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RESUMO

Euschistus heros é uma das principais pragas da soja no Brasil, e apresenta sérias dificuldades
para seu controle. Em campo, estes insetos possuem baixa susceptibilidade a fungos
entomopatogénicos, ndo sendo registrada a ocorréncia de epizootias naturais. Assim, avaliou-
se o efeito da alimentacdo em diferentes combinagdes de dietas naturais sobre 0s parametros
bioldgicos destes insetos e o papel da cuticula, e suas caracteristicas fisico-quimicas, nos
estagios iniciais do processo de infeccdo pelos fungos Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium
anisopliae (Ma). As combinacdes de dietas testadas foram: Padréo (vagens de feijdo+graos de
soja, amendoim, girassol), e nas demais foram oferecidas vagens de feijdo mais o respectivo
grdo exclusivamente (Soja, Amendoim, Girassol, Ervilha ou Gergelim). Nas avaliacGes dos
parametros bioldgicos, verificou-se que os insetos alimentados na dieta Padrdo apresentaram
0 menor tempo de desenvolvimento e a maior viabilidade no ciclo, de 49,5%. A menor
viabilidade foi obtida na dieta Ervilha, com valores inferiores a 30%, e 11% dos adultos desta
dieta continham deformacdes. Na tabela de vida, o melhor desempenho em todos os indices
também foi na dieta Padrdo, e o pior foi observado nos insetos alimentados com Ervilha. Os
valores da razdo finita de aumento foram: Padrdo=1,091, Soja=1,077, Amendoim=1,071,
Girassol=1,076, Ervilha=1,058 e Gergelim=1,065. Quanto ao efeito na susceptibilidade,
apenas em Gergelim a mortalidade ocasionada por Ma (55%) superou Bb (40%).
Comparando-se entre as dietas, para ambos os fungos, os percevejos criados em Girassol e
Gergelim sempre estiveram dentre 0s mais susceptiveis, em relacdo a Padrdo. Avaliando o
crescimento dos tubos germinativos sobre as asas, observou-se muita variagdo entre
tratamentos, porém as asas dos percevejos criados em Amendoim figuraram dentre as que
apresentaram o maior crescimento, para Bb e Ma. Para os ensaios de avaliacdo dos efeitos da
cuticula sobre os fungos, os extratos cuticulares avaliados foram obtidos em adultos (brutos) e
extvias (brutos e fragbes hexanicas, cloroférmicas e metandélicas) dos percevejos alimentados
nas dietas ja descritas. Verificou-se aumento na adesdo de conidios nos extratos brutos de
adultos, com destaque para os insetos criados em Ervilha que apresentaram até quatro vezes
mais conidios aderidos que o Controle, para Bb e Ma. Contrariamente, a adesdo foi
prejudicada em todos os tratamentos da fracdo metandlica, na qual os compostos polares
presentes, além de ndo servirem como substrato de adesdo, repeliram os conidios. A
germinacdo e o tamanho do tubo germinativo dos fungos também foram influenciados pelos
tratamentos, que apresentaram efeito suprimindo ou estimulando estes processos. As fragoes
hexanicas e quase todos o0s tratamentos com extratos brutos estimularam a
germinacao/tamanho do tubo. Ja os efeitos inibitérios foram observados nos extratos brutos de
exUvias na maior concentracdo (50g), para todos os tratamentos. As fracdes cloroférmicas e
metanolicas dos extratos de exuvias tiveram efeito inibitério de germinacdo na maioria dos
tratamentos, principalmente para Ma. N&o ocorreu a formacdo de apressorios de Bb nas
condicgdes avaliadas. Entretanto, todos os tratamentos permitiram a formacdo de apressorios
de Ma, sendo constatado com maior frequéncia, em 7,5%, no tratamento Soja. Concluiu-se
que a dieta influencia os parametros biolégicos de E. heros e proveem susceptibilidade
diferencial aos fungos Bb e Ma. Também € possivel ressaltar que ocorreu relacdo entre a dieta
utilizada pelos insetos e as caracteristicas fisico-quimicas da cuticula, ocasionando efeitos
sobre os estagios iniciais da infeccao pelos fungos.

Palavras-chave: Beauveria bassiana; Interacdes tritroficas; Lipidios cuticulares; Metarhizium

anisopliae.



