia et al., 2018). O
efeito antagbnico entre agrotdoxicos pode ser explicado por alteracbes nas
caracteristicas fisico-quimicas dos produtos (Tarwater, 1984) ou por alteracdes
fisioldgicas nos organismos-alvo (Reffstrup et al., 2010).

Dentre as alteracdes fisiologicas, a modulacdo da atividade de enzimas,
principalmente aquelas que desempenham papel importante nos processos de
detoxificacdo, pode contribuir para o antagonismo entre os produtos (Abou-Donia,
2014). Esterases, glutationa-S-transferases (GST’s) e mono-oxigenases

dependentes do citocromo P450 (P450’'s) sdo enzimas de detoxificacdo que
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metabolizam produtos quimicos em artropodes e estéo frequentemente associadas
resisténcia em pragas (Feyereisen et al., 2015; Van Leeuwen e Dermauw, 2016;
Pavlidi et al., 2018). Essas enzimas participam da biotransformacdo de produtos
guimicos enddgenos ou exdgenos e 0 aumento de sua atividade faz com que os
organismos tolerem doses de produtos que, em doses maiores, seriam letais (Li et
al., 2007; Hodgson, 2012). A medicdo da atividade de enzimas de detoxificagéo
pode fornecer informacfes sobre os mecanismos relacionados a tolerancia e
resisténcia aos agrotoxicos, assim como sobre interacdes sinérgicas ou
antagonicas durante a exposi¢cao aos varios xenobioticos (Yao et al., 2018).

Tendo em vista a importancia de B. yothersi e de B. californicus em culturas
de importancia econdmica e o desconhecimento sobre os efeitos biolégicos e
fisioloégicos que a mistura de espirodiclofeno com inseticidas, comumente utilizados
para 0 manejo de insetos pragas, podem exercer sobre esses acaros, o presente
trabalho teve como objetivo estudar os efeitos biologicos e bioquimicos do acaricida
espirodiclofeno e dos inseticidas cipermetrina, fosmete e imidacloprido, isolados ou
combinados, sobre os acaros B. yothersi e B. californicus em condi¢cdes de

laboratoério e campo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Citricultura

A citricultura possui papel fundamental para a economia mundial. No Brasil,
estd entre as principais atividades agricolas, destacando o Pais como o maior
produtor mundial de laranja-doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck], com uma produc¢éo
de 15.881.003 toneladas e uma area plantada de 643.996 hectares na ultima safra

(IBGE, 2021). O Brasil também é o maior exportador de suco de laranja do mundo,
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seguido pelo México, Unido Europeia, Africa do Sul e Estados Unidos (USDA,
2021).

2.2. Os acaros Brevipalpus yothersi e Brevipalpus californicus

Brevipalpus yothersi e B. californicus, conhecidos como acaros planos, sdo
espécies cosmopolitas, estritamente fitofagas e polifagas (Childers et al., 2003).
Sao considerados pragas importantes devido principalmente a capacidade de
transmitirem virus para plantas cultivadas e ornamentais (Childers e Derrick, 2003;
Moraes e Flechtmann, 2008; Bastianel et al., 2010). Na citricultura, estes acaros
destacam-se por serem vetores dos virus causadores da leprose dos citros (CiLV e
OFV-citrus), principal doenca de carater viral dessa cultura (Jeger et al., 2017,
Freitas-Astua et al., 2018).

A leprose dos citros caracteriza-se pela presenca de lesdes clordticas,
geralmente circundadas por um halo amarelado em frutos e folhas que, com o
passar do tempo, tornam-se escuras e necroticas (Kitajima et al., 1972). Em ramos,
as lesdes sao corticosas e podem levar a seca completa dos ramos, devido a
obstrucao dos vasos condutores de seiva, podendo inclusive levar a morte da planta
(Rossetti et al., 1997). No Brasil, o CiLV-C é considerado o mais importante devido
a predominancia nos pomares citricos e pela severidade dos sintomas causados
nas plantas (Kitajima et al., 2003; Bastianel et al., 2010; Ramos-Gonzalez et al.,
2016).

Estudos indicaram que o CiLV-C atua de forma néo sistémica nas plantas,
Nnos quais 0s virus estdo presentes somente nas lesées da doenca ou muito
préximos destas, sendo, portanto, a transmissao de virus na prépria planta ou entre
plantas atribuida exclusivamente aos acaros Brevipalpus contaminados (Bastianel
et al., 2010). Recentemente, B. yothersi foi confirmado como o principal vetor do
CiLV-C nos pomares comerciais de laranja-doce do Brasil (Tassi et al., 2017). Essa

espécie pode adquirir e transmitir o virus CiLV-C (Ramos-Gonzalez et al., 2016;
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Tassi et al., 2017). Por outro lado, B. californicus esta associado principalmente a
transmisséo de virus do tipo nuclear (OFV), causadores de sintomas da leprose dos

citros em diversas partes do mundo (Roy et al., 2014; Cook et al., 2019).

2.3. Manejo do acaro da leprose

No manejo da leprose dos citros, diversas praticas sdo recomendadas para
evitar a transmissao e a dissemina¢do da doenca nos pomares. Entre as praticas,
citam-se a utilizacdo de mudas sadias isentas de virus e de acaros-vetores, 0
manejo sistematico do vetor, as podas de ramos sintomaticos, a utilizacdo de cercas
vivas e de quebra-ventos com plantas ndo hospedeiras de acaros e virus, e controle
de plantas espontaneas hospedeiras de acaros e de virus (Bastianel et al., 2010;
Andrade et al., 2013; Miranda et al., 2017). Contudo, a utilizacdo exclusiva de
acaricidas sintéticos € a principal tatica de manejo utilizada pelos citricultores para
reduzir os niveis populacionais do vetor e a disseminacao da doenca nos pomares
(Andrade et al., 2010; Carvalho et al., 2014; Della Vechia et al., 2018).

Varios acaricidas possuem registro junto ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle do acaro da leprose B. yothersi
(B. phoenicis) na cultura dos citros, como por exemplo, abamectina, propargito,
bifentrina, etoxazol, flufenoxurom, clorfenapir, enxofre, fenpropatrina,
espirodiclofeno, Oxido de fembutatina, fenpiroximato, ciflumetofeno, piridabem,
acrinatrina e hexitiazoxi (Agrofit, 2021). No entanto, alguns desses acaricidas
registrados possui baixa eficiéncia no controle desse acaro, principalmente devido
a existéncia de populacdes resistentes a estes produtos (Miranda et al., 2017). Entre
0s acaricidas registrados, espirodiclofeno tem sido amplamente utilizado na
citricultura brasileira para controle de B. yothersi, em razdo da elevada eficiéncia
proporcionada. E um acaricida inibidor da acetil-coenzima A carboxilase,
responsavel pela biossintese de lipideos (Wachendorff et al., 2002; Van Pottelberge
et al., 2009).



2.4. Fatores que influenciam o manejo do acaro da leprose dos citros

Diversos fatores podem influenciar o manejo dos &caros B. yothersi e B.
californicus, com destaque para o uso ndo adequado de determinados agrotdxicos
gue podem causar alteracdes biolégicas e comportamentais em populacées de
acaros (Della Vechia et al., 2018). Por exemplo, as aplica¢des sucessivas de uma
mesma molécula acaricida ou de moléculas com o0 mesmo mecanismo de acdo no
organismo aceleram o processo de selecao de populacdes de acaros resistentes.
Neste contexto, casos de resisténcia do acaro da leprose a acaricidas ja foram
reportados, tais como ao dicofol (Omoto et al., 2000), ao hexythiazox (Campos e
Omoto, 2002), ao propargite (Franco, 2002), a calda sulfocalcica (Casarin, 2010) e
ao espirodiclofeno (Rocha et al., 2021).

Apos a deteccédo das bactérias associadas ao Huanglongbing, aplicacdes de
inseticidas para o controle do inseto vetor Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae) aumentou cerca de 600% (Neves et al., 2011), passando de 2 a 4 para até
25 pulverizagdes/aplicacbes anuais (De Carli et al., 2018; Bassanezi et al., 2020).
O aumento da pulverizacéo desses produtos pode interferir no manejo do acaro da
leprose, por exemplo, por meio da reducdo de seus inimigos naturais (Stark e
Banks, 2003; Silva et al., 2011) ou devido as alteracdes comportamentais causadas
nesses acaros (Costa, 2019).

Devido ao alto custo de acaricidas e inseticidas, bem como a alta demanda
por esses, 0 uso de misturas entre esses produtos tem sido frequentemente
utilizado pelos citricultores para reduzir os custos de producéo, racionalizar o0 uso
da agua, diminuir a demanda de equipamentos de pulverizacdo e otimizar a
capacidade operacional do sistema de producdo (Andrade et al., 2013; Della Vechia
et al., 2018). De acordo com Andrade (1997), em um levantamento realizado na
década de 90 com produtores de citros, mais de 120 combinacdes de produtos no

tanque do pulverizador eram utilizadas, envolvendo principalmente acaricidas com
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inseticidas, fungicidas, fertilizantes foliares e adjuvantes. Embora a mistura em
tanque seja vantajosa, esta também pode trazer consequéncias negativas, como

reducdo de eficiéncia de controle, opondo-se aos objetivos dessa prética.

2.5. Formas de exposi¢cdo dos acaros aos agrotoxicos

Na agricultura, os agrotéxicos sao aplicados simultaneamente, ou seja,
misturados no tanque, ou um apos o0 outro, para a protecdo da cultura contra
problemas fitossanitarios. No entanto, pode haver interacdes negativas ou positivas
entre 0s agrotoxicos, independentemente da forma como foram aplicados
(Thompson, 1996). Com relag&o a mistura em tanque, essa consiste na combinagéo
de diferentes produtos, agrotéxicos, fertilizantes e adjuvantes no recipiente do
equipamento aplicador, realizada pouco antes da aplicacao, visando principalmente
ao controle de mais de um problema fitossanitario e manejo de resisténcia
(Thompson, 1996; Cloyd, 2011).

A pratica de mistura em tanque apresenta diversas vantagens,
principalmente de ambito econémico, tais como maior espectro de acdo, menor
guantidade de pulverizacdes na area, menor compactacdo do solo, maior eficiéncia
de trabalho, menor tempo de exposicdo do aplicador aos agrotoxicos, menor
numero de maquinas para realizarem 0 mesmo servi¢o, economia de agua, controle
fitossanitario em menor tempo e menor gasto com combustivel (Gazziero, 2015).
Contudo, em determinadas situacfes, pode haver desvantagens, opondo-se ao
objetivo principal da pratica. Dentre as desvantagens da mistura em tanque,
destacam-se os efeitos adversos desconhecidos das misturas, principalmente
aqueles relacionados a incompatibilidade fisica, quimica e biologica, alteracdes na
toxicidade e na ecotoxicologia dos ingredientes ativos (Petter et al., 2013; Tornisielo
et al., 2013; Della Vechia et al., 2018).

No Brasil, desde 2017, com a consulta publica para a alteracao da legislacdo

referente ao uso da mistura de agrotéxicos em tanque (Portaria n°® 148, de 26 de



8

dezembro de 2017), ficou clara a importancia da realizacdo de pesquisas cientificas
para viabilizar as combinacdes de agrotdxicos em tanques, no momento da
aplicacéo. Visto que os critérios estabelecidos pela instrucdo normativa, anexa a
Portaria n. 148, fornecem diretrizes para procedimentos a serem adotados para
recomendacdes de misturas de agrotdéxicos em tanque e sua prescricdo em
receituario agrondmico. Isto posto, as recomendac¢fes de misturas de agrotoxicos
devem ser realizadas por: instituicdes publicas ou privadas de ensino, de pesquisa
ou de extensdo rural; associacdo de produtores, cooperativas de agricultores;
empresa registrante de agrotéxicos e afins, e a prescricdo sera feita por um
engenheiro agronomo, com base em dados de estudos de pesquisas cientificas ou
no uso comprovado em literatura sobre as combinacdes ou as misturas (Brasil,
2017). Ademais, a portaria determina que as informacdes sobre: ingredientes ativos;
tipos de formulagdes; incompatibilidades fisico-quimicas; toxicidade e
ecotoxicidade; precaucdes, cuidados e adverténcias de uso adicionais devem
constar para a inclusdo e também os ingredientes devem estar cadastrados para a
cultura-alvo.

Aregularizacédo das misturas de agrotdoxicos em tanque € uma iniciativa bem-
-vinda a fim de mitigar problemas decorrentes de incompatibilidades fisico-quimicas
e biolégicas que afetam o controle dos organismos-alvo. Entretanto, € fato que os
organismos-alvo, em sua maioria, Sdo expostos as misturas de produtos também
guando aplicados de maneira isolada. Por exemplo, na citricultura, o acaro da
leprose, por estar presente durante todo o ano sobre as plantas, € exposto
continuamente aos inUmeros agrotoxicos utilizados na cultura (Oliveira e Pattaro,
2008; Belasque-Jr. et al., 2010).

Neste contexto, Della Vechia et al. (2018) verificaram que a mistura do
acaricida espirodiclofeno com os inseticidas imidacloprido e fosmete reduziu a
eficiéncia do acaricida de 28 a 44%, respectivamente. Além disso, Della Vechia et

al. (2019) verificaram reducdes de 7 a 22% na eficiéncia de espirodiclofeno no
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controle de B. yothersi quando foi adicionado cipermetrina ou bifentrina a calda,
respectivamente.

Andrade et al. (2013) verificaram que os fertilizantes foliares fosfito de
potéssio, sulfato de magnésio e a mistura dos cloretos de zinco e de manganés com
o sulfato de magnésio reduziram a eficiéncia dos acaricidas propargite e acrinatrina
no controle do acaro da leprose. Van Leeuwen et al. (2007) verificaram que a
aplicagcdo sequencial de bifenazato e de inseticidas carbamato e o0s
organofosforados reduziram a eficiéncia de controle de Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae) pelo bifenazato.

2.6. Mecanismos envolvidos na resposta aos agrotoxicos

A exposigéo de organismos-alvo a mais de um agrotoxico, em curto periodo,
pode resultar em efeitos imprevistos (Cloyd, 2011). A multipla exposicdo pode
ocorrer por meio da pulverizagcdo de produtos em mistura, ou por meio de
pulverizacdes sequenciais na mesma cultura (Thompson, 1996).

Quando misturados no tanque do pulverizador, os produtos podem interagir
de trés formas: (i) aditiva, a mistura apresenta efeitos semelhantes aos esperados
pela soma dos efeitos esperados para cada produto individualmente [(1+1)=2]; (ii)
sinérgica, quando a mistura apresenta efeitos superiores aos esperados pela soma
da aplicacéo de cada produto individualmente [(1+1)>2]; e (iii) antagbnica, quando
a mistura apresenta efeitos inferiores aos esperados pela soma dos efeitos
esperados para cada um dos produtos individualmente [(1+1)<2] (Lindquist, 2002;
Ikeda, 2013). Um ou mais mecanismos podem estar atrelados ao sucesso, ou néo,
dessas misturas, como, por exemplo, fatores inerentes a calda, incompatibilidade
fisico-quimica da calda e fatores bioldgicos ou fisiologicos da praga-alvo (Marer
1988; Van Leeuwen et al., 2007; Della Vechia et al., 2018).
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2.6.1. Incompatibilidade da calda

Incompatibilidade da calda é uma condicdo na qual os produtos misturados
no tanque de pulverizagcdo ndo formam solugbes ou suspensdes homogéneas
(Marer, 1988). Em vez disso, flocos, cristais ou aglomerados s&o formados ou a
separacédo entre os produtos é visivel na calda. A incompatibilidade da calda pode
ocorrer devido as propriedades quimicas e/ou fisicas dos principios em mistura,
impurezas na agua ou devido a composicdo das formulacbes dos produtos
misturados (Marer, 1988; Silva et al., 2007). A incompatibilidade quimica ocorre
guando a reacdo quimica da mistura reduz a eficacia de um ou de ambos os
produtos, ou quando os produtos quimicos reagem para formar um precipitado
(Ebeing, 1963). Incompatibilidade fisica entre agrotoxicos pode resultar em
formacao de espuma, grumos, flocos e cristais que podem danificar o equipamento
(Petter et al., 2012).

No entanto, a compatibilidade fisico-quimica entre produtos em mistura nao
€ suficiente para predizer a eficiéncia dos produtos no controle do alvo. Por
exemplo, misturas do acaricida espirodiclofeno com os inseticidas fosmete e
imidacloprido apresentaram compatibilidade fisico-quimica, com valores de pH e
condutividade elétrica adequados, mas a eficiéncia de espirodiclofeno no controle
de B. yothersi foi reduzida quando misturado com ambos os inseticidas (Della
Vechia et al., 2018).

2.6.2. Fatores bioldgicos

Inseticidas pulverizados na cultura dos citros para o controle de insetos,
como psilideos, lagartas e cigarrinhas, geralmente ndo causam mortalidade do
acaro da leprose, B. yothersi (Della Vechia et al., 2019). Porém, a exposicao a

xenobidticos estressores pode induzir alteragdes no metabolismo dos organismos.
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A maioria dos organismos, em condigdes n&o estressantes, aloca recursos
energéticos no metabolismo basal, de crescimento e de reproducdo (Bendis e
Relyea, 2014). Em condi¢fes de estresse, como a exposi¢ao a substancias toxicas,
0 metabolismo desses organismos € alterado para que os mesmos possam lidar
com a condicdo estressante (Bendis e Relyea, 2014). Consequentemente, essa
alteracdo do metabolismo resulta em diminuicdo das reservas de energia para
investimento das mesmas em mecanismos que auxiliardo a sobrevivéncia do
individuo exposto a condicao estressante (Sancho et al., 2009).

AlteracBes bioldgicas ou comportamentais, exemplificadas por alteracdes
reprodutivas ou locomotoras, podem estar relacionadas com a resposta a exposicao
de um organismo a um xenobioético (Adesanya et al., 2019). A reproducgédo envolve
uma série complexa de eventos comportamentais e fisiologicos, que sao
coordenados de maneira precisa pelos sistemas nervoso e hormonal de artropodes
(Haynes, 1988). Os xenobidticos (como inseticidas e acaricidas) podem perturbar
essa coordenacao e contribuir para a reducao de geracao de novos individuos, ou,
até mesmo, aumentar o numero de descendentes (Guedes e Cutler, 2013).

Neste contexto, € relativamente comum a realizacdo de pesquisas
relacionadas ao efeito hormese, fendmeno referente ao aumento populacional
repentino de organismos expostos a doses subletais de um determinado
xenobidtico. Esse fenbmeno tem sido estudado em &caros e sabe-se que varias
caracteristicas biolégicas podem ser alteradas, como a reducdo do tempo de
desenvolvimento, o aumento da fecundidade, da fertilidade e da longevidade
(Cohen, 2006; Cutler, 2013).

O efeito hormese foi relatado para varias espécies de acaros, principalmente
para aquelas pertencentes a familia Tetranychidae, como Panonychus citri
(McGregor) (Acari: Tetranychidae), T. urticae e Oligonychus ilicis (McGregor) (Acari:
Tetranychidae) (Acari: Tetranychidae), quando expostas a determinados inseticidas
(Saini e Cutkomp, 1966; Dittrich et al., 1974; Cohen, 2006; Cordeiro et al., 2013;
Alves et al., 2018; Zanardi et al., 2018).
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Diversos trabalhos demonstraram que o inseticida imidacloprido
(neonicotinoide) induz o aumento da oviposicao de T. urticae (James e Price, 2002;
Ako et al., 2004; Ako et al., 2006; Szczepaniec et al., 2011). O inseticida
cipermetrina (piretroide), pulverizado em baixas concentragées, aumentou a
fecundidade e a sobrevivéncia dos estagios imaturos de P. citri (Costa et al., 1988).
A aplicacdo do inseticida cipermetrina também resultou no aumento da populacéo
de Tetranychus cinnabarinus (Boisduval) (Acari: Tetranychidae) (Liu et al., 1998) e
a aplicacao de organofosforados, como dimetoato, induziu o aumento da populagéo
de P. citri e T. urticae (Leigh e Wynholds, 1980; Phillips et al., 1987).

Por outro lado, a exposicéo de acaros a inseticidas pode reduzir o numero
de descendentes. Por exemplo, a aplicacdo de imidacloprido reduziu a fertilidade
de T. urticae, e a fecundidade de Euseius concordis (Chant) (Mesostigmata:
Phytoseiidae) foi reduzida pelos inseticidas imidacloprido e betacipermetrina (Ako
et al., 2004).

2.6.3. Fatores bioquimicos

A exposicao de artropodes aos agrotoxicos, isolados ou em mistura, quando
nao causa mortalidade total, pode desencadear mecanismos bioquimicos de
detoxificagdo ou ativacdo nesses organismos (Desneux et al., 2007). Essas
respostas bioquimicas séo dadas pelo aumento do metabolismo dos xenobidticos
apos a inducao da expressdo de enzimas que irdo alterar a estrutura quimica de
tais compostos.

A inducao das respostas bioquimicas € o processo em que 0 organismo inicia
a producdo de enzimas adicionais apds a exposicdo a um xenobiotico (Terrieri,
1984). Portanto, a exposi¢cao a um ou mais compostos xenobibticos pode alterar as
taxas de ativacdo e de detoxificacdo de inseticidas e acaricidas (Van Leeuwen e
Dermauw, 2016).
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A detoxificacdo de xenobioticos, como inseticidas e acaricidas, de maneira
geral, envolve a converséo de substancias lipossoliveis em metabdlitos excretaveis
solaveis em agua, sendo comumente dividida em trés fases: fase | (solubilizacdo),
fase Il (conjuncéo) e fase Il (excrecdo). Na fase |, a estrutura do xenobidtico €
alterada enzimaticamente, tornando-a incapaz de interagir com 0S receptores
lipofilicos alvos. Essa funcionalizacdo é efetuada principalmente pelas mono-
oxigenases do citocromo P450 (P450) e esterases, embora outras enzimas também
possam contribuir (Xu et al., 2013). As reacOes da fase Il envolvem a conjugacgao
de produtos da detoxificacdo da fase | para solubilizacdo e transporte. Enzimas
glutationa-S-transferases (GST) s&o as principais enzimas da fase Il, embora
também possam funcionar como enzimas da fase I. A detoxificacdo da fase IlI
envolve o transporte dos conjugados da fase Il para fora das células, para posterior
excregao. Entre as proteinas envolvidas nesta ultima fase, estéo os transportadores
do tipo ABC (ATP-binding cassette) (Dermauw e Van Leeuwen, 2014).

Trés grupos de enzimas, esterases, P450s e GSTs, desempenham papel
importante na detoxificacdo de xenobidticos de diferentes modos de acéo
(Feyereisen et al., 2015; Van Leeuwen e Dermauw, 2016; Pavlidi et al., 2018). Essas
enzimas participam da biotransformacdo de produtos quimicos enddgenos ou
exdgenos, e sua atividade induzida permite que organismos tolerem doses do
produto que, em doses superiores, seriam letais (Li et al., 2007; Hodgson, 2012).

Embora todos os artropodes apresentem potencial detoxificacdo, o poder de
detoxificar pode variar de acordo com a espécie, com o estagio de desenvolvimento
e com as interacfes da espécie com o ambiente (Terrieri, 1984; Yang et al., 2013).
A amplitude na capacidade de detoxificacdo observada entre as espécies €, pelo
menos em parte, responsavel pela toxicidade seletiva de inseticidas e acaricidas,
pelo desenvolvimento de resisténcia a esses produtos em determinadas populacdes
e pela selecéo de plantas hospedeiras (Terrieri, 1984; Ahmad, 2004).

Interacdes complexas, como sinergismo e antagonismo, podem ocorrer em

misturas de agrotdxicos. Dois ingredientes ativos misturados podem competir ou
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inibir a mesma enzima de forma a reduzir ou a aumentar a toxicidade da mistura
(Kulkarni e Hodgson, 1980). Como exemplo de antagonismo, a aplicacédo prévia de
inseticidas carbamatos e organofosforados resultou na reducéo da eficiéncia do
acaricida bifenzato para o controle de T. urticae (Van Leeuwen et al., 2007). Os
autores justificaram o antagonismo com a observacdo de que a exposicdo aos
inseticidas também implicou a reducdo da expressao de esterases nos &caros.
Como as esterases atuam na ativacdo de bifenazato, a menor expressao das
esterases nos 4&caros resultou em menor ativagdo do acaricida e,
consequentemente, em menor eficiéncia de controle do acaricida.

Por outro lado, o sinergismo pode ocorrer quando, por exemplo, um produto
reduz a detoxificacdo metabdlica de outro pela inibicAo de enzimas que o
detoxificariam antes do contato com o sitio-alvo (Corbett, 1974; Kulkrani e Hodgson,
1980). Certos inseticidas organofosforados ligam-se ao sitio ativo de esterases
responsaveis pela detoxificacdo de inseticidas a base de piretroides e impedem a
detoxificacdo desses piretroides (Ahmad, 2004; Zalom et al., 2005; Ahmad et al.,
2008; Ahmad, 2009). Dessa forma, os inseticidas organofosforados podem ser
considerados sinergistas para os piretroides (Martin et al., 2003; Zalom et al., 2005;
Attique et al., 2006).

Além dos proprios inseticidas e acaricidas, existem outros sinergistas
conhecidos por serem Uteis em estudos do envolvimento dos principais grupos de
enzimas na detoxificacdo de produtos, como, por exemplo, butoxido de piperonila
(PBO), S,S,S-tributil-fosforotritioato (DEF) e maleato de dietila (DEM), que sao
inibidores de mono-oxigenases, esterases e glutationa-S-transferases,
respectivamente (Snoeck et al., 2017).

Sinergistas sdo definidos como compostos que aumentam a toxicidade de
um agrotéxico, embora geralmente sejam praticamente nado téxicos quando
aplicados isolados (Matsumura, 1985). Eles podem atuar como substrato substituto
ou como inibidor de enzimas de detoxificacdo e transportadores. Logo, sao

substancias importantes para investigar os mecanismos de detoxificacdo de
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xenobioticos (Snoeck et al., 2017). Os sinergistas também sdo de interesse
comercial, pois combina-los com inseticidas ou acaricidas pode aumentar a eficacia,
auxiliar a utilizagdo minima de agrotoxicos, bem como no manejo da resisténcia de
pragas a téticas de controle (Casida, 1970; Raffa e Priester, 1985; Bernard e
Philogéne, 1993).

O sinergista comercial mais conhecido e amplamente utlizado € o
metilenodioxifenil butéxido de piperonila (PBO), que inibe as P450s. O PBO é usado
comercialmente desde 1940, principalmente em combinagdo com piretroides. O
mecanismo de inibicdo do PBO consiste em duas fases, sendo que a primeira fase
se inicia com a ligacdo de PBO ao sitio ativo de P450; e a segunda fase, pela
formacdo de um complexo inibidor quase irreversivel entre a fragdo carbeno
eletrofilica de PBO e o ferro ferroso de P450. Isso resulta em diminuicdo da
atividade catalitica das P450s (Casida, 1970; Feyereisen et al., 1984; Correia e
Montellano, 2005).

Sinergistas como DEF e trifenil fosfato (TPP) sdo conhecidos como inibidores
da carboxil esterases (Plapp et al., 1963; Yeoh et al., 1982). Esses compostos
organofosforados comportam-se como o substrato natural das esterases e ligam-se
covalentemente ao grupo de serina -OH do sitio ativo. O composto carbonil maleato
dietilico (DEM) conjuga-se a glutationa reduzida (GSH), exaurindo assim as células
deste tripeptideo. Como consequéncia, a disponibilidade reduzida de GSH na célula
implica menor disponibilidade desse substrato para ser conjugado com inseticidas,
acaricidas ou com os produtos do estresse oxidativo pelas GSTs (Boyland e
Chasseaud, 1970; Fujioka e Casida, 2007; Che-Mendoza et al., 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de execucao dos experimentos

A pesquisa foi realizada no Departamento de Ciéncias da Producéo Agricola
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil (Unesp/FCAV) e
no Laboratério de Zoologia da Universidade de Ghent, Bélgica (UGent). Além disso,
foram realizados experimentos em pomares comerciais de citros localizados no
municipio de Monte Alto, Sdo Paulo, Brasil e na empresa Plantec Laboratorios
(Iracemapolis, Sao Paulo, Brasil).

3.2. Criacao dos acaros

3.2.1. Brevipalpus yothersi

Os acaros B. yothersi foram provenientes de uma criacdo mantida no
Laboratério de Acarologia da Unesp/FCAV, desde 2010. A criacdo foi iniciada com
acaros Brevipalpus spp. coletados em um pomar de laranja-doce localizado no
Campus da Unesp/FCAYV, que nunca havia recebido pulverizacdo de agrotoxicos. A
identificacdo de B. yothersi foi confirmada molecular e morfologicamente, conforme
descrito por Navia et al. (2013) e Beard et al. (2015), respectivamente.

Os éacaros foram mantidos em frutos de laranja-doce [Citrus sinensis (L.)
Osbeck — variedades Pera ou Valéncia], previamente lavados em agua corrente e
parcialmente parafinados. Para impedir a fuga dos acaros, uma arena sem parafina
foi circundada com uma fina camada de cola “tipo entomoldgica” (Pega-insetos,
PROMIP, Brasil). Em cada arena, foi adicionada uma mistura de gesso, farinha de
trigo, areia fina e agua, na proporcédo de 1:1:1:1, com o intuito de proporcionar

saliéncias sobre os frutos e de estimular a oviposi¢cao e a permanéncia dos acaros
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sobre os frutos (Chiavegato, 1986; Albuquerque et al., 1997) (Figura 1A). Apés o
preparo, fémeas de B. yothersi foram transferidas para as arenas, com auxilio de
um pincel de apenas um pelo, sob microscopio estereoscépico. Os frutos foram
colocados em bandejas e permaneceram em sala climatizada (25 £ 2°C; umidade
relativa de 60 + 10%; 12 horas de fotoperiodo). Os frutos foram renovados sempre
qgue perdiam a turgidez, e os acaros foram transferidos, encostando-se um fruto

velho em um fruto novo, para a migracdo dos acaros.

3.2.2. Brevipalpus californicus

A criacdo de B. californicus foi iniciada a partir de espécimes cedidos
gentilmente pelo Dr. Hans Breeuwer da Universidade de Amsterda, Holanda. Os
acaros da colonia original foram coletados em plantas de Carica papaya L. e
Acalypha wilkesiana Muell. Arg., que ndo recebiam aplicacbes de agrotéxicos. Os
acaros foram transferidos para folhas de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e
encontravam-se em laboratério por mais de cinco anos sem aplicacdes de
agrotoxicos. A identificacdo da espécie foi confirmada molecular e
morfologicamente, conforme descrito por Navia et al. (2013) e Beard et al. (2015),
respectivamente.

Os espécimes cedidos foram multiplicados em laboratério da Universidade
de Ghent. Como substrato para a multiplicacdo dos acaros, foram utilizadas folhas
de feijdo P. vulgaris L. cv. Prelude, dispostas com a face adaxial voltada para cima
sobre algodao hidrofilico embebido em agua para manter a turgescéncia das folhas
e delimitadas por uma barreira de algodao hidrofilico para evitar a fuga de acaros
(Figura 1B). A colbnia de acaros foi mantida em estufa tipo BOD a 25°C (£ 0,5), 60%

de umidade relativa (UR) e fotoperiodo de 16/8 horas claro/escuro.
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Figura 1. Criacdo dos acaros em estudo. A) Brevipalpus yothersi sobre frutos de
laranja-doce (Citrus sinensis). B) Brevipalpus californicus sobre folhas de
feijdo (Phaseolus vulgaris).

3.3. Agrotoéxicos utilizados nos experimentos

Nos experimentos realizados no Brasil, foram estudados o acaricida
espirodiclofeno (Envidor® 240 SC; Bayer Cropscience AG, Alemanha) e os
inseticidas cipermetrina (Mustang® 350EC; FMC, Brasil), fosmete (Imidan®500 WP;
Cross Link, Brasil) e imidacloprido (Provado® 200 SC; Bayer Cropscience AG,
Alemanha). Na Bélgica, foram estudados o acaricida espirodiclofeno (Envidor® 240
SC; Bayer Cropscience AG, Alemanha) e os inseticidas fosmete (Boravi® 50 WG;
BASF, Portugal) e imidacloprido (Confidor® 200 SC; Bayer CropScience AG,
Alemanha).

O acaricida e os inseticidas foram selecionados para esta pesquisa por
serem amplamente utilizados na citricultura para controle do acaro da leprose e de
insetos-praga, respectivamente (Tiwari et al., 2011; Miranda et al., 2017). Além

disso, pesquisas desenvolvidas por Della Vechia et al. (2019) apontaram efeito
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antagonico entre as combinagdes deste acaricida com 0s respectivos inseticidas

mencionados.

3.4. Toxicidade de inseticidas isolados e combinados com espirodiclofeno

sobre fases do ciclo biolégico de Brevipalpus yothersi

Foi avaliado, isoladamente, o efeito dos inseticidas e do acaricida, bem como
a combinacao desses produtos sobre fases do ciclo biol6gico de B. yothersi (ovos,
larvas, protoninfas, deutoninfas e adultos). O delineamento experimental adotado
foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 3 + 1 tratamento adicional,
totalizando sete tratamentos, com cinco repeticdes, em que o fator A correspondeu
as diferentes caldas (isolado ou em mistura), o fator B aos tipos de inseticidas e o
tratamento adicional ao acaricida isolado.

Os tratamentos estabelecidos foram: 1) espirodiclofeno (60,0 mg por litro de
agua); 2) cipermetrina (35,0 mg por litro de agua); 3) fosmete (250,0 mg por litro de
agua); 4) imidacloprido (40,0 mg por litro de agua); 5) espirodiclofeno + cipermetrina
(60,0 + 35,0 mg por litro de agua); 6) espirodiclofeno + fosmete (60,0 + 250,0 mg
por litro de agua), e 7) espirodiclofeno + imidacloprido (60,0 + 40,0 mg por litro de

agua). Como tratamento-controle, foi utilizada agua deionizada.

3.4.1. Toxicidade sobre ovos

Inicialmente, foram confeccionadas arenas a partir de folhas de laranjeira (C.
sinensis var. Pera) mantidas em vasos contendo solo, areia e esterco bovino (2:1:1),
sem aplicacdes de agrotdxicos. Cada folha foi colocada individualmente com a
superficie adaxial voltada para cima em placas de Petri de 15,0 cm de diametro e
2,0 cm de altura, contendo no fundo espuma de 1,0 cm de espessura e algodéao

hidrofilo embebidos em agua, a fim de manter a turgescéncia das folhas. As
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margens das folhas foram circundadas com algodé&o hidrofilo para impedir a fuga
dos acaros, conforme metodologia adaptada de Omoto et al. (2000).

Ap6s o preparo das arenas, foram transferidas 15 fémeas adultas de B.
yothersi por arena com auxilio de um pincel de apenas um pelo, sob microscépio
estereoscopico. Apds 48 horas, as fémeas foram removidas, deixando-se 15 ovos
por arena. Em seguida, os tratamentos foram aplicados sobre as placas de Petri
contendo os ovos. As aplicagcdes dos produtos foram realizadas em torre de Potter
(Burkard Manufacturing, Rickmansworth, Herts, Reino Unido), calibrada a 34,5 kPa,
utilizando volume de 2,0 mL de calda em cada pulverizacdo, o que correspondeu a
deposicdo média de 1,56 mg.cm? (Figura 3A). As placas foram mantidas em camara
climatizada nas mesmas condi¢gdes mencionadas para a criagado de B. yothersi. As
avaliacdes foram realizadas a partir do oitavo dia apos as aplicacdes até a eclosao

de todas as larvas do controle, com agua deionizada, em aproximadamente 10 dias.

3.4.2. Toxicidade sobre fases moveis

No total, foram realizados quatro experimentos, sendo o primeiro para avaliar
o efeito dos tratamentos sobre larvas, 0 segundo sobre protoninfas, o terceiro sobre
deutoninfas e o quarto sobre adultos de B. yothersi. Nestes experimentos, foram
confeccionadas arenas de folhas de laranja de forma idéntica ao descrito no item
anterior (3.4.1). Contudo, nesses experimentos, foi utilizado o método de contato
residual, nos quais a transferéncia dos acaros ocorreu apos as aplicacdes dos
produtos sobre as arenas. As pulverizacGes foram realizadas em torre de Potter
ajustada, conforme mencionado no item anterior (3.4.1), e volume de calda de 2,0
mL por aplicacdo. Apds a secagem da calda sobre as folhas (aproximadamente uma
hora), foram transferidos 15 &caros para cada arena, conforme a fase do ciclo
biolégico do acaro correspondente a cada experimento. As placas foram mantidas
em camara climatizada nas mesmas condices mencionadas para a criacdo de B.

yothersi.
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As avaliagbes de mortalidade foram realizadas diariamente, a partir de 24
horas apés a transferéncia dos acaros, e seguiram até que o controle (somente
agua deionizada) apresentasse 10% de mortalidade natural. Com auxilio de pincel
de um pelo, os acaros foram dispostos com a parte dorsal voltada para baixo, e
aqueles que nado voltaram a posi¢cdo normal e caminharem foram considerados

mortos.

3.4.3. Analise dos dados

Com os dados de sobrevivéncia de cada uma das fases dos acaros, foi
calculada a eficiéncia dos tratamentos pela formula proposta por Abbott (1925), em
gue a taxa de mortalidade de cada tratamento foi corrigida a partir dos dados de
mortalidade do tratamento-controle (dgua). Para analise estatistica, quando

necessario, os dados foram transformados em arco-seno ,/x/100 e submetidos a
analise de variancia, e as medias foram comparadas entre si, utilizando o teste de
Tukey, e comparadas com o tratamento adicional (espirodiclofeno), utilizando-se do
teste de Dunnett; ambos os testes a 5% de probabilidade de erro (P < 0,05), por
meio do software SAS (SAS Institute, 2015).

3.5. Efeito de diferentes concentracdes de acaricida, inseticidas e de misturas

na fecundidade e na fertilidade de Brevipalpus yothersi

Foram realizados experimentos em laboratorio e em casa de vegetacao para
avaliar o efeito de concentracbes de espirodiclofeno isolado e combinado aos
inseticidas sobre a fecundidade e sobre a fertilidade de B. yothersi. As
concentragfes dos inseticidas foram selecionadas a partir da concentracéo

comercial empregada para o controle de D. citri (Tabela 1).
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3.5.1. Experimento em laboratorio

Neste experimento, como substrato para os acaros, foram utilizados frutos
de laranja-doce (variedade Valéncia) coletados em pomar sem uso de agrotoxicos.
Os frutos foram lavados em agua corrente e parcialmente parafinados, deixando-se
uma arena de 5,0 cm de didametro sem parafina e delimitada com cola “tipo
entomoldgica” (Pega-insetos, PROMIP, Brasil). A arena foi dividida ao meio com
cola “tipo entomoldgica”, obtendo-se duas arenas de 2,5 cm de diametro (duas
unidade experimentais) por fruto (Figura 2A). Em cada arena, foi adicionada uma
mistura de gesso, farinha de trigo, areia fina e agua, na propor¢éo de 1:1:1:1, com
o intuito de proporcionar saliéncias sobre os frutos e de estimular a oviposicao e a
permanéncia dos acaros sobre os frutos (Chiavegato, 1986; Albuquerque et al.,
1997).

Os produtos foram pulverizados sobre os frutos, em torre de Potter (Figura
3A), calibrada a 34,5 kPa, gastando-se volume de calda de 2,0 mL em cada
pulverizacdo (Tabela 1). Cada tratamento foi repetido 6 vezes. No tratamento-
controle, utilizou-se de agua deionizada. Apoés as aplicacdes, 10 fémeas adultas de
B. yothersi recém-emergidas foram transferidas para cada unidade experimental.
Foram realizadas, diariamente, avaliagcbes de contabilizacdo do numero de ovos,
larvas, ninfas (protoninfas e deutoninfas) até o décimo dia apés a transferéncia das

fémeas para as unidades experimentais.
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Tabela 1. Inseticidas e acaricidas e suas respectivas concentracdes utilizados nos experimentos.

Dose (mg.L™?)?

Ingrediente ativo Nome comercial co c1t C3 ca C5 Co
Cipermetrina Mustang 350 EC 70,0 35,0 17,5 8,7 4.4 2,2
Fosmete Imidan 500 WP 500,0 250,0 125,0 62,5 31,2 15,6
Imidacloprido Provado 200 SC 80,0 40,0 20,0 10,0 5,0 2,5
Espirodiclofeno® Envidor 240 SC 3,5 1,7 0,9 0,4 0,2 0,1
Espirodiclofeno + cipermetrina Envidor + Mustang 3,5+ 70,0 1,7+ 35,0 0,9+175 0,4+8,7 0,2+4,4 0,1+2,2
Espirodiclofeno + fosmete Envidor + Imidan  3,5+500,0 1,7+250,0 0,9+1250 04+625 02+31,2 0,1+156

Espirodiclofeno + imidacloprido  Envidor + Provado 3,5 + 80,0 1,7+40,0 0,9+200 0,4+10,0 0,2+5,0 0,1+25

1C1- dose comercial
2C2 = Clvezes 2; C3 =C1/2; C4 = Cl/4; C5 = C1/8; C6 = C1/16.
3Espirodiclofeno — dose comercial = 60 mg i.a.L™*; C1= dose comercial/32; C2 = C1/16; C3 = C1/64; C4 = C1/128; C5 = C1/256; C6 = C1/512
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3.5.2. Experimento em casa de vegetacao

O delineamento experimental adotado nesse experimento realizado em casa
de vegetacao foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 6, com seis
repeticdes, em que o fator A correspondeu aos diferentes produtos (inseticida,
acaricida e mistura entre eles), o fator B as seis doses de cada um dos produtos,
conforme descritos na Tabela 1. Neste estudo, foram utilizadas plantas de
laranjeira-doce ‘Valéncia’ obtida a partir de sementes (seedlings) germinadas e
mantidas em tubetes de 25 cm?, preenchidos com substrato a base de fibra de coco
(Golden Mix granulado T11, Amafibra, Brasil) (Figura 2B).

Figura 2. Unidades experimentais utilizadas nos experimentos para avaliar o efeito
de diferentes concentracfes do acaricida e inseticidas, isolados e
combinados, na populacédo de Brevipalpus yothersi em laboratorio (Fig.
A) e casa de vegetacao (Fig. B).

Cada tratamento foi composto por seis plantas. Os produtos foram
pulverizados sobre as plantas com pulverizador manual (Brudden ® Practical) até

ao ponto de escorrimento (Figura 3B). Apés a secagem das folhas, 15 fémeas
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adultas de B. yothersi foram transferidas para cada planta. A avaliacdo do nimero
de acaros [ovos, larvas, ninfas (protoninfas e deutonifas) e adultos] vivos foi

realizado 28 (vinte e oito) dias apds a transferéncia das fémeas para as plantas.

Figura 3. Equipamentos utilizados para a pulverizacdo dos tratamentos. A) Torre
de Potter (Burkard Manufacturing); B) Pulverizador manual (Brudden ®
Practical).

3.5.3. Analise dos dados

Os dados obtidos no experimento realizado em laboratério, referentes ao
numero de ovos por fémea, por dia e porcentagem de fertilidade, foram submetidos
a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade, por meio do software SAS (SAS Institute, 2015). No experimento
realizado em casa de vegetacdo, os dados relativos ao total de &caros
contabilizados (ovos + larvas + ninfas + adultos) no final do estudo foram
submetidos a andlise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, e comparados com o tratamento adicional (agua), utilizando-se do teste de

Dunnett; ambos os testes a 5% de probabilidade de erro (P < 0,05).
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Ainda com base no niumero de acaros obtidos em cada unidade experimental
do experimento realizado em casa de vegetacéo, foi determinada a taxa instantanea
de crescimento (ri) da populagéo utilizando a formula proposta por Stark e Banks
(2003):

Nf.
'_ In (m)
r= At

Em que: Nf = nimero total de acaros (fémeas, ovos, larvas e/ou ninfas)
obtidos na avaliacdo realizada aos 28 dias ap0s a transferéncia das fémeas para as
unidades experimentais; No = numero de fémeas transferidas para as unidades
experimentais; e At = intervalo de tempo (em dias) transcorrido entre a transferéncia
das fémeas e a avaliacdo final. Valores positivos e negativos de ri indicam que
houve aumento ou decréscimo da populacéo, respectivamente, enquanto valores
de ri = 0 indicam que a populacdo se manteve estavel durante o periodo de

avaliacao.

3.6. Efeito dos produtos isolados e em mistura sobre parametros bioldgicos e

demograficos de Brevipalpus yothersi

Inicialmente, para determinar o efeito dos tratamentos sobre parametros
biologicos e demogréficos de B. yothersi, a fim de garantir uma quantidade minima
de acaros vivos, estimou-se a CLos de espirodiclofeno sobre este acaro. A Clas
estimada correspondeu a 6,8 mg i.a.L™*. Em seguida, foram coletados frutos em
pomar sem pulverizacdo de agrotoxicos, que foram devidamente preparados para
servir como substrato aos acaros. Os frutos foram lavados em agua corrente e
parcialmente parafinados, deixando-se uma arena de 5 cm? (2,5 cm de diametro)
sem parafina e delimitada com cola “tipo entomoldgica” (Pega-insetos, PROMIP,
Brasil).

Foram estabelecidos oito tratamentos, sendo: 1) espirodiclofeno (4,5 mg
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i.a.L™); 2) cipermetrina (35,0 mg i.a.L™); 3) fosmete (250,0 mg i.a.L™); 4)
imidacloprido (40,0 mg i.a.L™); 5) espirodiclofeno + cipermetrina (4,5 + 35,0 mg de
i.a.L1); 6) espirodiclofeno + fosmete (4,5 + 250,0 mg de i.a.L!); 7) espirodiclofeno +
imidacloprido (4,5 + 40,0 mg de i.a.L™), e 8) 4gua deionizada (controle). Os produtos
foram aplicados em torre de Potter, gastando-se 2,0 mL de calda por fruto.

Apoés as aplicacdes, uma fémea adulta de B. yothersi foi transferida para cada
fruto, onde permaneceu por 24 horas em contato com o residuo dos tratamentos
pulverizados. Apés esse periodo, as fémeas foram retiradas dos frutos, deixando-
se apenas um ovo por fruto. Uma coorte de 30 ovos (30 repeticdes) foi estabelecida
para cada tratamento. Posteriormente, esses frutos foram mantidos em camara
climatizada (25 + 1°C, 60 £ 10% UR e fotofase de 12 h). Diariamente, as unidades
experimentais foram avaliadas para determinar a duracdo do desenvolvimento
biolégico e a sobrevivéncia em cada estagio. Apds a emergéncia das fémeas
adultas, estas foram mantidas nos frutos para avaliar a sobrevivéncia e a

fecundidade. Os dados foram registrados diariamente até a morte de cada individuo.

3.6.1. Andalise dos dados

A duracéo dos estagios de ovo, larva, protoninfa, deutoninfa e pré-adulto foi
determinada para cada tratamento. Os periodos de pré-oviposi¢cao (APOP: periodo
entre a emergéncia do adulto e a primeira oviposicao), pré-oviposicao total (TPOP:
periodo de ovo a primeira oviposi¢ao), fecundidade, longevidade, longevidade total
(dia da oviposicdo até a morte do adulto) e dias de oviposicdo (Oq) foram
determinados para cada tratamento (Chen et al., 2018). Oq foi calculado pela

seguinte férmula:

Nfr

2.D,
0, == —

fr

Na qual: N € o nimero de fémeas reprodutoras, e Dx € o niUmero de dias de

oviposicao de cada fémea.
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Os parametros biolégicos e demogréficos de B. yothersi foram estimados
usando todos os individuos avaliados, incluindo aqueles que morreram antes de
completar o desenvolvimento biolégico, como proposto por Chi (1988). Os seguintes
parametros foram estimados conforme metodologia de Chi e Liu (1985): taxa de
sobrevivéncia para cada idade-estagio especifica (Sx) (em que: x é aidade ejé o
estagio de desenvolvimento), taxa de sobrevivéncia na idade especifica (Ix),
fecundidade na idade especifica (mx), expectativa de sobrevivéncia na idade-
estagio especifica (exj) e valor da reproducéo na idade-estagio especifica (V). Além
disso, foram calculados a taxa liquida de reproducdo (Ro), a taxa intrinseca de
crescimento (rm), a razao finita de aumento (A) e o tempo médio entre geracdes (T)
para a construcéao da Tabela de vida de fertilidade. Os dados originais de todos os
individuos foram analisados com o auxilio do programa computacional
TWOSEXMSChart (Chi, 2020).

Taxa de sobrevivéncia especifica por idade-estagio:

n

Xj

nOl

S. =

Na qual, no1 € o numero total de individuos utilizados no inicio do estudo da
Tabela de vida de fertilidade, e nxj € o numero de individuos que sobrevivem até a
idade x e estagio j.

Taxa de sobrevivéncia especifica por idade:

k

L=>S,
j=1

Fecundidade especifica por idade:

2.5,

j=1
Taxa liquida de reproducéo, definida como o numero total de descendentes

gue um individuo pode produzir durante sua vida:
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A taxa intrinseca de crescimento foi estimada usando o método de bisseccao
interativa com a idade indexada a 0 (Godman, 1982), pela equacgao de Euler-Lotka:

ie—r(iﬂ)l m :1
XX

i=x

Razao finita de aumento:

Tempo médio entre geracoes:

Expectativa de vida especifica por idade-estagio refere-se a expectativa de
vida de um individuo com idade x e estagio y:

Em que: S’y € a probabilidade de individuos com idade x sobreviverem até a
idade i e estagio y. A ey foi calculada de acordo com o método proposto por Chi e
Su (2006).

O valor reprodutivo especifico por idade-estagio € a contribuicdo de
individuos com idade x e estagio y para a populacdo futura (Huang e Chi, 2011;

Tuan et al., 2014) e foi calculado como:
er(x+1) © k

Vi =g D.eY S
i=x y

xj i =1

As médias e os erros-padrdo de cada parametro foram estimados pelo
meétodo de bootstrap, seguindo o procedimento proposto por Huang e Chi (2012).
Durante o procedimento de bootstrap, os dados de cada um dos parametros
analisados foram reamostrados 100.000 vezes. As médias de cada populacéo

foram comparadas pelo teste de bootstrap pareado (Efron e Tibshirani, 1993).
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3.7. Efeito da mistura de inseticidas na eficiéncia de espirodiclofeno para o
controle de Brevipalpus yothersi em condi¢cdes de campo

Foram realizados dois experimentos em condi¢cdes de campo, com o intuito
de avaliar a eficiéncia e o periodo residual dos produtos isolados e das combinacdes
entre 0 acaricida e os inseticidas. Os experimentos foram realizados em pomares
comerciais de lima-acida ‘Tahiti’ (Citrus latifolia Tanaka), irrigados, no municipio de
Monte Alto, Sado Paulo, Brasil. Estes pomares foram escolhidos para a instalacao
dos experimentos devido a presenca de B. yothersi em alta infestacéo, uma vez que
plantas de lima-acida ‘Tahiti’ sdo imunes ao virus da leprose CiLV-C (Arena et al.,
2016), nao exigindo controle do acaro da leprose.