ABSTRACT

Euschistus heros is a major pest of soybean in Brazil, and its control is very difficult. In field
condition, the stink bug have low susceptibility to entomopathogenic fungi, not being
registered the epizootic occurrence. Thus, we assessed the effect of feeding on natural diets on
biological parameters of these insects and the role of the cuticle, and their physical and
chemical characteristics in the early stages of the infection process by the fungi Beauveria
bassiana (Bb) and Metarhizium anisopliae (Ma). The evaluated diets included a standard diet
(beans pods + soybeans, peanuts and sunflower) and diets in which the bean pods were
combined with only one type of grain, either soybeans, peanuts, sunflower, peas or sesame
seeds. In evaluation of the biological parameters, it was found that the insects fed on standard
diet had the shortest development period and the higher viability in the cycle, with 49.5%.
The insects fed the pea diet exhibited less than 30% viability and 11% of adults had wing/legs
deformations. The life table results demonstrated that the best indices was also in insects fed
on standard diet, and the worst was observed when fed on pea. The finite rate of increase
values for the treatment groups were: standard: 1.091; soybean: 1.077; peanut: 1.071;
sunflower: 1.076; pea: 1.058; and sesame: 1.065. Regarding the susceptibility, the mortality to
Ma (55%) was greater than that for Bb (40%) only in insects fed the sesame diet. Considering
the effects of diet on their susceptibility, the stink bugs fed the sunflower or sesame diet were
always among the most susceptible to both fungal species compared with those fed the
standard diet. The growth of the germ tubes varied, but the wings of insects fed the peanut
diet supported the largest Bb and Ma tubes. For assess the effects of the cuticle on fungi, the
cuticular extracts evaluated were obtained in adults (crude) and in fifth instar exuviae (crude
and hexanic, chloroformic and methanolic fractions) of insects fed on diets already described.
Was verified an increase in the adhesion of conidia on crude extracts of adults, highlighting
the extract of insects reared on peas, presenting up to four times more conidia adhered to the
control treatment, for Bb and Ma. In contrast, the adhesion was affected in all treatments of
the methanol fraction, in which the polar compounds does not served as a substrate to conidia
adhesion, and causing repellency. Percentage of germination and germ tube size of the fungi
were also influenced by treatments that show effects suppressing or stimulating these
processes. The hexanic fractions and almost all treatments with crude extracts stimulated
germination/tube size. The inhibitory effects were observed in crude extracts of exuviae at the
highest concentration (50 ug) for all treatments. Also, the chloroform and methanolic
fractions had inhibitory effects on the germination of most treatments, mainly for Ma. No
appressoria formation was observed in the evaluated conditions to Bb. However, all
treatments of Ma led to appressoria formation, being found more frequently (7,5%) in the
soybean treatment. Based on these results, we concluded that the diet affects the biological
parameters of E. heros and differentially affects their susceptibility to Bb and Ma fungi. We
also emphasize that occurred relationship between diet used by E. heros and the physical and
chemical characteristics of the cuticle, causing effects on the early stages of infection by
fungi.

Key words: Beauveria bassiana; Tri-trophic interactions; Cuticular lipids; Metarhizium

anisopliae.
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1 INTRODUCAO GERAL

A area cultivada com soja (Glycine max (L.), Merrill) no Brasil tem crescido sem
interrupcao desde a década de 80, e na safra 2012/13 apresentou um acréscimo de 9,2% na
area de plantio, e producdo 24,5% superior ao volume colhido na safra anterior (CONAB,
2013).

A cultura esta sujeita ao ataque de pragas desde a germinacdo até a colheita. Na fase
vegetativa da planta, as principais pragas sdo as lagartas desfolhadoras, jA& no periodo
reprodutivo os percevejos sdo responsaveis pelos principais prejuizos, ocasionando severos
danos diretos e indiretos (CIVIDANES; PARRA, 1994; GALLO et al., 2002). Os percevejos
mais abundantes na soja sdo Euschistus heros (F.), Piezodorus guildinii (West.) e Nezara
viridula (L.),(Heteroptera: Pentatomidae) (PANIZZI, 1997), sendo que o percevejo-marrom ja
foi considerado a praga de maior importancia para cultura no Brasil (PANIZZI; VIVAN 1997;
SOSA-GOMEZ et al., 2009).

A ocorréncia de elevadas populacdes destes insetos frequentemente levam ao uso
indiscriminado de produtos quimicos para seu controle (CORREA-FERREIRA, 2005), o qual
é realizado muitas vezes de maneira profilatica (BUENO et al., 2013). Este controle é feito
prinipalmente com o uso de inseticidas quimicos de amplo espectro, existindo atualmente 31
produtos registrados para o controle de E. heros, sendo a maior parte deles piretroides,
organofosforados e neonicotindides (AGROFIT, 2013). Aponta-se, inclusive, que 0 uso em
quantidades crescentes ano apds ano, vem causando uma reducdo da susceptibilidade aos
organofosforados, que provavelmente é resultado do emprego abusivo desses produtos ha

mais de 30 anos (SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010).
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Devido aos problemas que esta forma de controle pode ocasionar, deve-se optar pela
utilizacdo de estratégias menos prejudiciais ao homem e ao ambiente, agregadas dentro da
filosofia do manejo integrado de pragas (MIP), o qual tem sido desenvolvido na cultura da
soja desde a década de 70 (BUENO et al.,, 2012). Assim, a utilizacdo de fungos
entomopatogénicos como agentes microbianos de controle pode ser uma alternativa viavel a
ser estudada para 0 manejo de populacdes destes insetos (SOSA-GOMEZ; MOSCARDI,
1998).

As infecgdes por fungos entomopatogénicos ocorrem naturalmente nos percevejos em
campo, principalmente por Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Ascomycota: Cordycipitaceae)
e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Ascomycota: Clavicipitaceae), porém,
geralmente a incidéncia destas doencas é muito baixa (MOSCARDI et al., 1988) ndo sendo
constatada a ocorréncia de epizootias (SOSA-GOMEZ et al., 1997). Mesmo assim, a
possibilidade de uma aplicacdo préatica destes fungos no controle dos percevejos na soja deve
ser avaliada, visto que pelo habito alimentar sugador destes insetos 0 uso de outros agentes
microbianos como bactérias, virus e protozoarios se torna mais dificil (SOSA-GOMEZ;
MOSCARDI, 1998; IHARA et al., 2008).

Trabalhos realizados com o objetivo de estudar a infeccdo por fungos sobre percevejos
em condicGes de laboratdrio e campo indicam que as espécies de percevejos da soja E. heros,
N. viridula e P. guildinii apresentam susceptibilidade distinta aos fungos entomopatogénicos
(MOSCARDI et al., 1985; SOSA-GOMEZ et al., 1997; SOSA-GOMEZ; MOSCARDI,
1998). Estudos tém demonstrado que existem percevejos tolerantes a infeccdo por estes
fungos (SOSA-GOMEZ et al., 1993), como é o caso do Percevejo-marrom E. heros.