O primeiro experimento foi instalado no ano de 2020, em um pomar com 6
anos de idade de lima-acida ‘Tahiti’ enxertada em citrumelo ‘Swingle’, cultivado em
espacamento de 6,0 x 2,0 m (21°16'42” S, 48°33'23” O). Enquanto o segundo
experimento foi instalado em 2021, em pomar de lima acida ‘Tahiti’ enxertada em
limoeiro ‘Cravo’ de 3 anos de idade, com espacamento de 6,0 x 3,0 m (21°16°29” S,
48°33°22” O) (Figuras 4A e B).
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Figura 4. Areas experimentais localizadas no municipio de Monte Alto — SP, onde
foram conduzidos os experimentos de eficiéncia de espirodiclofeno
isolado e combinado aos inseticidas.
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Em ambos os experimentos, o delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado, com oito tratamentos e cinco repeticdes (parcelas). Cada
parcela experimental foi composta por seis plantas em linha, nos quais as quatro
plantas centrais das parcelas foram utilizadas para as avalia¢des, e as duas plantas
da extremidade, como bordaduras. Os tratamentos avaliados foram: 1)
espirodiclofeno (60,0 mg de i.a. por litro de 4gua); 2) cipermetrina (35,0 mg de i.a.
por litro de agua); 3) fosmete (250,0 mg de i.a. por litro de agua); 4) imidacloprido
(40,0 mg de i.a. por litro de agua); 5) espirodiclofeno + cipermetrina (60,0 + 35,0 mg
de i.a. por litro de 4gua); 6) espirodiclofeno + fosmete (60,0 + 250,0 mg de i.a. por
litro de 4gua); 7) espirodiclofeno + imidacloprido (60,0 + 40,0 mg de i.a. por litro de
agua), e 8) controle sem aplicacéo de quaisquer produtos.

No primeiro experimento, os tratamentos foram aplicados com um turbo
pulverizador Jacto Arbus de 4.000 L (Jacto do Brasil SA, Pompeia - SP, Brasil),
equipado com pontas do tipo conico (Disc & Core®, Jacto, Pompéia, SP, Brasil),
tracionado por um trator MF-283, com velocidade de trabalho de 3,27 km/h,
unilateral. O volume de calda correspondeu a 150,0 mL/m3. Enquanto no segundo
experimento, os produtos foram aplicados com um pulverizador hidraulico
estacionario KPS-26 (Kawashima), acionado por um motor a gasolina de 25,4
cilindradas, acoplado a uma mangueira de 50 m de comprimento e equipado com
pontas do tipo cénico (Disc & Core®, Jacto, Pompeia - SP, Brasil). O volume de
calda utilizada também foi de 150,0 mL/m3.

Foram realizadas avaliacfes para estimar o nivel populacional de B. yothersi
antes e apos a aplicacao dos tratamentos. Para isso, foram coletados quatro frutos
por parcela (um fruto por planta) que foram colocados em sacos de papel e
acondicionados em uma caixa de isopor. Em seguida, os frutos foram transportados
até ao Laboratorio de Acarologia da Unesp/FCAV, para a contabilizacdo do numero
de acaros B. yothersi presente em cada fruto, sob microscépio estereoscoépio. No
primeiro experimento, foram realizadas avaliacfes antes da aplicacdo (prévia) e aos
7; 14; 21; 35 e 42 dias apOs a aplicacdo dos tratamentos, enquanto no segundo
experimento foram realizadas avaliacbes antes da aplicacdo (prévia) e aos 7; 21;

35; 48 e 62 apos a aplicagdo. As avaliacdes foram realizadas até a reinfestacdo no
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tratamento com espirodiclofeno isolado.

A eficiéncia de controle (Ec¢) dos tratamentos foi calculada com base no
namero médio de acaros obtidos na prévia e nas avaliacdes realizadas apés as
aplicacdo dos tratamentos, utilizando-se da formula proposta por Henderson e Tilton
(1955):

Nic X Nft

E0) = 1 (yfesnie

) X 100

Em que: Nic = nimero médio de &caros vivos registrados no controle na
avaliacdo prévia; Niz = numero meédio de &caros vivos registrados nos frutos no
controle apds a aplicacdo; Ni = nimero médio de acaros vivos registrados no
tratamento, na avaliacéo prévia, e Nix = nUmero médio de acaros vivos registrados
no tratamento, apés a aplicacéo.

Calculou-se, também, a taxa instantanea de crescimento populacional (ri) do
acaro, como proposto por Stark e Banks (2003):

In (%)

= ——2

At
Valores positivos e negativos de ri indicam um incremento e um decréscimo

na populacéo do acaro, respectivamente, enquanto valores de ri = 0 indicam que a
populacdo do acaro se manteve estavel durante o periodo de avaliacao.

Além disso, foi determinado o periodo de controle ou de reinfestacdo do
acaro nos tratamentos. O periodo de controle ou de reinfestacdo refere-se ao
periodo entre a ndo deteccdo de nenhum acaro da leprose apds a aplicacdo do
tratamento (“populacédo zerada”) até ao aparecimento de, pelo menos, um acaro

(exceto ovo) em 5% dos frutos avaliados (Silva Junior, 2021).
3.7.1. Analise dos dados

Modelos lineares generalizados (GLM) (Nelder e Wedderburn, 1972) com
distribuicdo do tipo quase-Poisson e Gaussiana foram utilizados para a analise dos
dados de contagem (nimero de acaros nos frutos) e da porcentagem de reducéo

populacional e periodo de recolonizacdo do acaro nas plantas, respectivamente. A
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qualidade do ajuste foi verificada pelo grafico meio-normal de probabilidades, com
envelope de simulagdo (Demétrio et al., 2014). Quando houve diferenca significativa
entre os tratamentos, comparacdes mudltiplas (teste de Tukey, P < 0,05) foram
realizadas, utilizando-se da funcao "glht" do pacote "multcomp”, com o ajuste dos
valores de P. Nos casos em que houve dependéncia dos erros (periodo de controle),
os dados foram analisados por meio de modelos lineares generalizados mistos
(GLMM), utilizando o pacote “Ime4” (Bates et al., 2015). Todas as analises foram
realizadas no software estatistico “R”, versao 3.4.4 (R Development Core Team,
2018).

3.8. Teor de espirodiclofeno em caldas do acaricidaisolado ou combinado aos

inseticidas

Foram preparadas caldas do acaricida e das misturas (acaricida + inseticida),
minutos antes da analise. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado, onde quatro tratamentos foram estabelecidos: 1) espirodiclofeno
(Envidor® - 60,0 mg de i.a. por litro de agua); 2) espirodiclofeno + cipermetrina
(Envidor® + Mustang®- 60,0 e 35,0 mg de i.a. por litro de agua); 3) espirodiclofeno
+ fosmete (Envidor® + Imidan® - 60,0 e 250,0 mg de i.a. por litro de agua), e 4)
espirodiclofeno + imidacloprido (Envidor® + Provado® - 60,0 e 40,0 mg de i.a. por
litro de agua). O teor de espirodiclofeno nas caldas foi analisado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector Diode Array (DAD). O HPLC-DAD
permite a determinacdo quimica, a qualitativa e a quantitativa, de compostos de
elevado peso molecular, e instaveis termicamente. Por meio desse equipamento e
seguindo as Normas Brasileiras da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas,
ABNT NBR 14029:2016 (Agrotoxicos e afins — validacdo de métodos analiticos)
(ABNT, 2016), foi determinada a concentracdo do ingrediente ativo espirodiclofeno
em cada uma das caldas. As andlises foram realizadas pela empresa Plantec
Laboratérios (Iracemapolis, Sdo Paulo, Brasil), um laboratério certificado pelo
INMETRO, com a acreditagao 1SO 17025 (CRL 0297).
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3.8.1. Analise dos dados

Os dados de teor de espirodiclofeno em cada um dos tratamentos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA); e as médias, comparadas pelo teste
de Tukey (P < 0,05), por meio do software SAS (SAS Institute, 2015).

3.9. Atividade enzimatica em Brevipalpus yothersi expostos as misturas de
acaricida e inseticidas

3.9.1. Tratamentos

Foram realizados trés experimentos em delineamento inteiramente
casualizado, visando a avaliar a atividade das enzimas esterase e GST, e a
guantificacdo mono-oxigenases (P450) em fémeas adultas de B. yothersi. Foram
estabelecidos os seguintes tratamentos: 1) espirodiclofeno (60,0 mg de i.a. por litro
de agua); 2) cipermetrina (35,0 mg de i.a. por litro de agua); 3) fosmete (250,0 mg
de i.a. por litro de agua); 4) imidacloprido (40,0 mg de i.a. por litro de agua); 5)
espirodiclofeno + cipermetrina (60,0 + 35,0 mg de i.a. por litro de agua); 6)
espirodiclofeno + fosmete (60,0 + 250,0 mg de i.a. por litro de agua); 7)
espirodiclofeno + imidacloprido (60,0 + 40,0 mg de i.a. por litro de agua), e 8) agua
deionizada (controle), totalizando oito tratamentos. Cada tratamento foi repetido trés
vezes, nos quais cada repeticdo foi composta por um fruto de laranja com

aproximadamente 250 acaros.

3.9.2. Obtencéao dos extratos enziméaticos

Inicialmente, foram preparados frutos de laranja-doce variedade Pera,
conforme descrito no item 3.2.1, para servirem como substrato aos acaros. Os
tratamentos foram aplicados em torre de Potter, calibrada a 34,5 kPa, gastando-se

2,0 mL de volume de calda em cada pulverizacdo. Imediatamente apos a secagem



36

dos residuos sobre os frutos, foram transferidos aproximadamente 250 &caros
fémeas adultas de B. yothersi para cada unidade experimental (fruto).

Ap6és seis horas de exposi¢éo, os acaros foram coletados com auxilio de uma
bomba de vacuo, conectada a um tubo de plastico de 1,5 mL (Eppendorf®)
modificado e uma ponteira azul tipo Gilson®de 1000 uL (Figura 5), e acondicionados
em tubos de plastico de 1,5 mL (Eppendorf®). As amostras de acaros foram
mantidas em freezer a -20°C até ao momento de uso. Cada amostra foi padronizada
com 230 acaros, sendo realizada trés replicatas por amostra.

Figura 5. A. Bomba de vacuo (Aspira Max) adaptada para coletar os acaros para
ensaio enzimatico; B. Detalhe para a ponteira adaptada ao equipamento
para facilitar a coleta dos acaros.

Para a determinacédo da atividades de esterases, 0os acaros de cada repeticao
foram macerados em 350 pL de tampéao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5), utilizando
um pistilo plastico e, em seguida, centrifugados (10.000 x g; 10 min; 4°C). Para o
ensaio de atividade de GST, os acaros foram macerados em 350 pL de tampé&o Tris
(0,1 M, pH 8,5) suplementado com glutationa reduzida (GSH) 10 mM e, na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas (20.000 x g; 15 min; 4°C). Por fim, para

a quantificacdo das mono-oxigenases, a maceracao foi realizada em tampé&o fosfato
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de potassio (90 mM, pH 7,2), e as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por
10 min a 4°C. O sobrenadante (extrato enzimatico) em cada repeti¢cao foi coletado
e transferido para um novo microtubo, que foi mantido em gelo durante todo o

processo de andlise.

3.9.3. Determinacgédo do conteudo proteico

A concentracdo de proteina, em todas as amostras, foi obtida pelo método
descrito por Bradford (1976), utilizando-se como padréo solucdo de albumina de
soro bovino (BSA) a 0,2 mg/mL (Thermo Scientific). Para isso, 10 yL do extrato
enzimatico foram misturados a 250 pyL de Coomassie Blue G-250 (Thermo
Scientific). Como branco, foi utilizada a solu¢do tampéao de extracdo enzimatica dos
acaros no lugar da enzima. A leitura de absorbancia foi feita a 595 nm, em

espectrofotometro (Multiskan Sky, Thermo Scientific).

3.9.4. Atividade de esterases

Para a avaliagdo da atividade de esterases, foi utilizada a metodologia
adaptada de Mozes-Koch et al. (2000) e Van Leeuwen et al. (2005). A atividade de
esterases no extrato enzimatico de acaros deve ser proporcional ao aumento da
concentracdo de p-nitrofenol (p-NP), causado pela hidrélise de p-nitrofenil acetato
(p-NPA). Para medir essa atividade, foram preparadas reacfes contendo 100 pL do
extrato de acaros, contendo aproximadamente 66 acaros, 80 yL de tampdao de
fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5) e 20 uL de solucao de 4-nitrofenil acetato (p-NA) a
0,5 mM em tampéo de fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5). Uma curva-padrdo de
concentracdo de p-NP em tampao de fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5) foi gerada
com diferentes concentracdes de substrato (concentracéo final de 0,05-0,5 mM).

A formacdo de 4-nitrofenol foi monitorada a 30°C em um leitor de placas
(Multiskan Sky, Thermo Scientific), regulado no comprimento de onda de 405 nm.

Leituras continuas, em intervalos de 15 s, foram realizadas durante cinco minutos.
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A curva padrdo de 4-nitrofenol em tampéao de fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,5) foi
utilizada para os calculos de atividade.

3.9.5. Atividade de glutationa-S-transferase

As atividades de conjugacéo de glutationa (GST) foram medidas usando
como substrato o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (Sigma Aldrich) (Habig e
Jakoby, 1981). Cada reacéo consistiu em 100 pL do extrato enzimatico dos acaros,
que foi incubado por 10 minutos, a 25°C, com 160 yL de GSH 10 mM preparada em
tampao Tris (0,1 M pH 8,5). A reacao foi iniciada pela adi¢do de 40 pL de solugéo
de CDNB (12 mg de CDNB dissolvidos em 1 mL de etanol absoluto e
homogeneizados em 9 mL de tampdo Tris 0,1 M, pH 8,5). A alteracdo na
absorbancia foi registrada a 340 nm com um leitor de placas (Multiskan Sky, Thermo
Scientific), a 25°C. As leituras foram realizadas pelo modo cinético do
espectrofotometro, de forma continua, em intervalos de 15 segundos, durante um
periodo de reacédo de dois minutos. Todos os ensaios foram corrigidos pelos valores
de conjugacdo nao enzimatica que ocorreu em pocos de uma placa de
microtitulacdo, sendo o extrato de acaros substituido pelo tampéao (branco). A
guantidade de CDNB conjugada, formada a 340 nm, foi calculada usando-se o
coeficiente de extingdo de 9,6 mM-* cm™, corrigido para o comprimento do caminho
otico de 0,552 cm (Habig e Jakoby, 1981).

3.9.6. Quantificacdo de proteinas contendo grupos heme

Para avaliar a atividade das mono-oxigenases do citocromo P450, foi
utilizado um método indireto, que consistiu em medir o nivel de proteinas que
contém grupos heme, o que inclui as monooxigenases do citocromo P450. A
concentracdo de proteinas que apresentam grupo heme pode ser correlacionado
com a concentracao das monooxigenases (Brogdon et al., 1997). A reacao consistiu

em 20 yL de extrato enzimatico dos acaros, 60 uL de tampéao fosfato de potassio
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(90 mM, pH 7,2), 200 pL de 3,3'5,5-tetra-metilbenzidina (TMBZ) (Sigma Aldrich)
(0,012 g dissolvido em 6 mL de etanol e diluido em 18 mL de tampéo acetato de
sodio (0,25 M, pH 5,0) e 25 pL de H202 3%. Para calibrar o espectrofotometro, a
enzima foi substituida pelo tampéao de extragdo (“branco”), e como controle positivo,
foi feita uma reacao utilizando 20 pL de citocromo-C de coragéo de cavalo (Sigma
Aldrich) a 0,01 mg/mL, em tampé&o acetato de sédio (0,25 M, pH 5,0), para substituir
0 extrato enzimatico. Apos 30 minutos de incubacéo, foi feita a leitura da
absorbancia a 650 nm em espectrofotometro (Multiskan Sky, Thermo Scientific).
Uma curva-padrao, obtida pela média de trés curvas, foi preparada, utilizando-se de
diferentes concentracdes de citocromo C, que permitiu a conversao dos valores de
absorbancia em conteudo de citocromo equivalente nos extratos enzimaticos dos
acaros adultos. A quantidade de citocromo P450 foi expressa como ng de citocromo
equivalente por acaro, utilizando-se da curva padrdo do citocromo C como

referéncia (Brasil, 2006).

3.9.7. Andalise dos dados

Os dados de atividade de cada grupo de enzimas (esterase, GSTs e mono-
oxigenases) em cada tratamento, obtidos em cada um dos experimentos, foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA); e as médias dos tratamentos,

comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.10. Atividade enzimética de acaros Brevipalpus yothersi expostos aos

inseticidas ao longo do tempo

A atividade e o perfil enzimatico de esterases, GSTS e mono-oxigenases
foram estudados em acaros B. yothersi expostos ao acaricida e aos inseticidas. O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, sendo que o0s
tratamentos estabelecidos foram: 1) espirodiclofeno (60,0 mg de i.a. por litro de

agua); 2) cipermetrina (35,0 mg de i.a. por litro de agua); 3) fosmete (250,0 mg de
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i.a. por litro de agua); 4) imidacloprido (40,0 mg de i.a. por litro de agua), e 5) 4gua
deionizada (controle). Cada tratamento foi repetido trés vezes, sendo que cada
repeticdo foi composta por um fruto de laranja com aproximadamente 250 acaros.
Previamente, os frutos foram preparados da mesma forma como mencionado no
item 3.2.1.

Apos seis;12; 24 e 48 horas de exposi¢ao aos tratamentos, os acaros foram
coletados com auxilio de uma bomba de vacuo e transferidos para tubos de plastico
de 1,5 mL (Eppendorf®). Cada amostra foi composta por 230 acaros e mantidas em
freezer a -20°C, até ao momento de uso. A metodologia de extracdo e de
guantificacdo de cada grupo de enzimas foi realizada de forma idéntica ao descrito

no item 3.9.2.

3.10.1. Analise dos dados

Os dados foram analisados em esquema fatorial 5 x 4, com trés repeticoes,
em que o fator A correspondeu aos tratamentos (controle, cipermetrina, fosmete,
imidacloprido e espirodiclofeno), e o fator B correspondeu aos quatro tempos de
exposicao (seis; 12; 24 e 48 horas). Os dados de atividade de cada grupo de
enzimas (esterases, GSTs e mono-oxigenases) foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA); e as médias dos tratamentos, comparadas pelo teste de Tukey
(P < 0,05), pelo software SAS (SAS Institute, 2015).

3.11. Toxicidade de espirodiclofeno em Brevipalpus yothersi expostos

previamente aos inseticidas

Neste estudo, foram preparadas arenas de forma idéntica ao que foi descrito
no item 3.4.1. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, com os seguintes tratamentos: 1) cipermetrina (35,0 mg de i.a. por litro
de agua); 2) fosmete (250,0 mg de i.a. por litro de agua); 3) imidacloprido (40,0 mg

de i.a. por litro de agua); 4) sem aplicacdo de inseticida e de qualquer outra
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substancia, e 5) 4gua deionizada (controle). Cada tratamento foi repetido cinco
vezes, nos quais cada repeticdo foi composta por uma arena de folha de laranja.
Esses tratamentos foram aplicados sobre as arenas, sem a presenca de acaros
(método de contato-residual), em torre de Potter calibrada a 34,5 kPa, gastando-se
o volume de aplicagdo de 2,0 mL de calda em cada pulverizacéo.

Imediatamente apds a secagem superficial das folhas, foram transferidos 15
acaros adultos fémeas de B. yothersi para cada arena de folha. Apés seis; 12; 24 e
48 horas de exposicdo a esses produtos, o acaricida espirodiclofeno (60,0 mg de
i.a. por litro de &gua) foi pulverizado sobre os acaros (método de contato direto),
exceto no tratamento com agua, que novamente recebeu agua deionizada. Em
seguida, as placas foram mantidas em camara climatizada, nas mesmas condi¢des
mencionadas para a criacao de B. yothersi.

As avaliagbes de mortalidade foram realizadas diariamente, a partir de 24
horas apoés a transferéncia dos acaros, e seguiram até que tratamento somente com
agua (controle) apresentasse 10% de mortalidade natural. Com auxilio de pincel de
um pelo, os acaros foram dispostos com a parte dorsal voltada para baixo, e aqueles
gue nao voltaram a posicdo normal e reiniciarem o caminhamento foram

considerados mortos.

3.11.1. Andlise dos dados

A eficiéncia de controle nos tratamentos foi calculada com os dados de
sobrevivéncia em cada tratamento e tempo de exposicao pela férmula proposta por
Abbott (1925) para correcao da taxa de mortalidade de cada tratamento em funcéo
da mortalidade observada no tratamento controle (agua). Para as analises
estatisticas, os dados foram submetidos a analise de variancia; e as meédias,
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro (P < 0,05), por meio
do software SAS (SAS Institute, 2015). As médias dos tratamentos também foram
comparadas com o tratamento somente com espirodiclofeno, utilizando-se do teste
de Dunnett, a 5% de probabilidade de erro (P < 0,05).
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3.12. Curva de concentracao-resposta de espirodiclofeno para Brevipalpus

californicus

Para a execugao do experimento, foram utilizadas folhas de feijao (P. vulgaris
L. cv. Prelude) como substrato para os &caros. As folhas foram mantidas em
bandejas contendo uma camada de algodao hidréfilo embebido em agua, a fim de
manter a turgescéncia das folhas, e circundadas com algodéo hidrofilo para impedir
a fuga dos acaros. O método de contato-residual foi utilizado para expor os acaros
as concentracdes de espirodiclofeno. Para isso, seis concentracdes de
espirodiclofeno, entre 0,0 e 14,0 mg de i.a. por litro de agua, foram pulverizadas
sobre as folhas, a um volume de 0,8 mL de calda, em torre de pulverizagéo do “tipo
Cornelis” (Figura 6), a um bar. O depésito de calda sobre as folhas correspondeu a
2,0 mg.cm?.

Figura 6. Equipamento torre de pulverizacdo do “tipo Cornelis” utilizado para a
aplicacdo dos tratamentos.

Posteriormente, 100 fémeas adultas de B. californicus foram transferidas
para as folhas de feijdo. As bandejas foram entdo colocadas em um incubador, a
25°C (= 0,5), 60% de umidade relativa (UR) e fotoperiodo de 16/8 horas
claro/escuro. A mortalidade foi avaliada diariamente até cinco dias apds as
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pulverizagbes. Com os dados de mortalidade dos acaros expostos as seis
concentragbes de espirodiclofeno, foi estabelecida a curva de concentragao-
mortalidade. Os dados agrupados foram submetidos a anélise Probit (Finney, 1971),
por meio do software SAS (SAS Institute, 2015).

3.13. Toxicidade de espirodiclofeno ao Brevipalpus californicus expostos

previamente a inibidores de enzima de detoxificagao

Trés inibidores da enzima de detoxificacdo, o inibidor de esterase S,S,S
tributil-fosforotritioato (DEF) (10 mg L), o inibidor de mono-oxigenase, dependente
do citocromo P450 piperonilbutéxido (PBO) (150 mg L), e o inibidor de GST
dietiimaleato (DEM) (150 mg L) foram utilizados para investigar a participacdo
dessas enzimas de detoxificagdo sobre as alteracdes da eficiéncia de
espirodiclofeno misturado aos inseticidas, no controle de B. californicus. Cada
concentracao dos inibidores escolhida apresentou até 5% de mortalidade de acaros.

Os inibidores foram dissolvidos em 1% (v/v) de N, N-dimetilformamida e
emulsificante W (3:1). Apds a diluicdo, as caldas contendo os inibidores foram
pulverizadas sobre folhas de feijao P. vulgaris, em torre de pulverizacdo “tipo
Cornelis”, ajustada a um bar e gastando-se 0,8 mL de calda em cada pulverizagao.
O depdsito de calda sobre as folhas correspondeu a 2,0 mg cm. Em seguida, 120
fémeas adultas foram transferidas para as folhas, onde permaneceram por quatro
horas em contato com os inibidores de enzima de detoxificacao.

Ao final de quatro horas de exposicdo aos inibidores, novas folhas de feijao
foram pulverizadas com os seguintes tratamentos: 1) espirodiclofeno (8,2 mg de i.a.
por litro de 4gua, correspondente a CLs); 2) fosmete (250,0 mg de i.a. por litro de
agua); 3) imidacloprido (40,0 mg de i.a. por litro de agua); 4) espirodiclofeno +
fosmete (8,2 + 250,0 mg de i.a. por litro de agua); 5) espirodiclofeno + imidacloprido
(8,2 + 40,0 mg de i.a. por litro de agua); 6) agua deionizada (controle), e 7) sem
aplicacdo de quaisquer substancias. Apés a secagem das folhas, os acaros que
tiveram contato com os inibidores de enzima de detoxificacdo foram transferidos

para as folhas pulverizadas com cada um dos tratamentos. O experimento foi
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instalado em delineamento inteiramente casualizado, sendo cada tratamento
repetido quatro vezes, no qual cada repeticdo foi composta por 30 acaros,
totalizando 120 &caros por tratamento. Acaros que foram expostos apenas aos
sinergistas e acaros expostos somente a agua deionizada serviram como controle.

As avaliagbes de mortalidade foram realizadas diariamente, a partir de 24
horas ap6s a transferéncia dos &caros, e seguiram até ao quinto dia apds a
aplicacdo dos tratamentos. Com auxilio de pincel de um pelo, os acaros foram
dispostos com a parte dorsal voltada para baixo, e aqueles que nao voltarem a

posicdo normal e caminharem foram considerados mortos.

3.13.1. Analise dos dados

Com os dados de sobrevivéncia, foi calculada a eficiéncia dos tratamentos,
pela férmula proposta por Abbott (1925), onde a taxa de mortalidade de cada
tratamento foi corrigida a partir dos dados de mortalidade do tratamento-controle
(dgua). Os dados foram submetidos aos testes de Bartlett para constatacado de
homocedasticidade (PROC GLM) e de Cramer Von Mises para normalidade (PROC
UNIVARIATE). Por apresentarem tais requisitos foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a um nivel
de significancia de 5% (P < 0,05), com auxilio do software SAS 14.1 (SAS, 2015).

A interacao entre o acaricida com os respectivos inseticidas, com ou sem preé-
-tratamento com inibidores de enzima de detoxificacéo, foi verificada comparando a
eficiéncia observada e a esperada dos tratamentos (isolados e combinados), por
meio do teste de qui-quadrado (x?) (Morales-Rodriguez e Peck, 2009). O valor de
mortalidade esperada da interacdo (ME) para produtos em mistura foi calculado

usando-se a seguinte férmula:

1-Mi

100 )

Em que: MI é a eficiéncia (%) do inseticida isolado, e MA ¢é a eficiéncia (%)

ME=(MI + MA) x(

do acaricida isolado. A mesma formula foi utilizada nos experimentos com acaros

gue foram pré-tratados com inibidores, em que MI é a eficiéncia do inseticida ap6s
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0 pré-tratamento com um inibidor, e MA € a eficiéncia do acaricida ap6s o pré-
tratamento com o mesmo inibidor. Os resultados do teste x? foram comparados aos
valores do x? tabelado (3,841) para um grau de liberdade (1 df), usando-se a
formula:
., MIA-ME®
X=—WE
Em que: MIA ¢é a eficiéncia observada para a combinacéo do acaricida com
um inseticida. Foi considerado efeito ndo aditivo entre os produtos quando o valor
do x? ultrapassou o valor da tabela (3,841). A interacdo entre os produtos foi
considerada sinérgica quando a diferenca entre MIA e ME resultou em valor
positivo, e antagbnica quando o valor foi negativo (Morales-Rodriguez e Warnner,
2015).

3.14. Atividade enzimatica em Brevipalpus californicus expostos as misturas

de acaricida e inseticida

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, no
gual fémeas adultas de B. californicus foram expostas a doses comerciais de: 1)
fosmete (250,0 mg de i.a. por litro de agua); 2) imidacloprido (40,0 mg de i.a. por
litro de agua); 3) espirodiclofeno + fosmete (60,0 + 250,0 mg de i.a. por litro de
agua); 4) espirodiclofeno + imidacloprido (60,0 + 40,0 mg de i.a. por litro de agua),
e 5) agua (controle). Cada tratamento foi repetido trés vezes, e cada repeticéo foi
composta por 230 acaros. Apos seis horas de exposicao aos tratamentos, 0s acaros
foram coletados com auxilio de uma bomba de vacuo (Figura 7) e acondicionados
em tubos de plastico de 1,5 mL (Eppendorf®). As amostras foram mantidas em

freezer a -80°C.
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Figura 7. A) Equipamento usado para coletar acaros Brevipalpus californicus ap6s
a aplicacao dos tratamentos. B) Detalhe da ponteira azul (tipo Gilson®)
com 4caros no seu interior.

A conducdo dos experimentos enzimaticos com B. californicus foi
semelhante aos descritos para B. yothersi (item 3.9), exceto para a quantificacao da
atividade de mono-oxigenases, no qual foi determinada pelo método fluorimétrico
(descrito no préximo item).

3.14.1. Determinacdo da atividade de mono-oxigenases em Brevipalpus

californicus pelo método fluorimétrico

Para B. californicus, foi utilizado o método fluorimétrico para quantificacédo
desse grupo de enzimas. Para isso, 230 acaros adultos foram macerados e
homogeneizados em 350 pL tampao de fosfato de sodio (0,1 M; pH 7,6). O
homogeneizado foi centrifugado (1.000 g; 4°C; 15 min), e o sobrenadante foi
coletado e transferido para novos microtubos e mantidos em gelo durante todo o
processo da analise. A O-deetilacdo de 7-etoxi-4-trifluorometilcoumarina (7-EFC) foi
medida de acordo com o0 método proposto por DelLuca et al. (1988) e Buters et al.
(1993); porém, redimensionado e adaptado para placas de 96 células. Uma fonte

de enzima de 50 pL foi adicionada a 50 uL de substrato (7-EFC 0,4 mM, glucose-6-
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fosfato 1 mM, NADP* 0,2 mM e 0,014 U de glucose-6-fosfato desidrogenase em
tampéao fosfato de sédio, pH 7,4) em pocos de uma placa de microtitulagéo.

A placa foi colocada em um agitador automatico e incubada durante 30 min
a 37°C no escuro. A O-deetilacdo de 7-EFC resulta em 7-hidroxi-4-
trifluorometilcumarina fluorescente (7-HFC). A reacao foi interrompida pela adi¢ao
de 100 yL de uma solugdo a 50% de acetonitrila + TRIZMA 0,05 M, pH 10. Para o
controle ndo enzimatico, o extrato enzimatico foi substituido por tamp&o. A
fluorescéncia de 7-HFC foi medida em um espectrofluorbmetro de placa de
microtitulacdo de dupla varredura SPECTRAmax® GEMINI XS, com emissdo a 510
nm e excitacdo a 410 nm. A atividade especifica de 7-EFC-O-detilacdo foi
determinada usando uma curva-padrao 7-HFC (0,02-0,2 yM 7-HFC).

4. RESULTADOS

4.1. Toxicidade de inseticidas isolados e combinados com o espirodiclofeno

sobre as fases do ciclo bioldgico de Brevipalpus yothersi

4.1.1. Toxicidade sobre ovos de Brevipalpus yothersi

Os resultados obtidos nos dois experimentos (A e B) foram semelhantes
(F=0,02; g.l. = 6, 28; P =0,8801) e permitiram avaliar o efeito da combinacédo entre
0 acaricida e os inseticidas sobre os ovos (Tabela 2).

No experimento A, ndo houve efeito significativo para o fator calda (isolado e
mistura) (F =1,57; g.l. =6, 14; P = 0,2431) e para o fator inseticidas (F = 3,11, g.1.=6,
14; P = 0,0997) sobre o controle de ovos, aos 14 dias apds a aplicacdo (DAA).
Também nao houve interacéo entre os fatores (F = 1,43; g.l. = 6, 14; P = 0,2719).
No experimento B, houve efeito significativo para o fator calda (isolado e mistura)
(F=26,83;g.l. =6, 14; P =0,0001) e nao significativo para o fator inseticidas (F=1,21;
g.l. =6, 14; P = 0,3264), aos 14 DAA. Nao houve interacédo entre os fatores (F =
0,24; g.l. = 6, 14; P = 0,7922).
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As maiores porcentagens de mortalidade de controle sobre ovos foram
verificadas nos tratamentos com aplicacdes somente do acaricida espirodiclofeno
(73,0% e 84,5%, experimentos A e B, respectivamente) e na combinacao de
espirodiclofeno com imidacloprido (44,9% e 31,1%, experimentos A e B,
respectivamente). A mortalidade da combinacdo de espirodiclofeno com
cipermetrina ou fosmete foi inferior ao acaricida isolado. Inseticidas aplicados
isoladamente ndo apresentaram mortalidade significativa no controle de ovos
(Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagens de controle (média + erro-padréo) de ovos de Brevipalpus
yothersi expostos a espirodiclofeno e inseticidas isolados e em mistura, ao
14° dia apoés as aplicacoes.

Experimento A Experimento B

Tratamento : -

Isolado Mistura Isolado Mistura
Cipermetrina 6,1+6,1aA* 10,3+5,2aA* 0,0x0,0aB* 19,1+11,0aA*
Fosmete 94+76aA* 10,1+51aA* 0,3+x0,3aB* 27,3+15aA*
Imidacloprido 6,2+36aB* 449+219aA 26+17aB* 31,1+12,7 aA*
Espirodiclofeno 73,0+14,3 845+7,2
C.V. (%) 66,3 44,9

Médias seguidas por letras mailsculas, diferentes nas linhas, e minldsculas nas colunas diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. As médias seguidas por
asterisco diferem significativamente da testemunha (espirodiclofeno), a 5% de probabilidade, pelo
teste de Dunnett.

Na tabela foram apresentados os dados reais de porcentagem de mortalidade, e para analise

estatistica, os dados foram transformados em arco-seno +/x/100.
C.V. = Coeficiente de variacao.

4.1.2. Toxicidade sobre larvas de Brevipalpus yothersi

N&o houve diferenca significativa entre os experimentos A e B (F = 2,22; g.l.
= 6, 56; P = 0,1870) para o efeito da combinacéo entre o acaricida e os inseticidas
sobre larvas de B. yothersi (Tabela 3).

Foi observado efeito significativo para o fator calda (isolado e mistura), em
ambos os experimentos (F = 296,57; g.l. = 6, 28; P < 0,0001 e F = 180,92; g.Il. = 6,
28; P < 0,0001, para os experimentos A e B, respectivamente), e nao significativo
para o fator inseticidas (F =1,90; g.I. =6, 28; P=0,1677, F=0,54; g.l. =6, 28; P =
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0,5887, para os experimentos A e B, respectivamente), no controle de larvas de B.
yothersi, aos 4 DAA. Nao houve interacdo entre os fatores no experimento A (F =
2,61; g.l. =6, 28; P =0,0916) e no experimento B (F= 0,54, g.l. =6, 28; P = 0,5894).

A maior mortalidade (100,0%) foi verificada no tratamento com aplicagcéao
somente do acaricida espirodiclofeno. A mortalidade da combinagdo de
espirodiclofeno com cipermetrina ou fosmete foi semelhante ao acaricida isolado,
enquanto a combinacdo de imidacloprido com o espirodiclofeno foi inferior ao
espirodiclofeno apenas no experimento A. Inseticidas aplicados isolados causaram

mortalidade menor que 50,0% no controle de larvas (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagens de mortalidade (média = erro-padrdo) de larvas de
Brevipalpus yothersi expostas a espirodiclofeno e inseticidas isolados e
em mistura, ao quarto dia apés as aplicacoes.

Experimento A Experimento B

Tratamentos : -
Isolado Mistura Isolado Mistura

Cipermetrina 36+1,6bB* 942+24aA 28*18aB* 81l6+9,6aA
Fosmete 86+39bB* 89,7+47aA 00+00aB* 86,6+8,5aA
Imidacloprido 70+23aB* 796+74aA* 45+11aB* 86,8+9,9aA
Espirodiclofeno 100,0 +0,0 98,3+1,7
C.V. (%) 19,9 29,9

Médias seguidas por letras mailsculas, diferentes nas linhas, e mindsculas nas colunas diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. As médias seguidas por
asterisco diferem significativamente da testemunha (espirodiclofeno), a 5% de probabilidade, pelo
teste de Dunnett.

Na tabela, foram apresentados os dados reais de porcentagem de mortalidade, e para analise

estatistica, os dados foram transformados em arco-seno /x/100.
C.V. = Coeficiente de variacao.

4.1.3. Toxicidade sobre ninfas de Brevipalpus yothersi

4.1.3.1. Protoninfas

Os resultados obtidos nos dois experimentos (A e B) com protoninfas foram
semelhantes (F = 3,84; g.l. =6, 56; P = 0,0978). Em ambos 0s experimentos, houve
efeito significativo apenas para o fator calda (isolado e mistura) (F = 596,17; g.1.=6,
28; P <0,0001 e F=12917,72; g.l. =6, 28; P < 0,0001, para os experimentos A e
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B, respectivamente). Para o fator inseticidas (F = 2,22; g.l. = 6, 28; P = 0,1268 e
F=0,60; g.l. = 6, 28; P = 0,5539) e para a interacao dos fatores (F = 3,32; g.l. = 6,
28; P =0,0510 e F =0,60; g.l. = 6, 28; P = 0,5539), ndo houve efeito significativo
sobre a mortalidade de protoninfas, aos 6 DAA.

As porcentagens de mortalidade dos tratamentos com inseticidas combinado
com o acaricida variaram entre 77,0 e 96,4%, nao diferindo do acaricida isolado
(Tabela 4). Inseticidas aplicados isolados ndo causaram mortalidade significativa

para protoninfas (Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagens de mortalidade (média + erro padrao) de protoninfas de
Brevipalpus yothersi expostas a espirodiclofeno e inseticidas isolados e
em mistura, ao sexto dia apos as aplicacoes.

Experimento A Experimento B

Tratamentos : -
Isolado Mistura Isolado Mistura

Cipermetrina 3,1+21aB* 964+23aA 38+1,7aB* 100,0+0,0aA
Fosmete 27+19aB* 858+56abA 3,7+1,7aB* 100,0+0,0aA
Imidacloprido 51+35aB* 77,0x70bA 18+14aB* 100,0+0,0aA
Espirodiclofeno 92,0+3,9 100,0 £ 0,0
C.V. (%) 17,9 4,6

Médias seguidas por letras mailsculas, diferentes nas linhas, e minldsculas nas colunas diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. As médias seguidas por
asterisco diferem significativamente da testemunha (espirodiclofeno), a 5% de probabilidade, pelo
teste de Dunnett.

C.V. = Coeficiente de variacao.

4.1.3.2. Deutoninfas

No experimento com deutoninfas, ndo houve diferenca entre os dois
experimentos (A e B) (F = 4,99; g.l. =6, 56; P = 0,0669). Houve efeito significativo
para o fator calda (F = 863,91; g.l. = 6, 28; P < 0,0001 e F = 156,96; g.l. = 6, 28;
P<0,0001, para os experimentos A e B, respectivamente) e para a interacdo dos
fatores (F=4,58; g.l. =6, 28; P=0,0189 e F = 4,44; g.l. =6, 28; P = 0,0211, para
0s experimentos A e B, respectivamente), em ambos 0s experimentos. Para o fator
inseticidas (F = 0,83; g.I. =6, 28; P =0,4454 e F = 1,56; g.I. = 6, 28; P = 0,2271,
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para os experimentos A e B, respectivamente), o efeito foi ndo significativo sobre a
mortalidade de deutoninfas, aos 9 DAA.

As respostas das combinagcbes de espirodiclofeno com fosmete ou
imidacloprido foram semelhantes ao acaricida isolado, em ambos os experimentos.
No entanto, no experimento B, a combinacdo de cipermetrina com espirodiclofeno
resultou em reducéo (32,5%) na mortalidade causada por espirodiclofeno, enquanto

no experimento A, ndo houve diferenca (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagens de mortalidade (média + erro padrdo) de deutoninfas de
Brevipalpus yothersi expostas a espirodiclofeno e de inseticidas isolados e
em mistura, ao oitavo dia apés as aplicacdes.

Experimento A Experimento B

Tratamentos ; :
Isolado Mistura Isolado Mistura

Cipermetrina 9,3+39aB* 81,8+54bA 86+4,0aB* 60,5+18,0bA*
Fosmete 25+19aB* 954+21aA 0,0+0,0aB* 92,5+4,8aA
Imidacloprido 6,0+3,2aB* 937+48abA 13+13aB* 91,2+5,8 aA
Espirodiclofeno 100,0 £ 0,0 93,0+ 3,0
C.V. (%) 14,16 34,44

Médias seguidas por letras mailsculas, diferentes nas linhas, e mindsculas nas colunas diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. As médias seguidas por
asterisco diferem significativamente da testemunha (espirodiclofeno), a 5% de probabilidade, pelo
teste de Dunnett.

C.V. = Coeficiente de variacao.

4.1.4. Toxicidade sobre adultos de Brevipalpus yothersi

Os experimentos A e B apresentaram respostas semelhantes (F = 0,85;
g..=6, 56; P = 0,3910). No experimento A, houve efeito significativo apenas para o
fator calda (isolado e mistura) (F = 48,61; g.l. = 6, 28; P < 0,0001). Para o fator
inseticidas (F = 2,30; g.l. = 6, 28; P = 0,1192) e para a interacao dos fatores (F=
1,03; g.l.= 6, 28; P = 0,3702), o efeito ndo foi significativo sobre a mortalidade de
adultos, aos 10 DAA. No experimento B, houve efeito significativo para o fator calda
(isolado e mistura) (F = 144,86; g.l. = 6, 28; P < 0,0001), para o fator inseticidas
(F=13,52; g.l. =6,28; P < 0,0001) e para a interacéo dos fatores (F = 5,00; g.l. = 6,
28; P = 0,0139).
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No experimento A, a combinagdo de imidacloprido com espirodiclofeno
resultou em reducao de 34,2% na mortalidade causada por espirodiclofeno quando
comparado ao acaricida isolado, enquanto a mortalidade de adultos, nas
combinacdes dos inseticidas cipermetrina e fosmete com o acaricida, n&o diferiu de
espirodiclofeno (Tabela 6). Os inseticidas isolados causaram baixa mortalidade de
adultos.

Tabela 6. Porcentagens de mortalidade (média + erro-padrdo) de adultos de
Brevipalpus yothersi expostos a espirodiclofeno e inseticidas isolados e
em mistura, ao décimo dia apés as aplicacoes.

Experimento A Experimento B

Tratamentos : ;
Isolado Mistura Isolado Mistura

Cipermetrina 19,3+8,8aB* 77,6+86aA 209+3,1aB* 735*7,6aA*
Fosmete 32,0+22aB* 757+46aA 3,2+2,0bB* 40,2+5,6 bA*
Imidacloprido 71+23aB* 599+133aA* 2,5+t15bB* 80,3+5,1aA*
Espirodiclofeno 94,1+3,7 97,9121
C.V. (%) 30,9 23,1

Médias seguidas por letras mailsculas, diferentes nas linhas, e minldsculas nas colunas diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. As médias seguidas por
asterisco diferem significativamente da testemunha (espirodiclofeno), a 5% de probabilidade, pelo
teste de Dunnett.

Na tabela, foram apresentados os dados reais de porcentagem de mortalidade, e para analise

estatistica, os dados foram transformados em arco-seno +/x/100.
C.V. = Coeficiente de variacao.

No experimento B, a mortalidade causada por espirodiclofeno foi
significativamente menor nos tratamentos contendo as combinacgdes entre acaricida
e inseticidas. Reducbes de 24,4; 57,7 e 17,6% foram observadas para as
combinacdes de cipermetrina, fosmete e imidacloprido comparado ao

espirodiclofeno, respectivamente (Tabela 6).

4.2. Efeito de diferentes concentracdes de acaricida, inseticidas e de misturas

sobre a fecundidade e a fertilidade de Brevipalpus yothersi

Nos testes realizados em laboratério, cipermetrina ndo afetou a fecundidade

de fémeas de B. yothersi, e a fertilidade dos ovos néo diferiu do controle, exceto na
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dose de 2,2 mg.L! (Tabela 7) (F =0,98; g.l. =6, 35; P =0,4544 e F= 3,22; g.l. = 6,
35; P =0,0126). A exposicdo ao espirodiclofeno ndo interferiu na fecundidade de B.
yothersi comparado ao controle (F= 1,64; g.l. = 6, 35; P = 0,1665), porém interferiu
na fertilidade de ovos na dose de 3,5 mg.L! (F= 42394; g.l. = 6, 35; P < 0,0001)
(Tabela 7). As demais concentracBes foram semelhantes ao controle. Acaros
expostos ao espirodiclofeno em mistura com cipermetrina ndo apresentaram
alteracao na fecundidade e na fertilidade dos ovos (F=0,94; g.l. =6, 35; P =0,4758
e F=2,6; g.l. =6, 35; P = 0,0365, respectivamente) (Tabela 7).

Acaros expostos a todas as doses de fosmete colocaram menos ovos em
comparacao aos acaros expostos apenas ao controle com agua deionizada, exceto
nas doses de 250,0 mg.L! e 31,2 mg.L, as quais foram semelhantes ao controle
(F=6,91; g.I. =6, 35; P <0,0001) (Tabela 8). No entanto, a fertilidade dos ovos néo
foi alterada (F= 1,05; g.l. = 6, 35; P = 0,4084). A fecundidade e a fertilidade de ovos
de B. yothersi expostos a combinacgao de espirodiclofeno com fosmete nao diferiram
do controle (F= 3,74; g.l. = 6, 35; P = 0,0056 e F= 2,10; g.l. = 6, 35; P = 0,0755,
respectivamente) (Tabela 8).

Imidacloprido, em todas as concentracdes testadas, ndo afetou a oviposi¢ao
das fémeas, bem como néo reduziu a fertilidade dos ovos (F= 2,15; g.l. = 6, 35;
P=0,0717 e F=0,88; g.l. = 6, 35; P =0,5210, respectivamente) (Tabela 9). Resposta
semelhante a essa foi observada para acaros expostos ao espirodiclofeno
misturado ao imidacloprido (F=1,84; g.I. = 6, 35; P = 0,1193 para fecundidade e
F=0,41; g.l. = 6, 35; P = 0,8670 para fertilidade).
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Tabela 7. Efeito da exposicédo de cipermetrina, espirodiclofeno e de espirodiclofeno + cipermetrina sobre a fecundidade e a
fertilidade (média + erro-padrdo) de fémeas de Brevipalpus yothersi.

Espirodiclofeno +

Cipermetrina Espirodiclofeno

Dose Dose Dose cipermetrina
(mg.L?Y) Fecundidadel Fertilidade (mg.L?Y) Fecundidade Fertilidade (mg.L?) Fecundidade Fertilidade
(%) (%) (%)
70,0 0,7+0,1a 97,0+1,1a 3,5 0,8+0,1a 9,2+0,6Db 3,5+70,0 04+0,1a 979+10a
35,0 0,6+0,1a 975+1,2a 1,7 0,8+0,1a 100,0+0,0a 1,7+ 35,0 0,5+0,0a 98,7+0,8a
17,5 0,6+0,0a 98,7+0,6 a 0,9 0,9+0,1a 99,8+0,2a 0,9+175 0,5+0,0a 99,2+05a
8,7 0,6+0,0a 96,6 +1,8 ab 0,4 0,7+0,1a 100,0+0,0a 0,4+8,7 0,4+0,1a 98,7+0,6 a
4.4 0,7+0,1a 96,8+ 1,8ab 0,2 0,9+0,0a 100,0+0,0a 0,2+4,4 0,4+0,1a 955+20a
2,2 0,6+0,1a 86,0+£6,0b 0,1 0,8+0,0a 99,8+0,2a 0,1+2.2 0,5+0,0a 958+1,1a
0,0 0,7+0,1a 97,2+12a 0,0 0,8+0,0a 100,0+0,0 a 0,0 0,5+0,0a 100,0 + 0,0 a
C.V. 40,4 14,5 176,1 0,49 27,7 2,67

INUmero de ovos por fémea por dia.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem significativamente (Tukey, P < 0,05).

C.V. = Coeficiente de variacao.
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Tabela 8. Efeito da exposicdo de fosmete, espirodiclofeno e de espirodiclofeno + fosmete sobre a fecundidade e a fertilidade
(média + erro-padrdo) de fémeas de Brevipalpus yothersi.

Fosmete Espirodiclofeno Espirodiclofeno + fosmete
Dose . Fertlidade  ,2°5® . N Dose . N
(mg.L?) Fecundidade? (%) (mg.LY) Fecundidade Fertilidade (%) (mg.LY) Fecundidade Fertilidade (%)
500,0 06+0,1b 99,8+0,2a 3,5 08+0,1a 92+060b 356+500,0 05+0,1b 98,7+t09a
250,0 1,0+0,1a 99,7+0,2a 1,7 08+0,1a 100,0+0,0a 1,7+250,0 0,7+0,1ab 100,0+0,0a
125,0 06+00b 100,0+x00a 0,9 09+0,1a 98+02a 09+1250 06+0,1ab 100,0x00a
62,5 06+00b 100,0+x0,0a 0,4 0,7+0,1a 100,0+x0,0a 04+625 09+00a 100,0+0,0 a
31,2 0,8+£0,1ab 99,4+0,3a 0,2 09+00a 100,0+0,0a 0,2+31,2 06+00ab 100,0+0,0a
15,6 06+00b 99,7+0,2a 0,1 0,8+00a 998+0,2a 0,1+156 08*0,1a 100,0+0,0 a
0,0 09+0,1a 99,7+0,2a 0,0 08+0,0a 100,0+0,0a 0,0 06+00ab 100,0+0,0a
C.V. 187,3 1,44 176,1 0,49 48,8 2,3

INUmero de ovos por fémea por dia.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem significativamente (Tukey, P < 0,05).

C.V. = Coeficiente de variacao.



56

Tabela 9. Efeito da exposi¢cado de imidacloprido, espirodiclofeno e de espirodiclofeno + imidacloprido sobre a fecundidade e a
fertilidade (média + erro-padrédo) de fémeas de Brevipalpus yothersi.

Espirodiclofeno +

Dose Imidacloprido Dose Espirodiclofeno Dose imidacloprido
(MI-LY)  Eecundidade? Fe”('(')}gade (MI-LY)  ecundidade Fertiidade %) (M%) Fecundidade  Fertilidade (%)
80,0 08+01ab 994+04a 35 08+0la 92%06b 35+800 05%00a 987+09a
40,0 05+01b 933+45a 17 08+0la 1000+00a 17+400 05+0la 99.4+05a
20.0 09+01a 876+1l4a 09 09+0la 998+02a 09+200 05+00a 981+15a
10,0 0.8+00ab 979+03a 04 07+0la 1000+00a O04+100 06+00a 99.6+04a
5,0 0.8+01ab 997+03a 02  09+00a 1000+00a 02+50 07+0la 989+06a
2.5 0.8+01ab 985+05a 01 08+00a 998+02a 01+25 07+0la 990+04a
0,0 0.8+0lab 994+03a 00 08+00a 1000+00a 0,0 0.6+00a 994+04a
CV. 92,9 10,2 176.1 0,49 52,4 5.5

INUmero de ovos por fémea por dia.
Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem significativamente (Tukey, P < 0,05).