Esta menor susceptibilidade pode ser resultante das barreiras estruturais do tegumento,
assim como da composicdo quimica da cuticula do inseto, devido a presenca de compostos

antifingicos nesta cuticula (JAMES et al., 2003). E também, da eficiéncia das reacdes de
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defesa celulares e humorais do inseto (VILCINSKAS; GOTZ, 1999). Porém, como nio se
conhece exatamente o processo pelo qual a tolerancia ocorre, novas pesquisas sdo necessarias
nesta area.

O notavel sucesso evolutivo dos insetos € parcialmente devido a seu efetivo e altamente
adaptado sistema de defesa contra microrganismos (BOGUS et al., 2007). O tegumento é
considerado uma barreira fisica e quimica contra a acdo dos fungos entomopatogénicos, visto
que o modo de entrada destes patdgenos no corpo do hospedeiro envolve a penetracdo ativa
através da cuticula, usando a pressdo mecanica das hifas em crescimento e a degradacédo
enzimatica de seus principais componentes, as proteinas, quitina e lipideos (GILLESPIE et al.,
2000; ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013). E no tegumento que ocorrem as trés fases
iniciais do processo de infeccdo, sendo a adesdo, a germinacdo e formacdo de estruturas
invasivas, e o inicio da fase de penetracdo, e as condi¢cdes encontradas pelos fungos na cuticula
podem influenciar os demais estagios de desenvolvimento da doenca (ST LEGER, 1993).

Estudos prévios demonstraram que a composicao da cuticula influencia na germinacgao
dos conidios, ocasionando as diferencas de suscetibilidade de varias outras espécies de
artrépodes aos fungos (BOUCIAS; LATGE, 1988; EL SAYED et al., 1991; KIRKLAND et al.,
2004; WANG; ST. LEGER, 2005). Especificamente para o percevejo-verde-da-soja N.
viridula, foi comprovado que a germinacdo de M. anisopliae neste inseto é afetada por
hidrocarbonetos existentes na cuticula (SOSA-GOMEZ et al., 1997), dando indicios que o0s
mecanismos que tornam 0s insetos mais ou menos suscetivel a agdo dos fungos, entre outros,
podem estar ligados a estrutura e a composicdo das camadas da cuticula. Porém, para E. heros
esta relacdo ainda nao foi estudada.

A susceptibilidade aos entomopatdgenos também pode sofrer efeitos de fatores
associados a planta hospedeira que os insetos utilizam como alimento (SOSA-GOMEZ, 2012),

e ja foi demonstrado inclusive, que a dieta pode afetar os lipidios quantitativamente em
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percevejos alimentados com diferentes genotipos de soja (PIUBELLI et al., 2003).

Assim, considerando a influéncia que a dieta pode exercer sobre toda a biologia e
fisiologia dos percevejos, e a relacdo existente entre componentes cuticulares e a infeccao por
fungos entomopatogénicos, prople-se esta pesquisa, com o objetivo de avaliar o efeito da
alimentacdo de E. heros em diferentes combinacGes de dietas naturais sobre os parametros
bioldgicos destes insetos e o papel da cuticula, e suas caracteristicas fisico-quimicas, nos
estagios iniciais do processo de infeccdo pelos fungos B. bassiana e M. anisopliae. Espera-se
compreender melhor os mecanismos que evolvem a tolerancia destes percevejos a infeccao
pelos fungos, contribuindo para o conhecimento sobre as interacdes entre dieta, inseto-praga e

seus entomopatdgenos.
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2 CAPITULO | - Parametros bioldgicos de Euschistus heros (F.) (Heteroptera:
Pentatomidae) e suscetibilidade a fungos entomopatogénicos em insetos alimentados com

diferentes combinacgdes de dietas naturais

As normas do trabalho encontram-se de acordo com a Revista Brasileira de

Entomologia, para qual o artigo foi submetido.
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Pardmetros bioldgicos de Euschistus heros (F.) (Heteroptera: Pentatomidae) e suscetibilidade
a fungos entomopatogénicos em insetos alimentados com diferentes combinagdes de dietas

naturais

RESUMO. A influéncia de diferentes combinagdes de dietas naturais em parametros
bioldgicos de Euschistus heros e na susceptibilidade a Beauveria bassiana (Bb) e
Metarhizium anisopliae (Ma) foi avaliada. Testaram-se as dietas: Padrdo (Vagens de
feijdo+gréos de soja, amendoim, girassol), e nas demais foram oferecidas vagens de feijéo
mais o respectivo grao exclusivamente (Soja, Amendoim, Girassol, Ervilha ou Gergelim).
Avaliaram-se a susceptibilidade em ensaios com microaplicacdo sobre adultos (48h de
emergéncia), e também o tamanho do tubo germinativo dos conidios fungicos em asas dos
percevejos. Verificaram-se indices mais adequados com os insetos alimentados na dieta
Padrdo, com menor tempo para o desenvolvimento e viabilidade do periodo ovo-adulto de
49,5%. A pior viabilidade foi obtida na dieta Ervilha, com valores inferiores a 30%, além de
11% dos adultos apresentando deformacfes. Na tabela de vida, o melhor desempenho em
todos os indices também foi na dieta Padrdo, e o pior foi observado nos insetos alimentados
com Ervilha. Os valores da razdo finita de aumento foram: Padrdo|1,091, Sojall,077,
Amendoim|1,071, Girassol|1,076, Ervilha|1,058 e Gergelim|1,065. Avaliando-se a
susceptibilidade, apenas em Gergelim a mortalidade confirmada ocasionada por Ma (55%)
superou Bb (40%). Entre as dietas, para ambos os fungos, 0s percevejos criados em Padrdo e
Ervilha sempre estiveram dentre os menos susceptiveis. Quanto aos tubos germinativos, as
asas dos percevejos criados em Padrdo e Amendoim figuraram sempre dentre as que
promoveram maior crescimento, para Bb e Ma. Desta forma, infere-se que a dieta pode
influenciar os parametros bioldgicos de E. heros e proveem susceptibilidade diferencial aos

fungos Bb e Ma.

PALAVRAS-CHAVE. Beauveria bassiana; InteracGes tritroficas; Metarhizium anisopliae;

Percevejo-marrom-da-soja.
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INTRODUCAO

A cultura da soja Glycine max (L.) Merrill esta sujeita ao ataque de insetos pragas
desde a germinacédo até a colheita. Na fase reprodutiva o0s percevejos sdo responsaveis pelos
principais prejuizos, ocasionando severos danos diretos e indiretos a cultura (Panizzi 2013).
Dentre as espécies mais abundantes na soja, 0 percevejo-marrom Euschistus heros (F.)
(Heteroptera: Pentatomidae) € considerado a praga de maior importancia nas principais
regibes produtoras do Brasil (Panizzi & Vivan 1997; Sosa-Gomez et al. 2009).

A ocorréncia de elevadas populacdes destes insetos e a ndo utilizacdo dos niveis de
acao levam frequentemente ao uso indiscriminado de produtos quimicos para seu controle
(Corréa-Ferreira 2005), o qual vem sendo realizado nas ultimas trés décadas com inseticidas
quimicos de amplo espectro de acdo (Sosa-Gomez et al. 2009; Panizzi 2013).

Devido aos problemas que esta tatica de controle pode ocasionar, devem-se buscar
estratégias menos prejudiciais ao homem e ao ambiente, as quais devem se complementar
dentro do manejo integrado de pragas (MIP).

Considerando-se para isso 0s entomopatdgenos, o habito alimentar sugador dos
percevejos faz com que o uso de agentes microbianos como bactérias, virus e protozoarios
seja pouco aplicavel (Sosa-Gomez & Moscardi 1998; lhara et al. 2008). Assim, a utilizacdo
de fungos entomopatogénicos para o controle dos percevejos poderia ser uma alternativa
viavel para o manejo de populacdes destes insetos-pragas (Sosa-Gomez & Moscardi 1998).

No entanto, apesar das infeccOes por estes fungos ocorrerem naturalmente em
percevejos no campo, principalmente por Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Ascomycota:
Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Ascomycota: Clavicipitaceae),
geralmente a incidéncia destas doencas é muito baixa (Moscardi et al. 1988) ndo sendo

constatada a ocorréncia de epizootias (Sosa-Gomez et al. 1997).
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Neste sentido, trabalhos foram realizados com o objetivo de estudar a infeccdo por
fungos sobre os percevejos em condicBGes de laboratdrio, e os resultados indicam que séo
necessarias altas concentracfes de conidios para se atingir indices de mortalidade satisfatorios
(Moscardi et al. 1985; Sosa-Gomez et al. 1997; Sosa-Gomez & Moscardi 1998).

Sabe-se que algumas espécies do complexo de percevejos da soja apresentam
suscetibilidade distinta aos fungos entomopatogénicos, e que certas espécies possuem uma
inerente tolerancia a infeccdo por estes fungos (Sosa-Gomez et al. 1993; Sosa-Gémez et al.
1997). Contudo, sdo poucos 0s conhecimentos sobre 0s mecanismos que conferem esta maior
tolerancia aos percevejos, e quais as possiveis vias que poderiam influenciar na
susceptibilidade aos fungos.

A tolerancia a infeccdo pode acontecer por diferentes formas, tendo em vista a ampla
gama de estratégias de defesa as infecgdes microbianas. Seja pela estrutura do integumento,
ou a composicdo quimica da cuticula do inseto, que pode apresentar compostos antifungicos
nesta camada superficial do exoesqueleto (Ortiz-Urquiza & Keyhani 2013), ou ainda a
eficiéncia das reacOes de defesa celulares e humorais (Vilcinskas & Go6tz 1999).

Além disso, a susceptibilidade de insetos fitofagos pode sofrer efeitos de uma série de
fatores associados a planta hospedeira que estes individuos utilizam como alimento e os
impactos do estado nutricional dos insetos sobre as doengas envolvem mecanismos
complexos e interagcBes multitroficas (Sosa-Goémez 2012). O aporte nutricional pode inclusive
afetar a producéo de indculo em cadaveres de insetos mortos por patdégenos (Cory & Myers
2004).

Assim, neste trabalho avaliaram-se os efeitos que diferentes combinacdes de dietas
naturais causam em parametros biologicos em todas as fases do desenvolvimentos de E.
heros, e também na susceptibilidade destes percevejos aos fungos entomopatogénicos B.

bassiana e M. anisopliae. Por meio de bioensaios de mortalidade pelos fungos, contagem de
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hemacitos e efeito no tamanho do tubo germinativo dos conidios sobre a superficie cuticular
dos insetos, buscou-se contribuir para melhor elucidar a interacdo patdgeno/inseto-

praga/dieta.

MATERIAL E METODOS

Criacdo estoque de E. heros e combinacOes de dietas avaliadas. A criacdo estoque
foi iniciada com ovos obtidos junto ao Laboratério de Entomologia da Embrapa Soja
(Londrina/PR), fazendo-se anualmente a inclusdo de novas posturas de percevejos trazidos do
campo. Os insetos foram mantidos em salas climatizadas (26+2°C, UR de 60£10% e fotofase
de 14 horas), segundo metodologia de criacdo modificada de Silva et al. (2008). Logo apds a
eclosdo, as ninfas foram mantidas em caixa de poliestireno cristal de 11cmx11lcm e 3 cm de
altura (Gerbox), com tampa, até o 4° instar, recebendo como alimento vagens frescas de feijao
(Phaseolus vulgaris) e grdos ndo umedecidos de soja, amendoim-cavalo (Arachis hypogaea
L.) e girassol (Helianthus annus L.). Apos as ninfas atingirem o 5° instar foram transferidas
para potes plasticos (16x16x25cm) com tela na lateral e tampa, oferecendo-se além da dieta ja
descrita, frutos de ligustro (Ligustrum lucidum Ait.). Foram oferecidas tiras de tecido de
algoddo para oviposicao, e 0s ovos obtidos foram transferidos para caixas Gerbox contendo
papel de filtro umedecido no fundo, sendo mantidos nas condi¢des ja descritas até a ecloséo.