C.V. = Coeficiente de variacao.
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Em casa de vegetacao, houve diferenca significativa entre as doses de
espirodiclofeno (F = 3,7571; g.l. = 2, 90; P = 0,0039), entre cipermetrina,
espirodiclofeno e a mistura desses produtos (F = 22,366; g.l. = 2, 90; P <0,0001)
(Tabela 10). Porém, ndo houve interacao entre os fatores (F = 1,5914; g.l. = 2,
90; P =0,1219) (Tabela 10). Na maioria das doses, seedlings pulverizadas com
espirodiclofeno misturado a cipermetrina apresentaram maior nimero de acaros
do que espirodiclofeno e cipermetrina isolados. Apenas espirodiclofeno nas
doses de 0,9 mg.L?, 0,4 mg.L! e 0,1 mg.L* apresentaram menor nimero de

acaros do que o controle (Tabela 10).

Tabela 10. Nuomero de acaros (média + erro-padrao) em seedlings de laranjeira-doce
‘Valéncia’, 28 dias ap0s a pulverizacdo de cipermetrina, espirodiclofeno,
espirodiclofeno + cipermetrina.

Dose ) Cipermetrina Dose_ Espirodiclofeno DOS? Esp_irodiclof_eno
(mg.L1) (mg.LY) (mg.L?Y) + cipermetrina
70,0 53,3+ 9,3 aAB 3,5 31,2 + 54 abB 35+70,0 118,0+41,8aA
35,0 32,7+9,3aA 1,7 445+86abA 1,7+350 58,2+10,0aA
17,5 275+4,7 aB 0,9 21,5+ 5,3 bB* 09+175 88,8+20,5aA
8,7 18,7 £ 3,9 aB 0,4 30,2+10,6 bAB* 0,4+8,7 60,7+17,1aA
4,4 33,2+5,0aB 0,2 91,0+256aAB 0,2+4,4 928+13,8aA
2,2 33,0+ 7,2 aAB 0,1 14,3 £ 2,5 bB* 01+22 77,7+17,8aA
0,0 73,255

C.V. 20,2

Médias seguidas por letras mailsculas, diferentes nas linhas, e minldsculas nas colunas diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. As médias seguidas por asterisco
diferem significativamente do controle (agua), a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

C.V. = Coeficiente de variacao.

Para o inseticida fosmete, houve diferenca significativa para os fatores
doses (F = 5,4980; g.l. = 2, 90; P = 0,0002), produtos (F =16,866; g.l. = 2, 90;
P<0,0001) e para a interacdo entre os fatores (F = 2,9299; g.l. = 2, 90; P =
0,0032) (Tabela 11). Todas as doses de fosmete proporcionaram menor niumero
de acaros do que o controle, exceto 500,0 mg.L! e 15,6 mg.L?, que foram
semelhantes. Espirodiclofeno nas doses de 0,9 mg.L?, 0,4 mg.L? e 0,1 mg.L*?
apresentaram menor numero de acaros do que o controle, enquanto
espirodiclofeno misturado a fosmete, na dose 0,2 + 31,2 mg.L?, apresentou

maior numero de acaros do que o controle e as demais doses (Tabela 11).
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Tabela 11. Numero de &caros (média + erro-padrdo) em seedlings de laranjeira-doce
‘Valéncia’, 28 dias ap06s a pulverizacdo de fosmete, espirodiclofeno,
espirodiclofeno + fosmete.

Dose Dose Espirodiclofeno +

- 3
(mg.LY) Fosmete (mg.LY) Espirodiclofeno  Dose (mg.L™) fosmete

500,0 35,7+9,7 aA 3,5 31,2 + 54 abcA 3,5 +500,0 59,0 £ 5,4 abA
250,0 21,7 £ 6,7 aA* 1,7 445 + 8,6 abA 1,7 +250,0 43,0 + 2,1 bA
125,0 16,2 + 3,4 aB* 0,9 21,5+5,3bcAB* 0,9 +125,0 50,2 + 14,7 bA

62,5 32,5+4,9aA 0,4 30,2 +10,6 bcA* 0,4+625 48,2 £ 11,3 bA
31,2 24,7 + 4,9 aB* 0,2 91,0 £ 25,6 aA 0,2+31,2 119,5 + 16,6 aA*
15,6 41,2 £ 5,4 aA 0,1 14,3+ 2,5 cB* 0,1+15,6 43,7 £ 11,3 bA
0,0 73,2+5,5

C.V. 25,2

Médias seguidas por letras mailsculas, diferentes nas linhas, e mindsculas nas colunas diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. As médias seguidas por asterisco
diferem significativamente do controle (dgua), a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

C.V. = Coeficiente de variagéo.

Para imidacloprido, houve diferenca significativa para o fator produtos
(F=23,991; P < 0,0001), e para a interacao dos fatores (F = 3,8209; g.l. = 2, 90;
P =0,0003), enquanto para o fator doses nédo houve diferenca (F =0,5972; g.l.=2,
90; P = 0,7021) (Tabela 12). Imidacloprido nas doses de 40,0 mg.L' e 5,0 mg.L-
!, e espirodiclofeno, nas doses de 0,9 mg.L?!, 0,4 mg.L! e 0,1 mg.L?,
apresentaram menor nimero de acaros do que o controle, enquanto as demais

doses foram semelhantes ao controle (Tabela 12).
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Tabela 12. Namero de &caros (média + erro-padrdo) em seedlings de laranjeira-doce
‘Valéncia’, 28 dias apos a pulverizagdo de imidacloprido, espirodiclofeno,
espirodiclofeno + imidacloprido.

Dose . . Dose N Dose Espirodiclofeno
(mg.LY) Imidacloprido (mg.LY) Espirodiclofeno (mg.LY) + imidacloprido
80,0 38,3+7,4aA 3,5 31,2+54abA 3,5+80,0 61,3 +8,6 aA
40,0 19,0 £ 6,2 aB* 1,7 445+ 8,6 abAB 1,7+40,0 757 +16,5aA

20,0 53,7+ 12,9 aAB 0,9 215+53bB* 09+20,0 88,8+154aA
10,0 45,2 + 15,2 aAB 0,4 30,2+10,6 bB* 0,4 +10,0 73,0 £2,8 aA

5,0 21,2 +7,0 aB* 0,2 91,0 £ 25,6 aA 0,2+50 49,0+10,7 aAB
2,5 23,3 +9,7 aB* 0,1 14,3 £ 2,5 bB* 0,1+25 102,5+20,4aA
0,0 73,2+5,5

C.V. 27,7

Médias seguidas por letras mailsculas, diferentes nas linhas, e mindsculas nas colunas diferem
significativamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. As médias seguidas por asterisco
diferem significativamente do controle (dgua), a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

C.V. = Coeficiente de variagéao.

A estimativa da taxa instantanea de crescimento populacional foi positiva
em todos os tratamentos (produtos e doses), exceto espirodiclofeno na menor
dose, o qual foi negativa, indicando reducao na populacao de B. yothersi (Figura
8).
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Figura 8. Estimativa da taxa instantanea de crescimento populacional de
Brevipalpus yothersi em seedlings de laranjeira-doce ‘Valéncia’, 28 dias apos a
pulverizacdo de espirodiclofeno (Esp.) isoladamente ou em mistura com
cipermetrina (Cip.) (A), fosmete (Fos.) (B) e imidacloprido (Imid.) (C). C1 - dose
comercial; C2 = C1 vezes 2; C3 =C1/2; C4 =C1/4; C5=C1/8; C6 = C1/16. Para
espirodiclofeno, C1 = dose comercial/32; C2 = C1/16; C3 = C1/64; C4 = C1/128;
C5 = C1/256; C6 = C1/512
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4.3. Efeito de produtos isolados e em mistura sobre os parametros
biolégicos e demogréficos de Brevipalpus yothersi

Para verificar o efeito de espirodiclofeno isolado e combinado aos
inseticidas sobre os parametros bioldgicos de B. yothersi, foi necessario obter
uma concentracdo baixa (CL2s) de espirodiclofeno. Diante disso, os resultados
de mortalidade dos bioensaios de toxicidade aguda de espirodiclofeno
forneceram uma curva de concentragdo-mortalidade exibindo baixo valor de x?
(162,14) e alto valor de P (0,1434), indicando sua adequacao para o modelo
Probit. A concentracao letal, que causou 25% de mortalidade da populagao, foi
de 6,78 mg.L ™.

Ovos provenientes de acaros que tiveram contato com espirodiclofeno e
com os inseticidas isolados e em mistura apresentaram menor tempo de
incubacédo do que os ovos do controle (Tabela 13). O tempo de incubacédo de
ovos no tratamento com espirodiclofeno ndo diferiu de fosmete. Cipermetrina e
imidacloprido  proporcionaram maior periodo de incubacdo do que
espirodiclofeno. Todas as combinacfes do acaricida com o0s inseticidas
proporcionaram maior periodo de incubacdo do que espirodiclofeno isolado.
Quando comparado o periodo de incubacédo de ovos nos tratamentos contendo
as misturas e os inseticidas isolados, observaram-se respostas diferentes, nos
quais foram dependentes do tipo de mistura e do inseticida. Por exemplo, o
periodo de incubacdo de ovos no tratamento espirodiclofeno em mistura com
cipermetrina foi menor do que no tratamento cipermetrina; no tratamento
espirodiclofeno em mistura com fosmete, foi maior do que no tratamento
fosmete; e no tratamento espirodiclofeno em mistura com imidacloprido, foi
similar a imidacloprido.

A duracdo do periodo larval foi menor do que o controle em todos os
tratamentos, exceto cipermetrina, imidacloprido, espirodiclofeno em mistura com
imidacloprido (Tabela 13). As combinacfes dos inseticidas ao acaricida néo
diferiram dos inseticidas isolados. Cipermetrina, imidacloprido e espirodiclofeno,
em mistura com imidacloprido, proporcionaram maior durag¢édo do periodo larval
do que espirodiclofeno. A duragéo do periodo de protoninfas foi menor do que o

controle em todos os tratamentos (Tabela 13). Ndo houve diferenca entre os
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inseticidas, bem como entre as misturas e os inseticidas isolados. Acaros
expostos a qualquer um dos tratamentos proporcionaram maior duragéo da fase
de protoninfas do que espirodiclofeno, exceto fosmete. Para o periodo de
deutoninfas, apenas os tratamentos espirodiclofeno, fosmete e espirodiclofeno,
em mistura com fosmete, foram maiores do que o controle (Tabela 13). Todas
as misturas proporcionaram menor periodo de deutoninfas do que os inseticidas
e acaricida isolados. A duracao total do estagio pré-adulto foi menor em &caros
expostos a todos os tratamentos, comparada ao controle (Tabela 13).
Espirodiclofeno, em mistura com cipermetrina e imidacloprido nao diferiram de
espirodiclofeno isolado; no entanto, &caros expostos ao espirodiclofeno
misturado a cipermetrina apresentaram menor periodo pré-adulto do que

espirodiclofeno.
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Tabela 13. Duracdo (dias) (média + erro-padrao) de Brevipalpus yothersi exposto ao acaricida e aos inseticidas
isolados e combinados. Temperaturade 25+ 1 °C, UR 70 + 10% e fotoperiodo de 12 L: 12 E horas.

Tratamento Paramgtro .
Ovo Larva Protoninfa Deutoninfa Pré-adulto

Controle 11,3+05a 56+0,3a 52+0,2a 58+0,2cd 275+x0,6 a
Espirodiclofeno 79+0,2d 40+£00c 3,8+£0,2d 6,1+0,3bc 22,1+05¢c
Cipermetrina 91+£0,1b 48+0,2ab 4,7+£0,2Dbc 71+04ab 258+0,3Db
Espirodiclofeno + cipermetrina 86+0,2c 4,4 +0,2 bc 43+0,2cC 38+x0,2e 204+£0,6d
Fosmete 72+0,2d 41+0,1c 4,2+0,2cd 6,2+0,2c 21,8+0,4cd
Espirodiclofeno + fosmete 88+0,1bc 45+02bc 4,4+0,3bc 51+04d 225+x0,6¢C
Imidacloprido 90+£0,2b 52+0,2a 4,7+0,2bc 6,8+0,2b 258+0,4b

Espirodiclofeno + imidacloprido  9,1+0,1b 54+0,2a 47+0,1b 3,5+0,3e 228+04c

Todos os parametros referem-se as fémeas (ni = 30). Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem pelo teste de
bootstrap pareado (P > 0,05).
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A duracdo do periodo de pré-oviposi¢do ndo diferiu entre os tratamentos
(Tabela 14). O periodo de pré-oviposicéo total do controle, de cipermetrina e de
imidacloprido foi maior do que nos demais tratamentos (Tabela 14). Todos os
tratamentos que continham espirodiclofeno foram semelhantes, bem como todas
as misturas nédo diferiram dos inseticidas isolados, exceto para espirodiclofeno
em mistura com cipermetrina, que foi menor do que cipermetrina. A longevidade
dos adultos, no tratamento-controle, ndo diferiu dos demais tratamentos, exceto
nos tratamentos espirodiclofeno em mistura com fosmete e imidacloprido, os
quais foram menores que o controle (Tabela 14). Com relagdo a longevidade
total, todos os tratamentos foram menores do que o controle (Tabela 14). A
resposta observada para os dias de oviposi¢cao (Oq) e de fecundidade total foi
semelhante. Para esses parametros, o0s tratamentos espirodiclofeno,
cipermetrina, espirodiclofeno, em mistura com cipermetrina e fosmete, nao
diferiram do controle. As combinacbes de espirodiclofeno com fosmete e
espirodiclofeno com imidacloprido proporcionaram menor fecundidade total e
dias de oviposicao.

A curva de sobrevivéncia especifica por idade-estagio (Sxj) demonstrou
gue a probabilidade de um ovo recém-ovipositado nos tratamentos sobreviveu
até a idade x e estagio j. Foram constatadas sobreposi¢cdes entre os estagios de
desenvolvimento dos acaros devido as variacdes nas taxas de desenvolvimento
dos individuos (Figura 9). A taxa de sobrevivéncia especifica na idade-estagio
de fémeas foi afetada nos acaros dos tratamentos espirodiclofeno, cipermetrina
e cipermetrina + espirodiclofeno, em comparacdo com o controle. A
probabilidade de um ovo recém-ovipositado passar para o estagio de larva foi
semelhante entre os tratamentos, exceto para acaros expostos a cipermetrina, a
qual foi menor do que nos demais tratamentos. Acaros expostos ao
espirodiclofeno, espirodiclofeno em mistura com cipermetrina, e espirodiclofeno,
em mistura com fosmete, apresentaram a menor probabilidade de passar para a
fase de protoninfa e para as demais fases. Todos os tratamentos reduziram o

tempo de sobrevivéncia dos acaros comparados ao controle.
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Tabela 14. Parametros de tabela de vida (média + erro-padréo), periodos de pré-oviposicao (APOP), pré-oviposicao total (TPOP),
longevidade, dias de oviposi¢éo (Od) e fecundidade de Brevipalpus yothersi expostos ao acaricida e aos inseticidas isolados
e combinados. Temperatura de 25 + 1 °C, UR 70 + 10% e fotoperiodo de 12 L:12 E horas.

Parametros
. . Fecundidade
Tratamento APOP TPOP Longevidade ~ -°On9evidade _ Dias de total
total oviposigao (Od) N
(ovos/fémea)
Controle 41+x04a 31,6+0,8a 428+ 34 a 60,6 £52a 26,0+2,7a 30,2+3,6a
Espirodiclofeno 42+x19a 26,4+1,1bc 41,0+x53a 285x46¢C 19,4+ 3,7 ab 226+4,4ab
Cipermetrina 59+18a 31,717 a 36,1+25a 28,4+39c 17,1 £ 3,9 abc 19,0 £ 4,8 abc
Espirodiclofeno + cipermetrina 3,1+0,3a 23,5+0,8¢ 33,7t45a 30,0+3,6¢C 19,8+ 3,5ab 240+49ab
Fosmete 46+0,3a 26,4 +£0,5bc 35,7+19a 446 +460Db 20,1+16ab 241+23ab
Espirodiclofeno + fosmete 3,9+0,7a 26,2+ 1,0 bc 19,4+38Db 259+28¢ 10,2+2,2c 11,1+26¢C
Imidacloprido 3,704 a 29,4+0,6 ab 36,1+25a 425+4,7b 184+1,3b 18,7+18Db
Espirodiclofeno + imidacloprido 3,8+0,4 a 26,6 + 0,7 bc 222+26b 29,4+3,0¢c 10,8+1,8¢c 125+25¢c

Os erros-padréo (EP) foram estimados usando 100.000 bootstraps e comparados pelo teste de bootstrap pareado com nivel de significAncia de 5%. Médias seguidas

pelas mesmas letras nas colunas néo diferem.
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Figura 9. Taxa de sobrevivéncia especifica por estagio-idade (Sx) de &caros
Brevipalpus yothersi expostos ao acaricida e aos inseticidas isolados

e combinados.
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A taxa de sobrevivéncia especifica por idade (Ix) evidencia a probabilidade
de um &caro sobreviver até a idade x considerando todos os estagios de
desenvolvimento juntos (Figura 10). A curva de Ix demonstrou que 38,0% dos
individuos do tratamento-controle morreram antes de 60 dias. Para o
espirodiclofeno, esse valor foi de 77,8%, para cipermetrina 84,0%, para
espirodiclofeno em mistura com cipermetrina 85,7%, para fosmete 70%, para
espirodiclofeno em mistura com fosmete 96,4%, para imidacloprido 66,8%, para
espirodiclofeno em mistura com imidacloprido 96,0% (Figura 10). Portanto, todos
os tratamentos que continham inseticidas e acaricida, isolados ou combinados,
reduziram a taxa de sobrevivéncia dos acaros comparado ao controle. Com
relacéo a fecundidade especifica por idade (mx), 0s maiores picos de oviposicéo
de fémeas ocorreram no 74° e 80° dia no tratamento-controle, no 42° dia para
espirodiclofeno, no 66° e 68° dia para cipermetrina, no 29°, 30° e 33° dia para
espirodiclofeno em mistura com cipermetrina, no 60 ° dia para fosmete, no 31 °
dia para espirodiclofeno em mistura com fosmete, no 39° dia para imidacloprido

e no 31° dia para espirodiclofeno em mistura com imidacloprido (Figura 10).
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Figura 10. Taxa de sobrevivéncia especifica por idade (Ix) e fecundidade
especifica por idade (mx) de Brevipalpus yothersi expostos ao
acaricida e aos inseticidas isolados e combinados.
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Os dados de expectativa de vida por idade-estagio especifica indicaram
que o tempo de vida esperado para um acaro recém-eclodido (e1) foi menor em
todos os tratamentos, comparado ao controle (Figura 11). Embora a expectativa
de vida tenha sido menor nos acaros expostos aos tratamentos contendo
inseticidas e acaricida (isolados ou em mistura), essa taxa aumentou com o0
aumento de idade dos individuos, nos tratamentos espirodiclofeno, cipermetrina
e espirodiclofeno, em mistura com cipermetrina ou imidacloprido. No tratamento
espirodiclofeno em mistura com imidacloprido, a expectativa de vida diminuiu
com o aumento da idade dos individuos. Nos demais tratamentos, a expectativa
de vida foi semelhante entre os estagios.

O valor reprodutivo Vyj é a contribuicdo dos individuos de idade x e estagio
j para a linhagem futura (Figura 12). Esse valor aumentou com as mudancas de
estagios de desenvolvimento. A fase adulta foi a que mais contribuiu para o
aumento populacional, em todos os tratamentos. O maior pico do valor
reprodutivo foi observado aos 36 dias (10,8) para o controle, 28 dias (11,5) para
espirodiclofeno, 35 dias (10,8) para cipermetrina, 28 dias (12,5) para
espirodiclofeno em mistura com cipermetrina, 28 dias (10,3) para fosmete, 23
dias (7,4) para espirodiclofeno em mistura com fosmete, 35 dias (8,9) para

imidacloprido e 28 dias (8,0) para espirodiclofeno em mistura com imidacloprido.
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Figura 11. Expectativa de vida especifica por idade-estagio (exj) de Brevipalpus
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combinados.
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Figura 12. Valor reprodutivo por estagio-idade (Vx) de Brevipalpus yothersi
expostos ao acaricida e aos inseticidas isolados e combinados.
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A estimativa dos parametros de Tabela de vida de fertilidade demonstrou
gue a taxa intrinseca de aumento populacional (rm) e a razéo finita de aumento
(N) seguiram o mesmo padrao de resposta, nos quais a média desses
parametros foi menor em todos os tratamentos, comparados ao controle, exceto
cipermetrina + espirodiclofeno e fosmete, que foram semelhantes ao controle
(Tabela 15). Os demais tratamentos nao diferiram entre si. Para a taxa liquida
de reproducédo (Ro), a resposta de todos os tratamentos, exceto fosmete, foi
menor do que no controle. O tempo médio entre geracdes (T) foi maior para os
acaros expostos ao controle, cipermetrina e imidacloprido. Nos demais
tratamentos, o T foi menor, sendo que, nos acaros expostos as misturas, o tempo

foi menor do que os expostos ao espirodiclofeno isolado.

Tabela 15. Parametros demograficos (média = erro-padrdo) de Brevipalpus yothersi
expostos ao acaricida e aos inseticidas isolados e combinados.

Parametros demograficos

Tratamento rm (d) A (dY) Ro T (dias)
Controle 007+000a 1,07+0,00a 2448+386a 4567+160a
Espirodiclofeno  0,05+0,01bc 1,05+0,01bc 6,70+2,33cd 39,73+1,44b
Cipermetrina 0,04+00lc 1,04+00lc 552+204cd 46,41+1,50a
Espirodiclofeno o o5, 01 ab  1,06+001abc  891+2,63cd 3569 +1,27 cd
+ CIpermetrlna

Fosmete 007+00la 1,08+00la 16,85+2,94ab 37,70+0,75 bc
Esfg'srr?]‘zg"feno 0,04+001bc 1,05+001bc 4,36+1,43d 32,32+1,40d
Imidacloprido 0,05+0,01b 1,06+0,005bc 11,11+2,08bc 43,03+0,92a

Espirodiclofeno oo 91 pc  105+001bc  552+1.64d 34.33+1.19d
+ imidacloprido

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, sdo significativamente diferentes (teste de
bootstrap pareado: P < 0,05). Os valores para cada parametro foram calculados usando o procedimento
de bootstrap com 100.000 amostras.

rm = Taxa intrinseca de aumento populacional (dia™); A= raz&o finita de aumento (dia™); Ro= taxa liquida
de reproducéo (descendentes por individuo); T = tempo médio entre geracao (dia™).

4.4. Efeito de misturas de inseticidas sobre a eficiéncia de espirodiclofeno

no controle de Brevipalpus yothersi em condicdes de campo

No primeiro experimento (A) realizado em pomar comercial de lima-acida
‘Tahiti’, ndo houve diferenga significativa entre as plantas, na avaliacéo realizada

antes da aplicacdo dos tratamentos (prévia) (F = 0,48; g.l. =7, 32; P = 0,8412),
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demonstrando que as plantas utilizadas como unidade experimental
apresentavam nivel de infestacdo homogéneo do acaro da leprose (Tabela 16).
No entanto, apdés a aplicacdo dos tratamentos, foi verificada interacédo
significativa entre o tratamento e o tempo de avaliacdo (dias apds a aplicacéo),
indicando reducdo no numero de &caros apds a aplicacdo dos tratamentos
(x?=262,67; g.l. = 7; P < 0,0001). A estimativa da taxa instantanea de
crescimento populacional (ri) indicou reducao pronunciada (valores de ri < 0) nos
niveis populacionais do acaro, ao longo do tempo, para todos os tratamentos,
exceto para os tratamentos-controle, fosmete e imidacloprido (Figura 13A).

No primeiro experimento, aos 7 DAA, n&o houve redugao significativa no
namero de acaros por fruto em comparacéo ao controle. Foi possivel observar
reducéo significativa no nimero de acaros por fruto, a partir de 14 DAA. Aos 14
DAA, espirodiclofeno, em mistura com imidacloprido, apresentou maior numero
de acaros comparado ao acaricida isolado. Nessa mesma avaliagdo, apenas 0s
tratamentos espirodiclofeno isolado e espirodiclofeno em mistura com
cipermetrina diferiram do controle, apresentando reducéao significativa no nimero
de acaros, enquanto as combinacdes de espirodiclofeno com cipermetrina e
espirodiclofeno com fosmete nao diferiram do acaricida isolado. Aos 21 DAA,
apenas espirodiclofeno e a mistura de espirodiclofeno com imidacloprido
diferiram do controle, apresentando menores nameros de acaros por fruto. As

misturas ndo diferiram do acaricida isolado aos 21; 35 e 42 DAA (Tabela 16).