Para compor os tratamentos, posturas obtidas na criacdo estoque foram separadas em
caixas Gerbox contendo a respectiva combinacao de dieta natural exclusivamente, ad libitum,
mantendo-se 0s insetos sob esta alimentacdo durante todo seu desenvolvimento, sendo: a)
Padrdo (Vagens frescas de feijdo + grdos de soja, amendoim-cavalo, girassol); b) Soja

(Vagens frescas de feijao + gréos de soja); c) Amendoim (Vagens frescas de feijao + grdos de
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amendoim-cavalo); d) Girassol (Vagens frescas de feijdo + grdos de girassol); e) Ervilha
(Vagens frescas de feijdo + grdos ervilha Pisum sativum L.); f) Gergelim (Vagens frescas de

feijdo + graos de gergelim Sesamum indicum L.).

Biologia comparada de E. heros em diferentes combinacdes de dietas naturais.
Foram avaliados os seguintes parametros biologicos: i) Viabilidade de ovos e periodo de
incubacdo; ii) duracdo de cada estadio ninfal, viabilidade parcial (por instar) e total; iii) peso
de adultos 48 horas ap0s a emergéncia, razdo sexual, porcentagem de insetos deformados,
periodo de pré-oviposicdo, oviposicdo e pds-oviposicdo, longevidade e nimero de ovos por
fémea (fecundidade).

Para avaliacdo dos parametros da fase de ovo, diferentes massas de ovos obtidos
aleatoriamente da F1 de cada combinacdo de dieta foram separadas em caixas Gerbox, sobre
papel de filtro umedecido, mantendo-se nas condicGes ja descritas, utilizando-se 4 repeti¢es
de 50 ovos, para cada tratamento (n=200). As avaliacGes foram realizadas diariamente,
anotando-se a duracdo do periodo e a porcentagem de eclosao.

No estudo dos pardmetros da fase ninfal, ninfas de 2° instar de E. heros, provenientes
de diferentes massas de ovos da criagdo estoque foram individualizadas em gerbox, e
alimentadas com as dietas avaliadas. As ninfas foram mantidas em ambiente controlado
conforme descrito anteriormente. O experimento constou de 6 tratamentos (dietas a, b, c, d, e
e f citadas anteriormente) e 4 repeticbes cada, com 50 a 60 ninfas por repeticdo. Apos 24
horas foram descartadas as ninfas mortas por manipulacao, ficando assim o numero total de
insetos variavel, com "n" de 215, 186, 186, 186, 194 e 228, respectivamente para as dietas a,
b, ¢, d, e e f. As avaliagdes foram realizadas diariamente até a emergéncia dos adultos,

anotando-se as mudancas de instar, descartando-se 0s insetos mortos e trocando-se as dietas.
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Os adultos obtidos de cada combinacdo de dieta, foram sexados, pesados e
individualizados para posterior formacdo dos casais, verificando-se o numero de adultos com
deformacgdes. Em cada tratamento, utilizaram-se 20 casais, individualizando-os em caixas
Gerbox, considerando-se cada casal como uma repeticdo. Avaliou-se diariamente 0 numero de
ovos. Mesmo ap6s a morte de um dos individuos do casal a repeticao foi mantida para avaliar-
se a longevidade.

Apds o término do periodo de oviposicdo, com os resultados obtidos foi elaborada a
tabela de vida de fertilidade para cada combinacédo de dieta, determinando-se 0s parametros: A
(razdo finita de aumento), Ro (taxa liquida de reproducdo), rm (razdo infinitezimal de
aumento) e T (duracdo média de uma geracao), baseando-se em Silveira Neto et al.(1976). As
tabelas de vida de fertilidade foram elaboradas a partir dos seguintes dados: duracdo do
periodo ovo-adulto, viabilidade do ciclo, periodo de pré-oviposicdo, razdo sexual, nimero

diario de ovos por fémea e mortalidade diaria de machos e fémeas.

Influéncia do substrato de alimentacdo na susceptibilidade de E. heros aos
fungos. Os isolados Unioeste 22 (M. anisopliae) e Unioeste 46 (B. bassiana) obtidos na
colecdo do Laboratdrio de Biotecnologia Agricola da Unioeste, e previamente selecionados
como patogénicos & E. heros, foram produzidos em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA), incubando-se as placas por 7-10 dias (26x£1°C) para conidiogénese. As suspensoes
foram preparadas misturando-se os conidios em solucdo estéril de Tween 80 (0,05%),
agitando-se em vortex por 5 min, e ultrasonicando por 2 min para homogeneizagéo,
procedendo-se as diluices seriadas para contagem em camara de Neubauer e padronizacao da
concentracdo da suspensao a ser utilizada (Alves & Moraes 1998). A viabilidade dos conidios

foi avaliada previamente segundo Oliveira (2010).
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A susceptibilidade dos percevejos aos fungos foi avaliada em dois grupos de
bioensaios: 1) comparacdo em cada combinacdo de dieta, separadamente, da mortalidade
ocasionada pelos isolados (dose de 10° conidios/inseto); ii) comparacéo entre as combinacdes
de dietas, da mortalidade ocasionada em cada isolado (dose de 10* conidios/inseto). Os fungos
foram inoculados em um volume de 1pL na articulacdo das coxas com o metatérax com o
auxilio de uma seringa de vidro acoplada a um microaplicador automatico (Microaplicador
Bukard Manufacturing Co. Ltd, Uxbridge, GBR). Cada tratamento, em ambos ensaios,
constaram de 4 repeticdes contendo 20 percevejos adultos ndo sexados com 48 horas de
emergéncia, mantidos apds o tratamento em gerbox com a respectiva dieta. Os ensaios foram
mantidos em estufa incubadora (26£2°C, UR de 60+10% e 14 horas fotofase) por 12 dias,
avaliando-se diariamente a mortalidade e fazendo-se a troca da dieta, sendo os insetos mortos

colocados em camara Umida para confirmacéo do agente causal.

Contagem de Hemdcitos ndo diferencial (CH). Buscando-se avaliar aspectos da
resposta imune dos percevejos, foi realizada a CH dos insetos submetidos a infeccdo pelos
fungos. Para isso, suspensdes de 10° conidios/mL dos fungos foram inoculadas em percevejos
adultos com 48 horas de emergéncia. Foram utilizadas 3 repeti¢cdes/tratamento contendo 10
percevejos cada. A inoculagdo ocorreu com 3uL da suspensdo, por aplicacdo topica e a
incubacéo foi realizada conforme ja descrito. As avaliagdes foram realizadas 24, 42 e 68 horas
apos a inoculacdo e em cada tempo avaliado separaram-se aleatoriamente trés percevejos de
cada tratamento, constituindo-se as repeti¢cdes. Os insetos foram imobilizados em freezer (-
4°C) por 5 minutos e posteriormente com uma tesoura foi realizada uma incisao no espinho
pronotal. Coletaram-se 5uL de hemolinfa com um micropipetador, transferindo-os para tubos
de microcentrifuga contendo 195uL de solucdo tampé&o anticoagulante (0,098 M NaOH, 0,186

M NaCl, 0,017 M EDTA, 0,041 M C¢HgO7) (Mead et al. 1986). A quantificacdo dos
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hemacitos foi realizada em camara de Neubauer, com microscopio de luz no aumento de 400

VEZES.

Germinacao sobre asas de E. heros. Utilizando-se a asa metatoracica direita dos
percevejos foram avaliados o tamanho medio do tubo germinativo e a frequéncia de formacéo
de apresorios dos fungos, em cada tratamento. As asas foram dispostas sobre laminas de vidro
colocando-se 5uL de agua para auxiliar na fixacdo. Suspensdes de conidios (10%/mL) dos
fungos foram nebulizadas por 20 segundos com o auxilio de um nebulizador pneumatico
portatil (Soniclear®, S&o Paulo, BRA) sobre as asas, as quais foram incubadas em camara
umida (26+2°C e 14 horas fotofase). Apos 24h, o tamanho médio do tubo germinativo foi
determinado com auxilio de um microscépio de contraste de fase, no aumento de 400x,
registrando-se 20 medidas de tubos em cada tratamento com camera fotografica acoplada ao
microscopio. As medidas foram realizadas sempre em conidios germinados que se
encontravam entre as nervuras subcostal e R1 das asas, registrando-se e posteriormente
analisando as imagens obtidas com o auxilio do programa BelView 7 (BEL Engineering®,

Monza, ITA).

Andlises estatisticas. Todos os experimentos foram realizados no delineamento
experimental inteiramente aleatorizado, sendo as anélises realizadas utilizando-se o programa
estatistico SAS/STAT (Sas 2003). Nos experimentos de biologia comparada, avaliacdo da
mortalidade pelos fungos e tamanho do tubo germinativo os dados foram avaliados quanto a
variancia pelo teste F (ANOVA), sendo as medias comparadas entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). Os parametros das tabelas de vida de fertilidade foram obtidos pelo método

Jackknife e para as comparacdes foi utilizado o modelo do programa SAS/STAT (Maia &
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Luiz 2006). As comparacdes de médias do ensaio de CH foram realizadas pelo teste de

Kruskal-Wallis (P<0,05).

RESULTADOS

Biologia comparada de E. heros em diferentes combinacdes de dietas naturais.
Verificou-se que a dieta utilizada como alimento pelos percevejos pode influenciar
parametros bioldgicos em todas as fases do desenvolvimento.

Na fase de ovo, a dieta Ervilha apresentou 0 maior tempo necessario para eclosdo, em
relacdo as dietas Padréo, Soja e Girassol. Esta mesma dieta apresentou a menor porcentagem
de viabilidade de ovos com 62,4%, valores bem inferiores aos obtidos pelas dietas Padréo,
Girassol e Gergelim, que apresentaram viabilidade acima dos 80% (Tabelas I e II).

Para fase de ninfa, as dietas Padrdo e Soja figuraram dentre as de melhor desempenho,
estando sempre entre os menores tempos de desenvolvimento e maiores valores de viabilidade
(Tabelas I e 11), quando observada diferenca entre os tratamentos.

Na avaliacdo do periodo total ovo-adulto, a dieta Padrdo promoveu o desenvolvimento
em menor tempo, com os percevejos levando em média menos de 32 dias para completar o
ciclo (Tabela I). Quanto a viabilidade total do ciclo, a dieta Girassol proporcionou 0s maiores
valores com aproximadamente 55%. O pior desempenho foi verificado nas dietas Ervilha e
Gergelim, com viabilidade de 27,5% e 32,4%, respectivamente (Tabela I1).