Tabela 16. Numero médio de acaros Brevipalpus yothersi por fruto de lima-acida ‘Tahiti’, no primeiro
experimento, registrados na avaliagdo prévia (P) e aos 7; 14; 21; 35 e 42 dias ap0s as
pulverizacdes do acaricida espirodiclofeno (Esp.), isoladamente ou em mistura com cipermetrina

(Cip.), fosmete (Fos.) e imidacloprido (Imid.).
Acaros por fruto/Dias apds a aplicacédo (DAA)

Tratamento P 7 14 21 35 42
Controle 1,3+0,3at 1,8+1,2ab 2,7+0,3a 22+04a 2,3+0,4a 2,3+09a
Esp. 1,8+0,4a 0,4+0,3ab 0,1+0,1c 0,3+0,1bc 0,0+0,0c 0,0+x0,0b
Cip. 1,7+0,4 a 0,9+0,2a 1,7+0,7 ab 1,5+0,6 ab 0,8+0,2b 1,7+0,4a
Esp. + Cip. 24+0,8a 0,6+0,2ab 0,7+0,3bc 0,6 +0,2 abc 0,1+0,1c 0,0+x0,0b
Fos. 2,1+0,6a 0,6 +0,2 ab 29+10a 1,6 £0,4 ab 0,8+0,1ab 25+04a
Esp. + Fos. 1,8+0,4a 0,7+0,1ab 08+0,2abc 1,1+0,5ab 0,0+0,0c 0,0+x0,0b
Imid. 1,6+05a 1,7+0,4a 1,7+0,4 ab 25+05a 1,8+0,3ab 24+0,7a
Esp. + Imid. 1,9+09a 0,1+0,1b 1,0+0,2 ab 0,1+0,1c 0,0+0,0c 0,0+x0,0b
F 0,48 3,56 7,03 8,34 66,73 1119410
Valor de P 0,8412 0,0060 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Valores (média + EP) seguidos pela mesma letra nas colunas, para uma mesma data de avaliacdo, ndo diferem significativamente
(GLM com distribuicdo quase-Poisson, seguido por post hoc do teste de Tukey, P < 0,05).
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No segundo experimento (B), ndo houve diferenca significativa entre as
plantas na avaliagéo prévia (F =1,22; g.I. =7, 32; P = 0,3205) (Tabela 17). Apés
a pulverizacdo dos tratamentos, foi verificada interacdo significativa entre o
tratamento e o tempo de avaliacdo (dias ap6s a aplicacdo), indicando uma
reducdo no numero de acaros ap6s as aplicagées (x? = 296,29; g.l. = 7;
P<0,0001). A estimativa da taxa instantdnea de crescimento populacional (ri)
indicou pronunciada reducédo (valores de ri < 0) nos niveis populacionais do
acaro, ao longo do tempo, para todos os tratamentos, exceto para o controle,
cipermetrina, fosmete e imidacloprido (Figura 13B). Foi verificada reducéo
significativa no namero de acaros a partir de 21 DAA, para o tratamento
espirodiclofeno, comparado ao controle (Tabela 17).

Aos 21 DAA, espirodiclofeno, em mistura com imidacloprido, diferiu do
acaricida isolado, apresentando maior numero de acaros. As demais misturas
foram semelhantes ao acaricida isolado. Aos 35 DAA, nos tratamentos com as
misturas de espirodiclofeno com cipermetrina e de espirodiclofeno com
imidacloprido, o numero de acaros foi maior do que no tratamento com
espirodiclofeno isolado. Aos 48 DAA, o numero de acaros por fruto, no
tratamento espirodiclofeno em mistura com cipermetrina, foi semelhante ao
espirodiclofeno, assim como fosmete + espirodiclofeno. Enquanto
espirodiclofeno, em mistura com imidacloprido, permaneceu com maior namero
de &caros do que espirodiclofeno. Aos 62 DAA, todos os tratamentos contendo
espirodiclofeno apresentaram maxima reducdo no namero de acaros por fruto
(Tabela 17).



Tabela 17. Numero médio de &caros Brevipalpus yothersi em frutos de lima-acida ‘Tahiti’, no segundo
experimento, registrados na avaliacao prévia (P) e aos 7; 21; 35; 48 e 62 dias apés a aplicacao
do acaricida espirodiclofeno (Esp.), isoladamente ou em mistura com cipermetrina (Cip.), fosmete
(Fos.) e imidacloprido (Imid.).

Acaros por fruto/Dias apds a aplicacéo (DAA)

Tratamento = 7 21 35 18 62
Controle 1,7+0,6 at 1,1+04a 24+0,3a 2,7+0,1a 3,56+09a 45+0,8a
Esp. 0,7+0,4a 0,2+0,1a 0,4+0,1b 0,0+0,0d 0,0+0,0d 0,0+x0,0b
Cip. 1,7+0,4 a 1,7+0,7 a 41+13a 26+04a 2,5+0,7a 36x11a
Esp. + Cip. 24+0,7a 12+0/4a 0,7+0,3ab 09%x0,3abc 0,4%+0,3cd 0,0£00b
Fos. 2,1+0,6a 1,3+0,3a 39+24a 19+04ab 1,7+0,4ab 3,2+0,6 a
Esp. + Fos. 1,8+0,4a 0,7+0,3a 0,9+0,3ab 0,3+0,2cd 0,0+0,0d 0,0+£0,0b
Imid. 16+05a 0,8+0,2a 2,7+0,8a 24+09ab 2,1+04ab 3,3+0,8a
Esp. + Imid. 1,9+09a 0,7+0,3a 41+15a 0,7+0,2bc 0,6 +0,3 bc 0,1+0,1b
F 1,22 1,58 4,97 13,82 20,42 30,27
Valor de P 0,3205 0,1762 0,0007 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Valores (média + EP) seguidos pela mesma letra nas colunas, para uma mesma data de avaliacdo, ndo diferem significativamente

(GLM com distribuicdo quase-Poisson, seguido por post hoc do teste de Tukey, P < 0,05).
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Figura 13. Estimativa da taxa instantdnea de crescimento populacional de
Brevipalpus yothersi em dois experimentos (A e B) realizados em
pomar de lima-acida ‘Tahiti’ expostos ao acaricida espirodiclofeno
(Esp.), isoladamente ou em mistura com cipermetrina (Cip.),
fosmete (Fos.) e imidacloprido (Imid.).

Com base na eficiéncia de controle de B. yothersi, os resultados indicaram
gue a aplicacdo de espirodiclofeno, combinado aos inseticidas cipermetrina,
fosmete e imidacloprido n&o diferiram do acaricida isolado em nenhum dos

experimentos (Figuras 14A e B) (P > 0,05).
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Figura 14. Eficiéncia de espirodiclofeno (Esp.), cipermetrina (Cip.), fosmete
(Fos.) e imidacloprido (Imid.), isoladamente ou em mistura no
controle de Brevipalpus yothersi, em dois experimentos (A e B)
realizados em pomar de lima-acida ‘Tahiti’, em diferentes dias apos
as aplicacdes (DAA). Barras verticais nas colunas indicam o erro
padrdo da média. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas,
para a mesma data de avaliagdo, ndo diferem significativamente
(GLM com distribuicdo Gaussiana, seguido por post hoc do teste de
Tukey, P <0,05).
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O periodo de reinfestacéo de 4caros B. yothersi foi estimado com base na
frequéncia de frutos com, pelo menos, uma fase mével do acaro. Os resultados
indicaram que a adi¢ao dos inseticidas cipermetrina, fosmete e imidacloprido ao
acaricida espirodiclofeno  proporcionou menores periodos para o0
restabelecimento populacional do acaro nas plantas (F = 4,50; g.l. = 3, 16;
P=0,0179 e F=4,04; g.l. = 3, 16; P = 0,0257, nas areas A e B, respectivamente).
Verificou-se que houve reducéo no periodo para reinfestagdo dos acaros nos
tratamentos, em mistura de 42 a 62 dias e de 25 a 42 dias, no primeiro e no

segundo experimento, respectivamente (Figuras 15 A e B).
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Figura 15. Estimativa do periodo de reinfestacdo de Brevipalpus yothersi em
plantas de lima-acida ‘Tahiti’ de dois pomares (A e B), apés a
aplicacdo de espirodiclofeno (Esp.), cipermetrina (Cip.), fosmete
(Fos.) e imidacloprido (Imid.), isoladamente ou em mistura. Barras
verticais nas colunas indicam o erro-padrdo da média. As médias
seguidas por asterisco diferem significativamente de espirodiclofeno,
a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

4.5. Teor de espirodiclofeno em caldas do acaricida isolado ou combinado

aos inseticidas

O teor de espirodiclofeno néo diferiu entre as caldas avaliadas (F = 0,15;
g.l. =3, 8; P =0,9282). A calda contendo apenas o acaricida apresentou teor de
59,7 mg L de espirodiclofeno. O teor de espirodiclofeno nas caldas as quais
foram adicionados os inseticidas cipermetrina, fosmete e imidacloprido ao

espirodiclofeno, foi de 56,0 mg L, 53,6 mg L e 58,7 mg L™, respectivamente.



80

4.6. Atividade de enzimas de detoxificacdo em Brevipalpus yothersi
expostos ao espirodiclofeno e aos inseticidas isolados e em mistura

A atividade de esterases em &caros B. yothersi diferiu entre os
tratamentos (F = 6,31; g.l. =7, 16; P =0,0011). Em relacdo aos acaros expostos
a agua, a atividade de esterases foi superior em &caros expostos ao
espirodiclofeno, cipermetrina, espirodiclofeno em mistura com fosmete ou
imidacloprido, quando comparado ao controle (Tabela 18). Aumentos de 1,8 vez,
1,4 vez, 1,7 vez e 1,6 vez foram observados para cada um desses tratamentos,
respectivamente. De uma maneira geral, a presenca de espirodiclofeno nas

caldas inseticidas induziu a atividade de esterases nos acaros (Tabela 18).

Tabela 18. Atividade de enzimas de detoxificagdo em Brevipalpus yothersi
expostos ao espirodiclofeno, cipermetrina, fosmete e
imidacloprido, isoladamente ou em mistura. No controle utilizou-se
de 4gua deionizada.

Grupo de enzima de detoxificacdo

Tratamento 1 Glutathiona-S- Mono-
Esterases 5 : 3
transferases oxigenases
Agua (Controle) 46+0,2d 0,6 £0,03a 4,2 +0,4 bc
Espirodiclofeno 8,4+0,7a 0,1+0,01c 4,9 +0,2 bc
Cipermetrina 6,5+0,1bc 0,5+0,01a 55+0,3b
Espirodiclofeno + 49+1,4cd 0,3+0,01b 3,8+0,3c
cipermetrina
Fosmete 6,3+ 0,4 bcd 0,3£0,02b 4,7+£0,2 bc
FSp'rOd'C'Ofe”O * 7,8+0,4 ab 0,3+0,01b 3,4+02cC
osmete
Imidacloprido 44+0,1d 0,1+0,03c 76+0/4a
Espirodiclofeno + 7,7+0,6 ab 0,1+0,02c  42+05hc

imidacloprido
Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem significativamente umas das
outras, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Inmol 4-nitrophenol min por acaro (+erro-padréo (EP)).

2nmol glutationa conjugada min™* por &caro (+EP).

Scontetido de grupo heme por ng de acaro (+EP).

A atividade de conjugacéao de glutationa e CDNB por GSTs em acaros B.
yothersi diferiu entre os tratamentos (F = 69,77; g.l. = 7, 40; P < 0,0001). Acaros
expostos a cipermetrina e agua (controle) apresentaram atividade de GSTs
superiores as atividades dos demais tratamentos (Tabela 18). Valores

intermediarios de atividade de GSTs foram observados nos acaros expostos ao
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espirodiclofeno em mistura com cipermetrina, fosmete e espirodiclofeno em
mistura com fosmete. Os menores valores de atividade de GSTs foram
observados em acaros expostos a espirodiclofeno, imidacloprido e
espirodiclofeno em mistura com imidacloprido.

Ao utilizar o método indireto baseado na deteccao de grupos heme nas
amostras para correlagdo com o conteido de mono-oxigenases, observou-se
que a concentracdo de mono-oxigenases aumentou 1,8 vez nos acaros expostos
a imidacloprido em relacdo aos demais tratamentos (F = 14,20; g.I. =7, 16; P <
0,0001). Porém, quando em mistura com espirodiclofeno, a exposicdo a
imidacloprido ndo implicou no aumento da concentragdo de mono-oxigenases
nos &caros (Tabela 18).

A concentracdo e atividade das enzimas de detoxificagdo nos acaros
expostos a espirodiclofeno, cipermetrina, fosmete e imidacloprido variou ao
longo do tempo e entre os tratamentos. De uma maneira geral, a atividade de
esterases foi influenciada pelo fator tratamento (controle, acaricida e inseticidas)
(F=30,41; g.l. =4, 40; P < 0,0001) e para o fator tempo de exposicéo (F = 5,31;
g.l. = 3, 40; P = 0,0035). Os fatores tratamento e tempo de exposi¢cdo foram
dependentes, visto que a interacao entre esses fatores foi significativa (F = 4,60;
g.l. =12, 40; P = 0,0001).

Para cipermetrina, a atividade de esterases aumentou com o aumento do
tempo de exposicdo e reduziu as 48 horas (Figura 16). Acaros expostos ao
fosmete apresentaram alta atividade de esterases as 6 e 12 horas de exposicao.
Apés esse periodo, houve reducdo na atividade. Imidacloprido induziu a
atividade de esterases a partir de 12 horas de exposicdo e permaneceu até as
48 horas. A atividade de esterases em acaros expostos ao espirodiclofeno foi
alta em todos os tempos de exposicdo avaliados. Comparando a atividade de
esterases de acaros expostos aos inseticidas e acaricida com o controle, as 6
horas de exposicdo, apenas cipermetrina e espirodiclofeno foram maiores do
que o controle, 1,41 e 1,82 vez, respectivamente (Figura 16). As 12 horas, todos
os tratamentos foram maiores do que o controle, variando de 1,47 a 1,85 vez. As
24 horas, esse aumento variou de 1,54 a 1,71 vez, exceto para fosmete, que ndo

diferiu do controle. E as 48 horas, apenas imidacloprido e espirodiclofeno
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apresentaram atividade de esterases maior do que o controle, 1,37 e 1,60 vez,

respectivamente.
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Figura 16. Atividade de esterases em Brevipalpus yothersi apos 6; 12; 24 e 48
horas de exposicéo ao espirodiclofeno e aos inseticidas cipermetrina
(Cip.), fosmete (Fos.) e imidacloprido (Imid.). Agua foi utilizada como
controle. Barras verticais nas colunas indicam o erro-padrédo da
média. Médias seguidas pela mesma letra mailscula para 0s
diferentes tratamentos, na mesma data, e letra mindscula para cada
tratamento, em datas diferentes de avaliacdo, ndo diferem
significativamente de acordo com Teste de Tukey (P > 0,05).

Para atividade de GSTs, houve efeito significativo para o fator tratamento
(controle, inseticidas e acaricida) (F = 66,37; g.l. = 4, 100; P < 0,0001), para o
fator tempo de exposigéo (F =280,95; g.l. =3, 100; P <0,0001) e para a interacao
entre os fatores tratamento e tempo de exposicao (F = 37,41; g.l. =12, 100; P <
0,0001). A exposicdo a cipermetrina induziu a atividade de GSTs as 12 e 48
horas de exposicdo, sendo observado o maior pico de atividade as 48 horas
(Figura 17). O mesmo perfil foi observado para fosmete e imidacloprido, nos
quais o maior pico foi as 48 horas. Acaros expostos ao espirodiclofeno
apresentaram aumento na atividade de GSTs de 6 horas para 12 horas, sendo
0 maior pico observado as 12 horas; posteriormente, a atividade diminuiu as 24
horas e aumentou novamente as 48 horas. Comparando a atividade de GST de

acaros expostos aos inseticidas e acaricida com o controle, as 6 horas apenas
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cipermetrina ndo diferiu do controle, enquanto os demais tratamentos foram
menores (Figura 17). As 12 horas, todos os tratamentos foram semelhantes ao
controle, exceto cipermetrina, que foi 1,33 vez maior do que o controle. As 24
horas, apenas fosmete nao diferiu do controle, enquanto os demais
apresentaram menor atividade. E, as 48 horas, acaros expostos a cipermetrina,
fosmete e imidacloprido foram de 1,34 a 1,78 vez maiores do que o controle.
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Figura 17. Atividade de glutationa-S-transferases em Brevipalpus yothersi apos
6; 12; 24 e 48 horas de exposicdo ao espirodiclofeno e aos
inseticidas cipermetrina (Cip.), fosmete (Fos.) e imidacloprido (Imid.).
Agua foi utilizada como controle. Barras verticais nas colunas
indicam o erro-padréo da média. Médias seguidas pela mesma letra
maiuscula para os diferentes tratamentos, na mesma data, e letra
minuUscula para cada tratamento, em datas diferentes de avaliacao,
nao diferem significativamente de acordo com Teste de Tukey (P >
0,05).

Para concentracdo de mono-oxigenases, houve efeito significativo para o
fator tratamento (controle, inseticidas e acaricida) (F = 17,72; g.l. = 4, 100;
P<0,0001), para o fator tempo de exposicéo (F = 8,12; g.l. =3, 100; P = 0,0002),
e para a interacao entre os fatores tratamento e tempo de exposicao (F = 5,57,
g.l. = 12, 100; P < 0,0001). Ao longo do tempo, a concentragdo de mono-
oxigenases em acaros expostos a cipermetrina, fosmete e espirodiclofeno foi

semelhante (Figura 18). Para imidacloprido, a atividade foi alta as 6; 12 e 48
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horas, enquanto as 24 horas foi observada a menor concentragdo. Comparando
a concentracdo de mono-oxigenases em acaros expostos aos inseticidas e
acaricida com o controle, as 6 e 12 horas, apenas imidacloprido diferiu do
controle, apresentando 1,78 vez e 2,26 vezes maior concentracdo do que o
controle, respectivamente (Figura 18). As 24 horas, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. As 48 horas, fosmete e imidacloprido
apresentaram 1,52 e 1,85 vez maior concentracdo de mono-oxigenases em

relacéo ao controle.
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Figura 18. Concentracdo de mono-oxigenases em Brevipalpus yothersi apés 6;
12; 24 e 48 horas de exposicao ao espirodiclofeno e aos inseticidas
cipermetrina (Cip.), fosmete (Fos.) e imidacloprido (Imid.). Agua foi
utilizada como controle. Barras verticais nas colunas indicam o erro-
-padrdo da média. Médias seguidas pela mesma letra maidscula
para os diferentes tratamentos, na mesma data, e letra minUscula
para cada tratamento, em datas diferentes de avaliacdo, nao diferem
significativamente de acordo com Teste de Tukey (P > 0,05).

4.7. Toxicidade de espirodiclofeno em Brevipalpus yothersi apés diferentes

tempos de exposicao aos inseticidas

O controle de espirodiclofeno sobre acaros B. yothersi expostos a
cipermetrina por seis, 24 e 48 horas néao diferiu do controle proporcionado por

espirodiclofeno (Figura 19). No entanto, acaros expostos a cipermetrina por 12
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horas apresentaram menor mortalidade do que espirodiclofeno isolado (F =2,91;
gl. = 4, 20; P = 0,0479). Nado houve diferenca entre a pulverizacdo de
espirodiclofeno misturado a cipermetrina e a pulverizacdo separada desses
produtos, independentemente do tempo de exposi¢ao ao inseticida (F = 1,69; P
=0,1919) (Figura 19).
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Figura 19. Mortalidade de Brevipalpus yothersi causada por espirodiclofeno (%)
apos seis; 12; 24 e 48 horas de exposi¢cao dos acaros a cipermetrina.
Barras verticais nas colunas indicam o erro-padrdo da meédia. As
médias seguidas por asterisco diferem significativamente de
espirodiclofeno, a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

Acaros expostos ao fosmete, independentemente do tempo,
apresentaram mortalidade semelhante a espirodiclofeno isolado (F = 1,15; g.l.=4,
20; P=0,3628) (Figura 20). Nado houve diferenca entre a pulverizacdo de
espirodiclofeno misturado a fosmete e a pulverizacdo separada desses produtos,
exceto para a exposicao de 6 horas a fosmete, a qual foi superior ao da mistura
(F = 3,48; P = 0,0260) (Figura 20).
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Figura 20. Mortalidade de Brevipalpus yothersi causada por espirodiclofeno (%)
apos seis; 12; 24 e 48 horas de exposicdo dos acaros a fosmete.
Barras verticais nas colunas indicam o erro-padrao da média. As
médias seguidas por asterisco diferem significativamente de
espirodiclofeno, a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

A exposicdo de acaros a imidacloprido, por seis e 12 horas, reduziu o
controle de espirodiclofeno quando comparado ao acaricida isolado (F = 6,30;
g.l. = 4, 20; P = 0,0019) (Figura 21). Houve diferenca entre a pulverizacdo de
espirodiclofeno misturado a imidacloprido e a pulverizacdo separada desses
produtos apenas quando os acaros ficaram expostos por 12 horas ao inseticida
(F =3,92; P=0,0175) (Figura 21).
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Figura 21. Mortalidade de Brevipalpus yothersi causada por espirodiclofeno (%)
apos seis; 12; 24 e 48 horas de exposicao dos acaros a imidacloprido.
Barras verticais nas colunas indicam o erro-padrdo da média. As
médias seguidas por asterisco diferem significativamente de
espirodiclofeno, a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

4.8. Influéncia de inibidores de enzimas de detoxificacdo no controle
proporcionado por espirodiclofeno isolado e misturado aos

inseticidas sobre Brevipalpus californicus

A anadlise da curva de concentracdo-resposta de acaros expostos ao
espirodiclofeno foi realizada com cinco concentragées do acaricida. O valor de
X2 néo foi significativo (x?= 6,1; g.l. = 3; P = 0,1064), como determinado pelo
teste de Pearson. A concentracdo letal, que causou 25% de mortalidade da
populacéo (8,2 mg L), foi definida e selecionada para os bioensaios.

Trés inibidores enzimaticos especificos foram pulverizados para estudar
o papel de cada enzima na desintoxicacdo do espirodiclofeno isolado e
combinado com inseticidas. A pulverizacao de inseticidas isolados néo foi toxica
para os acaros (<5%), mesmo com o uso de inibidores enzimaticos. A
pulverizacdo de fosmete isolado causou 2,5 + 2,3% (média + erro-padrédo) de
mortalidade de acaros, e no pré-tratamento com sinergistas, a mortalidade foi de
4,2 +2,1%;0,0+£0,0% e 5,9 + 2,4% para PBO, DEF e DEM, respectivamente. A

mortalidade dos acaros expostos apenas ao imidacloprido foi de 6,3 +1,7%; 3,1
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+ 1,6% quando os acaros foram pré-tratados com PBO; 6,7 + 1,9% para DEF e
6,3 + 1,9% para DEM.

A mistura de espirodiclofeno com fosmete n&o foi antagbnica para B.
californicus, independentemente do inibidor que foi utilizado anteriormente
(F=2,0; P = 0,1439) (Figura 22 e Tabela 19). Em contraste, a mistura de
espirodiclofeno com imidacloprido reduziu a mortalidade de acaros causada pelo
acaricida (F = 33,5; P <0,0001), sugerindo um antagonismo da mistura.

Os inibidores PBO e DEF néo sinergizaram ou antagonizaram a
toxicidade do espirodiclofeno (Figura 22 e Tabela 19). No entanto, DEM
sinergizou o espirodiclofeno, resultando em maior toxicidade do que
espirodiclofeno sem sinergista (Tabela 16). Nao houve diferenca na mortalidade
dos acaros quando eles foram pré-tratados com DEF e DEM e, posteriormente,
com fosmete + espirodiclofeno (Figura 22 e Tabela 19).

O pre-tratamento com PBO, DEF e DEM e posterior a espirodiclofeno em
mistura com imidacloprido mostraram maior mortalidade do que espirodiclofeno
em mistura com imidacloprido sem os inibidores (Figura 22). No entanto, quando
comparada a mortalidade observada e a mortalidade esperada para
espirodiclofeno em mistura com imidacloprido, apenas PBO sinergizou esta

combinacao, enquanto DEM antagonizou (Tabela 19).
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Figura 22. Mortalidade de Brevipalpus -californicus cinco dias apds a
pulverizagdo de espirodiclofeno (Esp.) isolado e combinado a
fosmete (Fos.) e imidacloprido (Imid.), em acaros expostos ou néo
aos inibidores de enzimas de detoxicacéo (sinergistas) butoxido de
piperonila (PBO), S, S, S tributil-fosforotritioato (DEF) e maleato
dietilico (DEM). Para analise estatistica, os dados originais foram
usados. Médias seguidas pelas mesmas letras em barras ndo séao
significativamente diferentes, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.
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Tabela 19. Mortalidade observada e esperada (média + erro-padréo) de
Brevipalpus californicus e efeito da combinagdo da ClLzs de
espirodiclofeno (Esp.) com as concentragcbes comerciais dos
inseticidas fosmete (Fos.) e imidacloprido (Imid.), cinco dias apos a
pulverizacdo sobre acaros com ou sem exposicdo aos sinergistas
PBO, DEF, DEM.

. Mortalidade Efeito
a b
Tratamento Medigé&o (%) X (Mo-Mg)
Observado 349+5,0 "
Esp. + PBO 1,6 Aditivo
Esperado 28,2+0,0
Observado 325+5,9 "
Esp. + DEF Y 1,1 Aditivo
Esperado 27,0+£0,0
Observado 455+5,5 Sinérgico
Esp. + DEM 11,7
P Esperado 27,6 +0,0 (17,9)
Observado 38,2+4,0 Sinérgico
Esp. + Fos. 4,2
P Esperado 27,4 +0,0 (10,8)
Observado 28,7 £10,6 "
Esp. + Fos. + PBO Serv 2,0 Aditivo
Esperado 37,4+0,0
Esp. + Fos. + DEF Observado 36285 0,4 Aditivo
P- ' Esperado 32,5+0,0 ’
Esp. + Fos. + DEM  opservado 37,5110, Aditivo
P- ' Esperado 48,4+0,0 ’
Ob d 26+44 oni
Esp. + Imid. servado 05,0  Antagonico
Esperado 29,9+ 0,0 (-27,3)
_ Observado 58,8 +11,8 Sinérgico
Esp. + Imid. + PBO 13,1
P Esperado 36,8+ 0,0 (22,0)
Esp. + Imid. + DEF  Opservado 89225 Aditivo
P- ' Esperado 36,6 +0,0 ’
Observado 21,8+11,0 oni
Esp. + Imid. + DEM 148  Antagonico
Esperado 48,6 +0,0 (-26,8)

a0bservado = mortalidade observada causada pelos produtos combinados com e
sem pré-tratamento com inibidores de enzima de detoxificacdo; Esperado = soma
da mortalidade proporcionada por cada produto pulverizado separadamente. PA
comparacao de qui-quadrado que excede 3,841, com df = 1 e a = 0,05, é
considerado ser sinérgico ou antagonico; caso contrario, € considerado ser aditivo.
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4.9. Atividade de enzimas de detoxificacdo em &caros Brevipalpus
californicus expostos ao acaricida e aos inseticidas isolados e em

mistura

Foi observado aumento de 1,90 e 2,60 vezes na atividade de mono-
oxigenases nos acaros expostos ao imidacloprido e ao fosmete,
respectivamente, em comparacdo ao controle (F = 21,32; P < 0,0001). Foi
observado aumento semelhante na atividade de mono-oxigenases quando 0s
acaros foram expostos as misturas de inseticidas com o acaricida (F = 21,32; P
< 0,0001). Observou-se o aumento de 2,41 vezes e 1,95 vez na atividade de
mono-oxigenases em acaros expostos as combinacdes de espirodiclofeno com
imidacloprido ou fosmete, respectivamente (Tabela 20). Atividades de esterases
medidas através de 4-nitrofenil acetato foram cerca de duas vezes mais altas em
acaros expostos ao imidacloprido e 1,62 vez maior em acaros expostos ao
espirodiclofeno em mistura com imidacloprido do que a atividade observada em
acaros do controle (F = 28,76; P < 0,0001). A atividade da esterase de acaros
expostos ao fosmete foi semelhante a observada para os acaros expostos a
agua (Tabela 20). No entanto, a atividade de esterases em acaros expostos ao
espirodiclofeno, em mistura com fosmete, foi, aproximadamente, 0,55 vez menor
do que em acaros-controle (F = 28,76; P < 0,0001).