Nos parametros avaliados na fase adulta, verificou-se que a dieta Ervilha prejudicou a
fecundidade das fémeas, as quais ovipositaram em media 164 ovos, apds 40 dias (Tabela I11).
Dentre os demais tratamentos avaliados ndo foi verificada diferenca significativa, e 0 nimero

de ovos foi maior que o dobro do obtido na dieta Ervilha.
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Tabela I. Dura¢do média em dias dos instares e do periodo ovo-adulto de Euschistus heros criados em diferentes combinac6es de dietas naturais,
em condigdes de laboratério (26+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14hs).

_ Duragéo das fases
Dietas

Fasedeovo  1°instar 2° instar 3 instar 40 instar 5 instar Ovo-adulto

PADRAO 6,0+0,1B 30+00A 60+01B 35%0,1C 47+01C 81+02B 314+03B
SOJA 59+0,1B 30+£00A 71+x01AB 43+x0,1ABC 54+£01BC 85+03AB 342+03A
AMENDOIM 6,7x0,1AB 30x00A 7,7+t02A 49+x04A 6,1+£t02AB 81+£04B 366+08A
GIRASSOL 63+03B 30+00A 70+05AB 47+01AB 49+01C 81+02B 341+0,7A
ERVILHA 76+06A 30+00A 6,7+t04AB 48+02AB 52+04BC 93+03AB 365+09A
GERGELIM 65x03AB 30x00A 64+01B 40+x01BC 71x03A 95x02A 364+£05A

Médias (xEPM) seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05)

Tabela 1. Porcentagem de viabilidade das fases de Euschistus heros criados em diferentes combinagdes de dietas naturais, em condicdes de
laboratério (26+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14hs).

% de Viabilidade das fases
Fase de ovo 2° instar 3° instar 4° instar 5 instar ovo-adulto
PADRAO 840+1,15A 90,3+18A 869+23A 889+28AB 845+42A 495+1,7AB
SOJA 747+581AB 855+60A 696+93A 795+51ABC 932+68A 33,9+ 3,6 ABC
AMENDOIM 746+6,35AB 913+32A 747+95A 749+57BC 90,6+40A 33,54+ 1,9 ABC
GIRASSOL 82, 7+6,36 A 824+19A 930+38A 922+28A 935+42A 546 +23A
ERVILHA 62,4+599B 789+23A 858+43A 869+15AB 75,7+£57A 275+12C
GERGELIM 80,7+240A 870+08A 800+64A 659+36C 86,7+52A 32,4+21BC

Médias (xEPM) seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05). Dados originais apresentados. Para analise, as porcentagens
médias foram transformadas em: arcsen~/ x/100

Dietas
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A dieta Ervilha também apresentou a maior porcentagem de adultos deformados,
sendo que aproximadamente 11% dos insetos possuiam algum tipo de alteracdo na perna e/ou
asas. Na dieta Girassol a porcentagem de deformacdes foi de 5,7%, e nas demais os valores
foram inferiores a 2,5% (Tabela I1). As dietas Girassol, Ervilha e Gergelim promoveram uma
razdo sexual com desvio significativo, tendo maior incidéncia de machos do que a observada
nas dietas Padrdo, Soja e Amendoim.

Na avaliacdo do peso de adultos recém-emergidos, verificou-se que a dieta Gergelim
promoveu nos machos os menores valores de peso (64,7 mg em média), em relacdo as dietas
Girassol e Ervilha. As demais dietas apresentaram valores intermediarios, ndo diferindo
significativamente (Tabela I11). Nas fémeas, a dieta Gergelim também foi a que proporcionou
adultos de menor peso, com 66,8 mg em média, valores estes bem inferiores aos obtidos pelas
dietas Padrdo, Soja e Amendoim. As dietas Girassol e Ervilha ndo apresentaram diferenca de

peso significativa em relacdo as demais (Tabela Il1).

Tabela Ill. Razdo sexual, porcentagem de adultos deformados, peso médio de machos e
fémeas e niUmero de ovos por fémea de Euschistus heros criados em diferentes combinacdes
de dietas naturais, em condi¢des de laboratdrio (26+£2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14hs).

] Ndmero de ovos Razéo Peso (mg)
Dietas ] ) Deformacdes L _
(ap0s 40 dias) sexual Machos Fémeas

PADRAO 3482+313A 1,9% 0,506 A 739+226 AB 83,7+228A

SOJA 343,1+345A 1,2% 0524 A 741+£216 AB 826+2,60A

AMENDOIM 379,4+411A 2,4% 0473A 735+232AB 82,112 73A
GIRASSOL 379,1+325A 5,7% 0404B 744+273A 7431291 AB
ERVILHA 163,6+358B 10,8% 0457B 752+210A 77,1,+3,10AB

GERGELIM 386,2+454A 1,9% 0,451 B 64,7+£225B 66,8 +4,15B

Médias (+EPM) seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05).

'n° de fémeas/(n® de machos + n° de fémeas). DeformacBes e Razdo Sexual (N): Padrdo (163), Soja (184),
Amendoim (185), Girassol (123), Ervilha (86), Gergelim (104).
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Os resultados obtidos na tabela de vida de fertilidade (Tabela 1V), de maneira geral,
evidenciaram ainda mais o observado nas avaliacGes em cada fase do desenvolvimento dos
percevejos, pois a dieta Padrdo figurou sempre entre as de melhor resultado nos parametros
analisados e as dietas Ervilha e Gergelim estiveram sempre entre os piores. Vale ressaltar
também que as dietas Soja e Girassol ndo diferiram entre si em nenhum dos parametros

avaliados.

Tabela IV. Tabela de vida de fertilidade de Euschistus heros criados em diferentes
combinac@es de dietas naturais, em condi¢des de laboratério (26+2°C; UR: 60+10%; fotofase:
14hs) (Método Jackknife).