A conjugacado de glutationa e CNDB por glutationa-S-transferases nao
diferiu entre acaros expostos ao fosmete, espirodiclofeno em mistura com
fosmete e acaros do controle (Tabela 20). No entanto, acaros expostos ao
imidacloprido e espirodiclofeno, em mistura com imidacloprido apresentaram
aumento de, aproximadamente, 1,3 vez na atividade de GSTs (F = 8,20;
P=0,0002).



Tabela 20. Atividade de enzimas de detoxificagdo em adultos de Brevipalpus californicus expostos aos inseticidas (fosmete e
imidacloprido) isoladamente ou em mistura com o acaricida (espirodiclofeno). A pulverizagcdo com agua foi usada

como controle.

92

Grupo de enzima de detoxificagao

Tratamento Mono-oxigenases!  Razéo Esterases? Razéo Cf:;;i&g&gz_g Razé&o
Agua (Controle) 426,8 £ 25,6 C - 18811,8 + 2609,3 b - 435,2+195Db -
Fosmete 1107,7+59a 26  17297,1+16429bc 09  4284+11,9b 10
Espirodiclofeno + fosmete 830,8+226hb 2,0 10458,3 +301,3 ¢ 0,6 437,1+20,7b 1,0
Imidacloprido 8096+1140b 19  408872+1897,6a 22 5789%327a 13
Espirodiclofeno + imidacloprido 1028,9 + 46,6 ab 2,4 30441,1 +3519,7 a 1,6 558,6 + 37,0 a 1,3

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nédo diferem significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Ipmol 7-hydroxicoumarina (30 min)™* mg™ proteina (+ erro-padrédo (EP)).

2nmol 4-nitrofenol min™* mg™ proteina (xEP).

3nmol glutationa conjugada min~* mg™ proteina (xEP).
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5. Discussao

A fim de reduzir custos operacionais e de garantir 0 manejo de diferentes
pragas ao mesmo tempo, o0s agricultores geralmente misturam agrotdxicos no
tanque do pulverizador. No entanto, muitas combinacdes sdo incompativeis,
resultando em falhas no controle dessas pragas (Della Vechia et al., 2018, 2019).

No presente trabalho, observou-se que o0 antagonismo entre o
espirodiclofeno e determinados inseticidas (cipermetrina, fosmete ou
imidacloprido), muitas vezes, € dependente do estagio de desenvolvimento de
B. yothersi. Portanto, as misturas do acaricida com os inseticidas ou dos
produtos isolados poderéo influenciar em parametros biolégicos e demograficos
de B. yothersi. Em condi¢cdes de campo, misturas de produtos séo capazes de
interferir no tempo para controlar a populacdo de B. yothersi e no periodo de
reinfestagéao.

Nesse contexto, a inducdo de enzimas de detoxificagdo pode fornecer
respostas para entender melhor o antagonismo entre os produtos no controle de
B. yothersi. As respostas toxicologicas observadas para determinadas misturas
diferiram em funcdo da espécie de acaro estudada (B. yothersi ou B.
californicus). No entanto, a observacdo de alteracbes das atividade ou
concentracfes de enzimas de detoxificagdo também auxiliou na compreenséo

dos efeitos observados.

5.1. Efeito biolégico de espirodiclofeno, cipermetrina, fosmete e

imidacloprido, isolados e combinados, em Brevipalpus yothersi

Os experimentos revelaram que 0s inseticidas cipermetrina, fosmete e
imidacloprido ndo foram toxicos para qualquer uma das fases de B. yothersi
(Tabelas 2; 3; 4; 5 e 6). No entanto, as misturas de espirodiclofeno com
cipermetrina, fosmete ou imidacloprido produziram diferentes niveis de
antagonismo entre as fases de desenvolvimento desse acaro. Cipermetrina é um
inseticida piretroide que atua como modulador dos canais de sédio; fosmete é

um inibidor da acetilcolinesterase, e imidacloprido € um agonista do receptor
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nicotinico da acetilcolina, todos inseticidas séo ativos no sistema nervoso de
insetos (IRAC, 2021). No entanto, assim como observado nos resultados deste
trabalho, esses inseticidas ndo sdo considerados letais aos acaros nas
concentracgdes registradas para controle de insetos (Mullins, 1993; Della Vechia
et al., 2018).

O controle de espirodiclofeno sobre as fases de ovo e adulto de B. yothersi
foi drasticamente reduzida quando foram pulverizados espirodiclofeno em
mistura com cipermetrina, espirodiclofeno em mistura com fosmete e
espirodiclofeno em mistura com imidacloprido, 64,0%, 60,0% e 41,0% de
reducédo sobre ovos (Tabela 2) e 20,0%, 38,0% e 26,0% sobre adultos (Tabela
6), respectivamente. Um mesmo acaricida pode ser eficaz contra um ou mais
estagios de desenvolvimento de um acaro (Nauen et al.,, 2001; Saénz-de-
Cabezodn et al., 2006), como € o caso de espirodiclofeno, um acaricida derivado
do acido tetrbnico, que pertence a classe quimica dos cetoendis (IRAC, 2021).
Seu mecanismo bioquimico envolve a inibicdo da acetil-coenzima A carboxilase,
uma enzima essencial da via de sintese de acidos graxos importantes (LUmmen
et al., 2014). Dessa forma, atua principalmente sobre ovos e sobre todos os
estagios de desenvolvimento de acaros dos géneros Tetranychus, Panonychus,
Brevipalpus, Phyllocoptruta e Aculops (Wachendorff et al., 2000). Ainda, fémeas
adultas expostas ao espirodiclofeno séo incapazes de colocar ovos e morrem
poucos dias ap0s a exposicdo devido ao acumulo de ovos dentro de seu corpo
(Cheon et al., 2007; Della Vechia et al., 2018). Ao final do processo de
intoxicacdo, as fémeas param de se alimentar e morrem (Nauen, 2005; Van
Pottelberge et al., 2009; Marcic et al., 2010; Amaral et al., 2019).

No entanto, a sensibilidade a um acaricida pode diferir entre os diferentes
estagios de desenvolvimento da mesma praga (Marcic, 2003; Kramer e Nauen,
2011). A diferenca na toxicidade entre os estagios de desenvolvimento de B.
yothersi foi semelhante aos resultados obtidos em outros trabalhos, os quais
mostraram que, em populacbes suscetiveis, larvas de T. urticae eram mais
sensiveis do que os adultos aos acaricidas abamectina, espirodiclofeno e
clorpirifés (Nauen et al., 2001; Rauch e Nauen, 2003; Stumpf e Nauen, 2002;
Khajehali et al., 2010; Ay e Kara, 2011). Rodrigues e Machado (1999) verificaram

gue a suscetibilidade de ovos de B. phoenicis é dependente da idade dos ovos,
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devido a determinados fatores morfolégicos e fisioldégicos dos proprios ovos que
alteram a toxicidade causada pelos acaricidas. Entretanto, pode-se dizer que
esse fator ndo tenha sido o que prevaleceu no resultado encontrado para B.
yothersi na presente pesquisa, devido a padronizacdo na idade dos ovos
utilizados nos experimentos. Outro fator que pode ter afetado a suscetibilidade
de ovos observados neste trabalho, bem como a diferengca na suscetibilidade
das fases de desenvolvimento de B. yothersi, pode ter sido alteracdes na
detoxificacdo metabdlica, resultante de diferencas na atividade de enzimas
detoxificantes em fungéo das misturas (Yang et al., 2013).

A inducéo ou a inibicdo de mecanismos de detoxificacdo por xenobidticos
ja € bem conhecida em insetos e vem sendo mais estudada para acaros-praga,
principalmente tetraniquideos (Van Leeuwen e Dermauw, 2016). O contato de
organismos, como acaros, com doses subletais de agrotoxicos pode favorecer a
sobrevivéncia por meio da alteracdo de respostas fisiologicas. Um dos principais
processos realizados pelas enzimas é a biotransformacéo de substancias,
também conhecida como metabolizacdo e/ou detoxificacdo. Essas enzimas tém
como funcdo principal um conjunto de alteragdes quimicas e/ou estruturais,
transformando-as em derivados mais polares que resulta no aumento na
velocidade de excrecdo e, consequentemente, menor permanéncia no
organismo (Johnson, 2015).

Amenya et al. (2008) verificaram que, em ovos e adultos de uma
populacdo de Anopheles funestus Giles (Diptera: Culicidae) resistente a
piretroides, um grupo de enzimas de detoxificacdo especifico, do citocromo
P450, foi altamente expresso nessas fases, enquanto em larvas nao foi
observado o mesmo resultado. Contudo, Shi et al. (2015) observaram que néo
houve diferenca na expressdo de mono-oxigenases entre 0s estagios de
desenvolvimento de T. cinnabarinus, exceto para ovos, Nos quais a expressao
foi menor. Portanto, a resposta fisiolégica induzida por xenobiéticos difere entre
espécies e até mesmo entre os estagios de desenvolvimento da mesma espécie.
Diante disso, acredita-se que a inducdo de enzimas capazes de detoxificar o
espirodiclofeno causada pela exposicdo conjunta com os inseticidas tenha tido

um efeito expressivo na resposta toxicolégica de ovos a esses produtos. No
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entanto, mais estudos devem ser conduzidos para compreender 0s mecanismos
envolvidos nessa resposta.

Em experimento realizado em laboratoério, a fecundidade de B. yothersi foi
reduzida apenas quando os acaros foram expostos as doses de 500,0 mg.L™?,
125,0 mg.L?, 62,5 mg.L! e 15,6 mg.L! de fosmete (Tabela 8). Nos demais
tratamentos (produtos e doses), a fecundidade e a fertilidade de ovos de B.
yothersi ndo diferiram do controle. Em casa de vegetacdo, a menor populacao
desses acaros foi encontrada em seedlings pulverizadas com fosmete (250; 125
e 31,2 mg.L?), espirodiclofeno (0,9 e 0,4 mg.L?) e imidacloprido (40,0 mg.L ™)
(Tabelas 11 e 12). No entanto, a mistura de espirodiclofeno com fosmete, na
dose de 0,2 + 31,2 mg.L?, resultou em maior populagéo dos acaros, comparado
ao controle. De forma geral, a mistura de espirodiclofeno com os inseticidas
proporcionou maior populacédo de B. yothersi do que o acaricida isolado, mas
nao diferiu do inseticida isolado. Diante disso, acredita-se que, na interacao entre
0 acaricida com os inseticidas, o inseticida tenha forte influéncia no efeito da
mistura, exceto na mistura de espirodiclofeno com fosmete, na qual o acaricida
exerceu maior influéncia.

O efeito da exposicao de acaros as doses subletais de inseticidas vem
sendo mais bem estudada, pois esses produtos podem contribuir para a
alteracdo do comportamento reprodutivo de acaros, levando a reducdo da
geracdo de novos individuos ou, por outro lado, aumentando o namero de
descendentes (Guedes e Cutler, 2013). No entanto, esse efeito é mais relatado
para acaros da familia Tetranychidae, como P. citri, T. urticae e O. ilicis (Saini e
Cutkomp, 1966; Dittrich et al., 1974; Cohen, 2006; Cordeiro et al., 2013; Alves et
al., 2018; Zanardi et al., 2018).

Diferentemente do efeito observado para B. yothersi na maioria das doses
testadas de cipermetrina, fosmete e imidacloprido, varios trabalhos relataram
efeito desses inseticidas na fecundidade e na fertiidade de &caros
tetraniquideos. Por exemplo, James e Price (2002) e Castagnoli et al. (2005)
observaram aumento significativo na fecundidade de T. urticae exposto ao
imidacloprido. Liu et al. (1998) verificaram aumento da populacdo de T.
cinnabarinus quando eles foram expostos a cipermetrina. Dimetoato, um

organofosforado inibidor da acetilcolinesterase, assim como fosmete, foi capaz
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de induzir o aumento populacional de P. citri e de T. urticae (Phillips et al., 1987;
Leigh e Wynholds, 1980). No entanto, um fator importante é que o efeito de
concentracfes subletais de inseticidas sobre artrépodes-praga depende do
produto, da sua concentracdo e da espécie da praga (Holland et al., 1993).
Embora existam relatos de inseticidas interferindo na reproducdo de &caros,
esse efeito estd mais associado a acaros tetraniquideos, os quais tém alto
potencial reprodutivo e maior capacidade de dispersdo do que tenuipalpideos,
refletindo em comportamentos diferentes quando expostos a inseticidas.

Com relacéo ao efeito desses produtos no ciclo de desenvolvimento de B.
yothersi, a exposicdo dos acaros a dose subletal de espirodiclofeno (6,78 mg.L"
1), isolado ou combinado aos inseticidas, resultou em reducdo na duracdo de
cada estagio (Tabela 13). Inseticidas pulverizados isoladamente também
apresentaram efeito semelhante. Embora tenham apresentado menor periodo
do que o controle, acaros expostos ao espirodiclofeno misturado aos inseticidas
apresentaram maior periodo do estagio de ovo e protoninfa do que o acaricida
isolado, indicando que a adicdo de inseticida a calda acaricida tendeu a reduzir
o efeito provocado pelo acaricida. Diferentemente dos resultados encontrados
neste estudo, Amaral et al. (2019) verificaram que ndo houve diferenca na
duracdo dos estagios de desenvolvimento de B. yothersi expostos a 0,48 mg.L™*
de espirodiclofeno; no entanto, os autores verificaram aumento na fecundidade
dos acaros expostos a essa concentracao.

Os parametros de tabela de vida também foram afetados quando os
acaros foram expostos aos produtos isolados e combinados (Tabela 14). A pré-
oviposicao (APOP) é o periodo entre a emergéncia da fémea adulta até ela iniciar
a oviposicao, enquanto o periodo total de pré-oviposicdo (TPOP) ocorre entre a
eclosédo das larvas e a primeira reproducdo das fémeas (Gabre et al., 2005).
TPOP é uma estatistica mais apropriada do que APOP, porque TPOP reflete o
efeito da primeira reproducédo nos parametros da populacédo, ou seja, a primeira
idade reprodutiva desempenha importante funcdo nos parametros populacionais
(Chi et al., 2020). Embora néo tenha havido diferenca significativa no APOP de
B. yothersi entre os tratamentos, os valores de TPOP foram significativamente
menores em acaros expostos ao espirodiclofeno isolado ou em mistura com o0s

inseticidas.
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A longevidade de adultos foi reduzida quase a metade quando os acaros
foram expostos ao espirodiclofeno misturado ao fosmete ou ao imidacloprido, no
qual influenciou também nos dias de oviposicao e de fecundidade total. Ako et
al. (2004) também verificaram que a fecundidade de T. urticae expostos a dose
recomendada pelo fabricante de imidacloprido foi menor do que quando
expostos a agua.

Além da reducdo do periodo de desenvolvimento de cada estagio,
consequentemente menor TPOP, as curvas de fecundidade dos acaros que
foram expostos a qualquer tratamento, comparado ao controle, apresentaram
picos menores e menos frequentes de oviposicdo. A adicdo de inseticidas a
calda acaricida proporcionou mais picos do que espirodiclofeno isolado, sendo
espirodiclofeno misturado a fosmete o que apresentou maior frequéncia, seguido
de imidacloprido e cipermetrina. Uma possivel razdo para a reducgéo foi que a
inibicdo da acetil-CoA carboxilase pelo espirodiclofeno pode contribuir para a
interferéncia nas vias lipogénicas, e os lipidios sdo considerados nutrientes
essenciais para o desenvolvimento e reproducdo de artropodes (Arrese e
Soulages, 2010).

A longevidade de adultos ndo foi influenciada pela exposicdo ao
espirodiclofeno isolado ou ao espirodiclofeno misturado a cipermetrina (Tabela
14). O periodo de oviposicdo foi reduzido apenas nos tratamentos com
espirodiclofeno misturado a fosmete, imidacloprido isolado e espirodiclofeno
misturado a imidacloprido; consequentemente, a fecundidade total também foi
menor nesses tratamentos (Tabela 14). Amaral et al. (2019) verificaram que a
exposicdo de B. yothersi a 0,48 mg.L* de espirodiclofeno ndo causou efeito
sobre a longevidade e a duracdo do periodo de oviposi¢cdo. No entanto, Saber et
al. (2018) verificaram que a exposi¢cao de fémeas de acaro-rajado, T. urticae, a
CL2s de espirodiclofeno (3,84 mg.L?) reduziu os parametros de tabela de vida,
devido aos menores periodos de longevidade e de reproducdo, bem como em
razdo da menor fecundidade em relacdo ao controle. Rocha et al. (2021)
verificaram que uma populacdo resistente de B. yothersi ao espirodiclofeno
apresentou reducdo na taxa de crescimento populacional comparado a
populagdo suscetivel. Os autores atribuiram essa reducdo ao declinio na

fecundidade e na viabilidade dos ovos na populagao resistente.
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A expectativa de vida também foi menor nos acaros expostos a qualquer
um dos tratamentos, e 4caros expostos as misturas apresentaram expectativa
de vida ainda menor do que espirodiclofeno isolado (Figura 11). O valor
reprodutivo especifico por idade-estagio, o qual corresponde a contribuicao de
individuos com idade x e estagio y para a populacédo futura, também apresentou
resultado semelhante a expectativa de vida (Figura 12). Saber et al. (2018)
observaram efeito semelhante em T. urticae exposto a CL2s de espirodiclofeno
(3,84 mg.LY).

O tempo médio entre geracdes (T) também foi reduzido drasticamente,
guando comparado ao controle, com excec¢ao para cipermetrina e imidacloprido
isolados (Tabela 15). A adicdo de inseticidas a calda acaricida reduziu ainda
mais o tempo meédio entre geracdes. Isso significou que a populacdo de B.
yothersi poderia atingir uma distribuicdo estavel no estagio por idade apos
aproximadamente 32 dias, dependendo do tratamento, enquanto acaros sem
exposicao a esses produtos atingiriam esse tempo em 46 dias. Diferentemente,
o tempo médio entre geracdes de T. urticae expostas a CLos de espirodiclofeno
(3,84 mg.Lt) ndo diferiu de acaros expostos apenas a agua (Saber et al., 2018).

A taxa intrinseca de aumento populacional (rm) € o parametro mais
importante para descrever o crescimento potencial de uma populacéo de praga
(Li et al., 2017). No presente trabalho, os valores de rm da populacéo tratada
com espirodiclofeno reduziram significativamente (Tabela 15). Rocha et al.
(2021) também verificaram reducéo na taxa intrinseca de aumento populacional
de B. yothersi resistente ao espirodiclofeno. Amaral et al. (2019) observaram
efeito contrario quando os &caros foram tratados com 0,48 mg.L! de
espirodiclofeno. Essa diferenca de resultados, provavelmente, esta relacionada
a dose utilizada neste trabalho, a qual foi 14 vezes maior do que os autores
utilizaram. Semelhantemente a taxa intrinseca de aumento, a taxa finita de
aumento (A) também é um parametro demografico importante, pois reflete os
efeitos combinados de caracteristicas bioldgicas, como sobrevivéncia,
desenvolvimento e reproducdo (Li et al.,, 2017; Savi et al., 2019). Esses
parametros sdo os que melhor descrevem a adaptacéo de populacdes, podendo
ser usados para avaliar o crescimento populacional de uma determinada

populacédo (Steinbach et al., 2017). No presente estudo, a aptidao (fithess) das
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populacdes expostas aos tratamentos apresentou 0os menores valores de rm e
A, indicando que, ao longo do tempo, haveria reducdo da geracdo de novos
individuos.

Para melhor entender a relagcdo entre a toxicidade e os parametros
biolégicos e demogréaficos observados em B. yothersi exposto ao
espirodiclofeno, isolado ou combinado aos inseticidas, estudos envolvendo a
resisténcia de artropodes a agrotdxicos sdo Uteis para entender as interacdes
existentes. A teoria geral da histéria de vida (life-table) afirma que uma troca
entre determinadas caracteristicas de vida ocorre quando ambas as
caracteristicas sdo energeticamente caras (Zera e Denno, 1997; Tariq et al.,
2015; Tarig et al., 2017). Para lidar com a toxicidade de um produto, um
organismo precisa de energia e de recursos para conseguir adaptar-se e
sobreviver (Kliot e Ghanim, 2012). A diminuicédo na longevidade e na fecundidade
dos acaros expostos aos produtos estudados neste trabalho pode ser devido ao
estresse causado pela exposicdo aos produtos isolados ou combinados,
demonstrando a troca de energia entre a adaptacdo e outras caracteristicas,
como longevidade e fecundidade, conforme proposto pela teoria da histéria de
vida.

Os custos de aptidao foram amplamente estudados na ultima década, e
varios estudos relataram os casos de custos adaptativos em muitas espécies de
insetos que desenvolveram resisténcia contra diferentes inseticidas (Kliot e
Ghanim, 2012; Gul et al., 2019; Ullah et al., 2020). Fatores moleculares também
podem estar envolvidos na resposta aos produtos quimicos, como observado
por Ullah et al. (2021), que verificaram a reducdo na longevidade, periodo de
desenvolvimento e fecundidade de uma populacdo de Aphis gossypii Glover
(Hemiptera: Aphididae) resistentes a acetamiprido. Esses autores verificaram,
ainda, que o efeito sobre os parametros bioldgicos e demogréaficos estava
associado a superexpressdao de genes relacionados a reproducdo e ao
desenvolvimento desses insetos, como, por exemplo, EcR, JHBP, JHAMT e
USP.



101

5.2. Efeito toxicolégico de espirodiclofeno, cipermetrina, fosmete e
imidacloprido, isolados e combinados, sobre Brevipalpus yothersi

em condi¢cdes de campo

Em pomar comercial de lima-acida ‘Tahiti’, os resultados indicaram que a
adicdo dos inseticidas, cipermetrina, fosmete ou imidacloprido, a calda de
espirodiclofeno aumentou o tempo para reduzir a populacdo de B. yothersi a
niveis imperceptiveis, comparada a pulverizacdo de espirodiclofeno isolado
(Tabelas 17 e 18). As caracteristicas fisico-quimicas das caldas podem ser um
dos fatores relacionados a compatibilidade de mistura de produtos. No entanto,
Della Vechia et al. (2019) verificaram que as caldas de espirodiclofeno misturado
a cipermetrina, fosmete ou imidacloprido ndo apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas que caracterizassem incompatibilidade entre os produtos, sendo
esse efeito observado pela homogeneidade das caldas e pelos valores de pH e
de condutividade elétrica semelhantes a calda contendo apenas o
espirodiclofeno.

O pH é um fator importante para a eficacia de agrotoxicos, pois pode
interferir na toxicologia dos produtos, devido ao aumento nas concentracdes de
ions H* ou OH" que reagem com os componentes da formulagcédo, causando a
dissociacao dos ingredientes ativos/inertes, reducdo na estabilidade fisica das
solucdes, diminuicdo da concentracdo na calda e reducdo em sua toxicidade
(Prado et al., 2011). Entretanto, diante dos resultados de Della Vechia et al.
(2019), sugere-se que as caracteristicas fisico-quimicas das caldas ndo tenham
sido o fator que corroborou o efeito observado na eficiéncia de espirodiclofeno
em mistura com os inseticidas a campo.

Outro fator inerente as caracteristicas fisico-quimicas da calda é o teor do
ingrediente ativo (Ebeling, 1963; Rahman et al.,, 2015). Interacfes entre os
produtos presentes em uma calda podem resultar em indisponibilizacdo do
ingrediente ativo, ou até mesmo na degradacdo das moléculas (Waterman,
2008). No entanto, a adicdo de cipermetrina, fosmete ou imidacloprido a calda
de espirodiclofeno néo reduziu significativamente o teor do acaricida nas caldas,
variando de 53,6 a 58,7 mg.L* de espirodiclofeno nas caldas contendo as

misturas, enquanto a calda do acaricida isolado foi de 59,7 mg.L .
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Além do aumento no periodo para controle de B. yothersi, a adicdo de
inseticidas a calda de espirodiclofeno reduziu o periodo de protecéo das plantas
contra reinfestacdes do acaro da leprose (Figura 15). A adicdo de cipermetrina,
fosmete e imidacloprido a calda acaricida reduziu o periodo de protecao das
plantas para, em média, 42; 43 e 52 dias, respectivamente, enquanto na
pulverizacdo de espirodiclofeno isolado, o periodo de protecdo das plantas foi de
127 dias. Vieira (2019) observou que o espirodiclofeno proporcionou periodo de
controle do &caro da leprose de, aproximadamente, 56 dias em plantas de
laranjeira-doce ‘Hamlin’. O periodo de controle proporcionado por acaricidas é
dependente de diversos fatores, entre 0s quais a ocorréncia de chuvas e a
infestacao inicial da praga (Ebeling, 1963; Andrade et al., 2010). Ainda, Vieira
(2019) verificou que a adicdo de adjuvantes (copolimero de poliéster e silicone
ou 6leo mineral) reduziu o periodo de protecdo de plantas de laranja contra o
acaro da leprose, provavelmente devido a perda por escorrimento observada na
pulverizagdo desses tratamentos.

A presenca de adjuvantes nos ingredientes inertes dos agrotoxicos pode
ser um fator que ajudaria a explicar a reducdo do periodo de controle
proporcionado por espirodiclofeno misturado aos inseticidas. No entanto,
informacdes precisas sobre os componentes presentes nas formulacdes desses
produtos ndo sao divulgadas pelas empresas fabricantes. O esclarecimento da
funcdo de ingredientes inertes na mistura de espirodiclofeno com os inseticidas
poderia ser feito com a pulverizacdo apenas dos ingredientes ativos. Para isso,
mais estudos devem ser realizados para compreender essa funcéo.

Outro fator que influencia na eficiéncia e, consequentemente, no periodo
de reinfestacdo é o comportamento dos acaros. O habito de B. yothersi em
buscar abrigos para colocar seus ovos dificulta o contato do acaricida com 0s
ovos. O acaro da leprose procura fendas e deformidades em frutos, folhas ou
ramos para ovipositar (Chiavegato e Kharfan, 1993; Albuquerque et al., 1997).
Neste estudo, a presenca de qualquer fase dos acaros nos frutos, principalmente
dos ovos, foi predominantemente sob a regido do peddnculo, seguido da
extremidade estilar (coroa) e de fissuras presentes na casca dos frutos.
Geralmente nestes locais, 0s ovos ficam menos expostos aos produtos quimicos

aplicados. Reis et al. (2005) também reportaram a dificuldade na reducdo da
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populagcdo de B. phoenicis em plantas de café devido a presenca de ovos ser
predominante em regides de dificil acesso pelo acaricida pulverizado.

Outro fator que auxilia na interpretacdo dos resultados de campo séo os
resultados obtidos em laboratério, nos quais se demonstrou que as fases de ovo
e adulto foram as menos suscetiveis ao espirodiclofeno quando os inseticidas
foram adicionados a calda. A presenca de ovos que ndo foram inviabilizados pelo
acaricida, por motivos de exposicdo ou pela interagcdo entre acaricida e
inseticida, juntamente com o longo periodo de incubacgéo (~10 dias), pode ter
proporcionado as fases moveis desses &caros 0 contato com menores
concentragcbes do acaricida que foi inicialmente pulverizado, devido a
degradacéao natural que esses produtos sofrem no ambiente (Baker et al., 1992;
Lichiheb et al., 2016). Aléem desses fatores, a indugdo de mecanismos de
detoxificacdo desses produtos pelos acaros também € um fator que determina a

sobrevivéncia dos acaros no ambiente.

5.3. Atividade de enzimas de detoxificacdo em acaros Brevipalpus yothersi

expostos aos produtos isolados e misturados

Os objetivos dessa etapa do estudo foram utilizar ensaios de toxicidade e
analises bioquimicas para investigar a interferéncia dos inseticidas cipermetrina,
fosmete e imidacloprido na toxicidade de espirodiclofeno e para determinar o
periodo dessa interferéncia. Acaros expostos ao espirodiclofeno misturado a
cipermetrina apresentaram atividade de esterases e concentracdo de mono-
oxigenases semelhante aos acaros expostos apenas a agua (controle) (Tabela
18). A gquantificacdo da atividade de mono-oxigenases do citocromo P450 foi
realizada pelo método indireto de quantificacdo de grupos heme nos acaros, que
foram convertidos em citocromo C (Brasil, 2006). As mono-oxigenases
dependentes do citocromo P450, que também sao consideradas oxidases de
funcdo mista (MFO), sdo um dos sistemas metabdlicos mais vitais (fase I) em
insetos e, supostamente, também em &caros. Como o método utilizado é de
guantificacdo de grupos heme em geral, a menor quantidade verificada pode nao
estar relacionada apenas a enzimas P450, mas também a outras

hemeproteinas, como peroxidases. Assim, comparada ao controle, a exposi¢ao



104

ao espirodiclofeno misturado a cipermetrina, espirodiclofeno misturado ao
fosmete e espirodiclofeno misturado ao imidacloprido n&o alterou a quantidade
de enzimas contendo grupo heme, entre as quais estdo as P450. Apesar de néo
permitir que se faca a distin¢gao entre os tipos de hemeproteinas, esse método é
considerado Util para a deteccdo de alteracées nos niveis de hemeproteinas,
podendo indicar, indiretamente, alteragcbes na quantidade de enzimas P450
(Brogdon et al., 1997).

Espirodiclofeno misturado ao fosmete ou ao imidacloprido proporcionou
aumento na atividade de esterases. Em todas as misturas, a atividade de GSTs
foi reduzida. Esterases gerais, GSTs e mono-oxigenases sdo enzimas de
detoxificacdo-chave na metabolizacdo de agrotéxicos em artrépodes e podem
ser induzidas apods a exposicao a esses produtos (Feyereisen et al., 2015; Van
Leeuwen e Dermauw, 2016; Pavlidi et al., 2018). Embora a toxicidade de
espirodiclofeno tenha sido reduzida devido a adicdo de inseticidas na calda, a
atividade das enzimas de detoxificacdo ndo auxiliou na compreensdo desse
resultado, visto que a atividade de GSTs e mono-oxigenases foi reduzida ou nédo
diferiu do controle.

Esterases sdo enzimas capazes de hidrolisar ou de sequestrar
xenobidticos e podem desempenhar papel significativo na detoxificacdo de
inseticidas organofosforados, piretroides e neonicotinoides (Anspaugh et al.,
1995; Argentine et al., 1995; Valles, 1998). Com relacéo a funcao de esterases
na metabolizacdo de espirodiclofeno, devido a esse acaricida ser um proé-
acaricida, ele precisa ser ativado por enzimas para atuar sobre o organismo, e
as esterases sdo as enzimas que desempenham esse papel (Rauch e Nauen,
2003). Esse acaricida, por si s, € capaz de induzir a atividade de esterases em
acaros para que possa atuar sobre o organismo, como foi observado neste
trabalho para B. yothersi. No entanto, 0 aumento da atividade de esterases em
acaros expostos ao espirodiclofeno, em mistura com fosmete ou imidacloprido,
nao correspondeu a maior toxicidade desse acaricida. Possivelmente, o grupo
de esterases que foi induzido ndo correspondeu ao grupo especifico de
esterases necessario para ativacado de espirodiclofeno. O substrato utilizado na
reacdo para quantificar esterases, o p-nitrofenil acetado, € um substrato de

esterase geral, mas ndo necessariamente especifico em termos de mimetizacéo
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da cadeia de acilacdo de espirodiclofeno (Van Leeuwen et al., 2005). Devido a
isso, acredita-se que esse substrato ndo tenha sido o mais seletivo ou
informativo para este experimento.

Os experimentos de pré-tratamento permitiram entender o perfil das
enzimas nos acaros ao longo do tempo. Esse resultado pode auxiliar na
determinacado do intervalo entre pulverizagdes de inseticidas e espirodiclofeno,
a fim de reduzir os efeitos causados pelos inseticidas no controle proporcionado
pelo acaricida. Com o0s ensaios de pré-tratamento, foi possivel verificar que a
ativacao ou a inibicdo das enzimas de detoxificagédo foi dependente do inseticida
e do tempo de exposicao (Figuras 19, 20 e 21).

A atividade de mono-oxigenases foi induzida em &caros expostos ao
imidacloprido por seis, 12 e 48 horas. Apenas a exposi¢cao a imidacloprido por
24 horas nao diferiu do controle. Fosmete induziu a atividade de mono-
oxigenases apenas quando os acaros ficaram expostos por 48 horas ao
inseticida; nos demais tempos, a atividade foi semelhante ao controle.
Cipermetrina, independentemente do tempo de exposicdo dos acaros, nao
diferiu do controle. A atividade de esterases foi induzida independente do tempo
de exposicdo a qualguer um dos inseticidas, exceto para fosmete, as 24 e 48
horas, e para imidacloprido as seis horas, os quais foram semelhantes ao
controle. A atividade de GSTs foi induzida nos acaros expostos a cipermetrina
por 12 e 48 horas, enquanto as 24 horas a atividade foi reduzida.

Acaros expostos ao fosmete por seis horas apresentaram menor atividade
de GSTs; mas, quando expostos por 48 horas, a atividade quase dobrou,
enquanto nos demais tempos nao diferiu do controle. A atividade de GSTs em
acaros expostos ao imidacloprido foi semelhante ao controle apenas as 12 horas
de exposicao; e as seis e 24 horas a atividade foi reduzida, enquanto as 48 horas
foi induzida. Acaros expostos & mistura de espirodiclofeno e cipermetrina ou
cipermetrina e, posteriormente, a espirodiclofeno apresentaram mortalidades
semelhantes, no entanto, a exposi¢ao por 12 horas a esse inseticida e posterior
ao acaricida apresentou a maior reducéo de toxicidade comparado aos acaros
expostos ao acaricida sem pré-tratamento com cipermetrina (Figura 19). Nesse
mesmo tempo de exposicao, foi observado que a atividade de GSTs foi superior

a 4caros que ndo tiveram exposicao a qualquer um dos inseticidas. Diante disso,
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acredita-se que as GSTs tenham influenciado na resposta a espirodiclofeno
devido ao pré-tratamento com cipermetrina. Van Pottelberge et al. (2009)
observaram alta atividade de GST em uma populacdo de T. urticae expostas ao
espirodiclofeno; portanto, os autores acreditam que esse grupo de enzimas
também possa estar envolvido no mecanismo de resisténcia desses acaros a
espirodiclofeno.

Glutationa-S-transferases sdo de uma familia diversa de enzimas
multifuncionais que aumentam a conjugacdo de sitios eletrofilicos de
xenobidticos com o grupo tiol de glutationa reduzida (GSH), geralmente
resultando em conjugados de GSH que sdo menos toéxicos, mais solliveis em
agua e mais excretaveis do que os substratos ndo conjugados com GSH.
Aumento na producéo de GST é associado a resisténcia a diversas classes de
inseticidas (Prapanthadara et al., 1995; Vontas et al., 2001; Nordhus, 2005;
Pavlidi et al., 2018). No entanto, poucas informacdes estdo disponiveis sobre
esse grupo de enzimas em acaros; portanto, mecanismos de resisténcia ligados
a GSTs em acaros séao dificeis de elucidar (Stumpf e Nauen, 2002; Niu et al.,
2011).

A exposicdo a fosmete por seis horas e posterior a espirodiclofeno foi o
unico intervalo entre as pulverizacbes que diferiu da mistura entre
espirodiclofeno e fosmete, apresentando maior mortalidade do que a mistura e
semelhante ao acaricida isolado. Na exposicédo por seis horas, foi observado
reducdo na atividade de GST e ndo houve diferenca na atividade de mono-
oxigenases quando comparado ao controle, o que pode ter favorecido a acéo de
espirodiclofeno comparado & mistura. As 48 horas de exposicdo, embora a
atividade de GST e mono-oxigenases tenha sido superior ao controle, a
mortalidade causada pelo acaricida acaros nao foi influenciada
significativamente. Outra observacdo importante com relacdo ao &caros
expostos aos fosmete € que a atividade de esterases foi semelhante ao controle.
Esterases sdo um grande grupo de enzimas que sao capazes de hidrolisar
ligacbes éster na presenca de agua. Muitos inseticidas amplamente utilizados
contém ligacdes de éster, incluindo organofosforados, carbamatos, a maioria dos

piretroides e outros compostos pertencentes a diferentes grupos quimicos (por



107

exemplo, acequinocil, espiromesifeno, fluacripirim e bifenazato); portanto, eles
sdo propensos a degradacao por esterase (Montella et al., 2012).

A exposicao de B. yothersi ao imidacloprido por seis e 12 horas influenciou
negativamente o controle de espirodiclofeno. Esse efeito poderia ser explicado
pelo aumento da atividade de mono-oxigenases em ambos o0s tratamentos.
Embora estes tratamentos tenham sido diferentes da exposicdo a
espirodiclofeno sem pré-tratamento com inseticidas, apenas a exposi¢ao por 12
horas a imidacloprido e posterior ao espirodiclofeno diferiu da mistura destes
produtos, apresentando menor mortalidade do que a mistura. A diferenca entre
a mistura e os acaros previamente tratados com o imidacloprido no tempo de
exposicdo de 12 horas, € que a mistura favoreceu o aumento apenas de
esterases, enquanto imidacloprido por 12 horas favoreceu o aumento de
esterases e mono-oxigenases. Ainda, com relacdo ao pré-tratamento com o
imidacloprido, embora a exposicdo por 48 horas a esse inseticida tenha resultado
em aumento na atividade dos trés grupos de enzimas, a mortalidade causada
por espirodiclofeno néao foi influenciada.

Como observado neste trabalho, a atividade das enzimas de detoxificacao
variou ao longo do tempo. Araujo (2018) verificou que a atividade de
acetilcolinesterase em abelhas Melipona scutellaris Latreille (Hymenoptera:
Apidae) expostas a fipronil e tiametoxam, isolados ou em mistura, foi
decrescente ao longo do tempo (seis; 12; 24 e 48h); entretanto, inicialmente
(uma hora) e ao final de 96 horas de exposicdo a esses produtos, houve um
aumento na atividade dessa enzima. Nesse caso, a autora atribuiu tal resultado
ao efeito toxico provocado por esses inseticidas em abelhas. Van Pottelberge et
al. (2008) também verificaram variacdo na atividade de mono-oxigenases ao
longo do tempo, em uma populacdo de T. urticae exposta a um indutor dessas
enzimas, o barbital. Esse resultado instigou uma pergunta sobre a atuacéo das
enzimas nos periodos de exposicdo aos inseticidas estudados: como a
exposicdo continua a um inseticida aumenta e diminui a atividade dessas
enzimas ao longo do tempo? A atividade de uma enzima que foi induzida por
determinado produto, por exemplo, imidacloprido, pode permanecer alta durante
um periodo e depois reduzir, mesmo quando o organismo esta em contato direto

com o indutor. Esse declinio pode ser explicado pela hipétese do retorno, no qual
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a transcricdo do gene que expressa aquela enzima é reprimida (Stevens et al.,
2000). E possivel que o indutor seja metabolizado pelas mesmas enzimas que
ele induziu, suficientemente para reduzir sua concentragao interna abaixo do
ideal para indugéo completa (Van Pottelberge et al., 2008). A inducdo constitui
uma adaptacao tempordria que permite ao organismo sobreviver a exposicéo de
curto prazo ao estresse quimico por meio da ativacdo da expressao do gene
apenas quando necessério (Berenbaum e Zangerl, 1994).

Sumarizando o0s resultados obtidos nesta etapa do trabalho, a
pulverizagdo sequencial de espirodiclofeno e dos inseticidas cipermetrina,
fosmete e imidacloprido pode favorecer o efeito toxico de espirodiclofeno sobre
B. yothersi; entretanto, o tempo de exposicao a esses inseticidas pode influenciar
positiva ou negativamente a posterior pulverizacao do acaricida. De acordo com
os resultados de atividade de enzimas de detoxificagcdo e a toxicidade de
espirodiclofeno apods diferentes tempos de exposicdo aos inseticidas, acredita-
se que a pulverizacéo isolada desses produtos seria uma forma de reduzir o
efeito dos inseticidas sobre espirodiclofeno, e o intervalo de 24 horas entre a
pulverizacdo de inseticidas e de espirodiclofeno proporcionaria melhores

resultados de controle do acaro da leprose.

5.4. Atividade de enzimas de detoxificacao e efeito de inibidores em acaros
Brevipalpus californicus expostos a espirodiclofeno, fosmete e

imidacloprido, isolados e misturados

Visto que o efeito téxico de agrotoxicos e o mecanismo fisioldgico podem
variar, dependendo das caracteristicas da populacdo de artropodes (Ahmad,
2004), os objetivos dos experimentos realizados com B. californicus foram
analisar o efeito da mistura de espirodiclofeno a fosmete ou imidacloprido sobre
0s &caros e estudar o papel das enzimas, esterases, GSTs e mono-oxigenases,
na detoxificagdo metabdlica do acaricida e de inseticidas por meio da
mensuracao da atividade de enzimas de detoxificacdo e de inibidores dessas
enzimas.

Nos ensaios toxicologicos, foi utilizada uma concentragcdo de

espirodiclofeno que causou baixa mortalidade (CLzs) de B. californicus.
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Observou-se que, para essa espécie de acaro, apenas a mistura de
espirodiclofeno com imidacloprido reduziu o controle do acaricida (Figura 18). A
toxicidade da mistura de espirodiclofeno com fosmete foi semelhante ao
acaricida isolado. Os inseticidas isolados ndo foram toxicos a B. californicus.

Nos estudos com os inibidores de enzimas de detoxificacdo, butoxido de
piperonila (PBO), S, S, S-tributil-fosforotritioato (DEF) e maleato de dietila (DEM)
foram usados para inibir as mono-oxigenases, esterases e glutationa-S-
transferases, respectivamente. Os resultados mostraram que PBO e DEF néo
sinergizaram ou antagonizaram a toxicidade do espirodiclofeno contra B.
californicus, e DEM sinergizou a toxicidade de espirodiclofeno (Figura 22). Van
Pottelberge et al. (2009) também constataram que o pré-tratamento de T. urticae
com PBO e DEF néo resultou em alteracGes na toxicidade do espirodiclofeno;
porém, o DEM causou um efeito antagbnico, sendo observado pelo aumento da
ClLso.

Os inibidores de enzima de detoxificacdo nao influenciaram a mortalidade
de B. californicus expostos ao espirodiclofeno em mistura com fosmete. Embora
essa combinac&o nao tenha apresentado efeito antagonico na mortalidade dos
acaros, observou-se que houve inducdo da atividade das mono-oxigenases e
reducédo na atividade das esterases (Tabela 20), o que ja era esperado, uma vez
gue fosmete € um inibidor da acetilcolinesterase (IRAC, 2021). Por esse motivo,
acredita-se que o uso de PBO néo foi suficiente para sinergizar espirodiclofeno
em mistura com fosmete. A exposicéo a mistura de espirodiclofeno com fosmete
nao alterou a atividade de GST. Para esta mistura, o resultado do pré-tratamento
com inibidores ndo foi complementar aos resultados obtidos nos ensaios
enzimaticos. Provavelmente, devido a mortalidade dos acaros expostos a
espirodiclofeno em mistura com fosmete sem inibidores ter sido semelhante a
mortalidade observada pelo acaricida isolado.

A toxicidade de espirodiclofeno em mistura com imidacloprido foi
sinergizada por PBO. O aumento da mortalidade de acaros, causado pela
combinacdo de espirodiclofeno em mistura com imidacloprido, quando
previamente exposto ao PBO, confirmou os resultados obtidos no ensaio
enzimatico, no qual um aumento na atividade da mono-oxigenase foi observado

guando os acaros foram expostos a esta combinacdo. Badieinia et al. (2020)
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também observaram aumento na toxicidade de espirodiclofeno em uma
populacéo resistente de Panonychus ulmi (Koch) (Acari: Tetranychidae), quando
os &caros foram previamente expostos a PBO. Em relacdo a DEF, esperava-se
gue a mortalidade dos &caros expostos a esse sinergista fosse reduzida em
posterior contato com espirodiclofeno em mistura com imidacloprido, uma vez
qgue DEF inibe a atividade das esterases, e esse grupo de enzimas € importante
na ativagdo do espirodiclofeno. Semelhantemente ao ocorrido para B. yothersi,
acredita-se que o substrato p-nitrofenil acetato néo tenha sido o substrato mais
seletivo ou informativo para este ensaio, uma vez que o DEF nao foi capaz de
sinergizar espirodiclofeno em mistura com imidacloprido. Diferengas na
sensibilidade das carboxilesterases (classe das esterases) ja foram relatadas e
provavelmente refletem a acessibilidade do inibidor ao centro ativo (Healy et al.,
1991). Outra possivel razdo € que os bioensaios com inibidores da enzima de
detoxificacdo nem sempre corroboram o mecanismo de metabolizagcdo dos
agrotoxicos (Sanchez-Arroyo et al., 2001).

Glutationa-S-transferase também foi uma enzima importante na resposta
da mortalidade dos acaros expostos ao espirodiclofeno em mistura com
imidacloprido, uma vez que o pré-tratamento com DEM e posterior contato com
essa mistura apresentaram mortalidade maior do que a mistura sem o inibidor.
Entretanto, a mistura de espirodiclofeno com imidacloprido continuou
apresentando efeito antagbnico em comparacdo com o0 acaricida isolado. A
detoxificacéo de inseticidas neonicotinoides tem uma correlagéo positiva com um
aumento na atividade de GST e mono-oxigenases (Zhao et al., 2000; Tiwari et
al., 2011; Yang et al., 2016; Badieinia et al., 2020), o que é congruente com
resultados obtidos para B. californicus. Em &caros tetraniquideos, foi
demonstrado que as enzimas de detoxificacdo, como as mono-oxigenases,
estdo envolvidas na resisténcia ao espirodiclofeno, enquanto as esterases estéo,
provavelmente, envolvidas no sequestro de espirodiclofeno (Kramer e Nauen,
2011; Demaeght et al., 2013; Bajda et al., 2015; Wei et al., 2019).

Os resultados observados neste trabalho indicaram que a exposi¢ao de
B. californicus a fosmete e imidacloprido, isolado ou em mistura com
espirodiclofeno, altera a atividade das enzimas de detoxifica¢do. Os trés grupos

de enzimas, mono-oxigenases, esterases e GSTs demonstraram forte influéncia
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na resposta de mortalidade dos acaros quando expostos a combinacéo
espirodiclofeno em mistura com imidacloprido, corroborando estudos anteriores
que verificaram a influéncia desses grupos de enzimas na eficacia de controle
do espirodiclofeno contra acaros (Rauch e Nauen, 2003; Van Pottelberge et al.,
2009; Badieinia et al., 2020). A adicdo de fosmete a calda de espirodiclofeno ndo
interferiu no controle proporcionado pelo acaricida no controle de B. californicus.
A estimativa da atividade de enzimas detoxificadoras, relacionadas a defesa,
fornece informacdes sobre o grau de tolerancia que as populacfes de acaros-
praga podem exibir aos agrotoxicos e podem ser ferramentas Uteis para
monitorar a suscetibilidade das pragas a esses produtos e, assim, melhorar o
manejo desses acaros-praga.

Os meétodos utilizados neste trabalho, bem como a caracterizacdo de
enzimas de detoxificacdo em acaros Brevipalpus sao inéditos. Esses resultados
auxiliardo em trabalhos futuros para estudo do efeito de agrotdxicos sobre esses
acaros e auxiliardo no entendimento de como esse efeito pode influenciar no
manejo do acaro da leprose. Além disso, as informacdes fornecidas neste
trabalho, sobre 0 mecanismo fisioldégico de acaros Brevipalpus, podem ajudar a

avaliar o risco de selecdo de populacdes resistentes a acaricidas.
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6. CONCLUSOES

e Os inseticidas cipermetrina, fosmete e imidacloprido antagonizam
espirodiclofeno sobre ovos e adultos de B. yothersi.

e A fertilidade de ovos de B. yothersi € reduzida apenas quando os acaros
sdo expostos a 3,5 mg.L* de espirodiclofeno.

e Em laborat6rio, cipermetrina e imidacloprido isolado ou em mistura com
espirodiclofeno néo interferem na fecundidade e na fertilidade de B.
yothersi.

e Algumas concentragbes de fosmete reduzem a fecundidade de B.
yothersi; porém, a mistura desse inseticida com espirodiclofeno néo altera
a fecundidade.

e Em casa de vegetacdo, determinadas concentracdes de fosmete (250;
125 e 31,2 mg.L?), espirodiclofeno (0,9 e 0,4 mg.L ) e de imidacloprido
(40,0 mg.L?) reduzem a populacéo de B. yothersi. No entanto, a mistura
de espirodiclofeno com fosmete, na dose de 0,2 + 31,2 mg.L™, favorece o
aumento da populacao.

e A exposicao de B. yothersi a qualquer um dos produtos, isolados ou em
mistura, reduz a duracdo de cada estagio de desenvolvimento dos acaros.

e Os parametros de tabela de vida, TPOP, longevidade total, dias de
oviposicao e fecundidade, também foram afetados quando os acaros
foram expostos aos produtos isolados e em mistura.

e A alteracao nos parametros demograficos é dependente do produto a que
0S acaros sao expostos.

e Em campo, a adicao dos inseticidas a calda de espirodiclofeno aumenta
0 tempo para reduzir a populacdo de B. yothersi e reduz o periodo de
reinfestacdo do acaro.

e Nao ha reducdo no teor de espirodiclofeno quando inseticidas séo
adicionados a calda do acaricida.

e A atividade de enzimas de detoxificacdo foi dependente do inseticida ou
de mistura e do tempo de exposicao.

e A pulverizacao isolada desses produtos é uma forma de reduzir o efeito

dos inseticidas sobre espirodiclofeno, e o intervalo de 24 horas entre a
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pulverizacdo de inseticidas e de espirodiclofeno proporciona melhores
resultados de controle do &caro da leprose.

Imidacloprido antagoniza espirodiclofeno e promove redug&o no controle
de B. californicus, enquanto fosmete néo altera a toxicidade.

A exposicéo de B. californicus a fosmete e imidacloprido, isolado ou em
mistura com espirodiclofeno, altera a atividade das enzimas de
detoxificacao.

O uso de inibidores de enzima de detoxificacdo auxilia no entendimento
da funcdo das enzimas na resposta toxicolégica de B. californicus a

espirodiclofeno, em mistura com fosmete e imidacloprido.
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