Dictas Parametros’
Ro T TD rm A

PADRAO 87,0 A 50,9D 7,89 E 0,0877 A 1,0917 A
SOJA 66,0 AB 56,4 C 9,32D 0,0743 B 1,0771 B
AMENDOIM 69,9 AB 61,6 AB 10,04 C 0,0689 C 1,0714 C
GIRASSOL 84,9 A 59,9 BC 9,36 D 0,0740 B 1,0768 B
ERVILHA 278C 58,9 BC 12,26 A 0,0561 E 1,0581 E
GERGELIM 574 B 63,7 A 10,91 B 0,0635 D 1,0655 D

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si segundo o teste t Student (P<0,05). * Taxa
liquida de reproducéo (Ro), intervalo médio entre geracdes (T), tempo para populagdo duplicar em nimero (TD),
taxa intrinseca de crescimento (rm), razdo finita de aumento ().

Analisando individualmente cada parametro, considerando a Taxa liquida de
reproducdo (Ro), as dietas Padrdo e Girassol apresentaram valores equivalentes a quase 3
vezes 0 observado na dieta Ervilha. As dietas Soja e Amendoim também estiveram dentre as
de maior Ro, porém, ndo diferindo significativamente da dieta Gergelim. No Intervalo médio
entre geragdes (T), para dieta Padrdo foram necessarios menos de 51 dias, em media. O pior
desempenho neste parametro foi verificado em Gergelim seguida da Amendoim,
demonstrando que pode se passar mais de 63 e 61 dias, respectivamente, entre as geracoes
criadas nestas dietas. Quanto ao Tempo para populacdo duplicar em nimero (TD) observou-se

que na dieta Padr@o seriam necessarios menos de 8 dias para que isso acontecesse. Ja na dieta
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Ervilha este tempo seria superior a 12 dias e na dieta Gergelim quase 11 dias, sendo estas as
que apresentaram o pior desempenho neste pardmetro. Verificou-se que 0s insetos
alimentados com a dieta Padrdo apresentaram valores da Taxa intrinseca de crescimento
populacional (rm) maiores (0,0877) que nas dietas Ervilha e Gergelim, as quais
proporcionaram 0s menores valores observados. 1sso também ocorreu para Razéo finita de
aumento (1), sendo em ordem decrescente de valores os obtidos nas dietas Padrao (1,0917),
Soja (1,0771) e Girassol (1,0768), Amendoim (1,0714), Gergelim (1,0655) e o menor
observado em Ervilha (1,0581) (Tabela V).

Influéncia do substrato de alimentacdo na susceptibilidade de E. heros aos
fungos. Na comparacdo da mortalidade ocasionada pelos fungos B. bassiana e M. anisopliae
em cada combinacdo de dieta, somente para os insetos criados na dieta Gergelim foi possivel
observar diferenca entre os fungos testados (F=227,8; C.V.=11,6; P<0,0001), sendo que o
isolado Unioeste 22 de M. anisopliae foi mais virulento, ocasionando 55% de mortalidade

confirmada contra 40% do isolado de B. bassiana Unioeste 46 (Tabela V).

Tabela V. Mortalidade confirmada (%) de Euschistus heros separadamente em cada
combinacdo de dietas naturais, ocasionada por isolados dos fungos Beauveria bassiana
(Unioeste 46) e Metarhizium anisopliae (Unioeste 22), em condicdes de laboratorio (26+£2°C;
UR: 60£10%); fotofase: 14hs).

Dietas 1 Tratamentos

B. bassiana M. anisopliae Controle
PADRAO 48,3+ 27a 433+40a 0,0+0,0b
SOJA 41,7+11a 350+32a 0,0+£0,0b
AMENDOIM 61,7+20a 63,3+3,7a 0,0+0,0b
GIRASSOL 533+x29a 51,7+2,7a 0,0+0,0b
ERVILHA 575+39a 525+16a 0,0+0,0b
GERGELIM 40,0+26b 550+18a 00+£0,0c

Médias (+EPM) seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05). Para
analise, as porcentagens médias foram transformadas em arcsen+/x/100

Dose utilizada em microaplicacio de 1L = 10° conidios; N = 240 insetos/ dieta

'PADRAO: vagens de feijio, grdos de amendoim, soja e girassol; SOJA: vagens de feijio e grdos de soja;
AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim; GIRASSOL: vagens de feijdo e grdos de girassol;
ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha; GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de gergelim.
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Nas demais dietas, ambos os fungos ocasionaram valores de mortalidade que néo
diferiram entre si, demonstrando equivaléncia de atividade entre os isolados na concentracdo
avaliada.

Comparando-se a mortalidade obtida em cada fungo, nas diferentes combinacdes de
dietas, verificou-se que a dieta utilizada na alimentacdo pode influenciar a mortalidade
ocasionada pelos fungos, observando-se diferencas significativas entre as dietas nas
mortalidades total (F=16,1; C.V.=17,3; P<0,0001) e confirmada (F=43,6; C.V.=145;
P<0,0001) para B. bassiana, e também total (F=10,8; C.V.=20,4; P<0,0001) e confirmada

(F=34,8; C.V.=15,3; P<0,0001) para M. anisopliae (Tabela VI).

Tabela VI. Mortalidades total e confirmada (%) de Euschistus heros, criados em diferentes
combinagcOes de dietas naturais, ocasionada por Beauveria bassiana (Unioeste 46) e
Metarhizium anisopliae (Unioeste 22), em condicdes de laboratédrio (26£2°C; UR: 60+£10%;
fotofase: 14hs).

% de Mortalidade

Dietas * Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae
Total Confirmada Total Confirmada
CONTROLE 6,3+13C 00+00C 6,7+12C 00+00C
PADRAO 25,0+3,0B 16,7+2,2B 52,1+7,5B 50,0+ 2,2 AB
SOJA 52,1+39A 375+£15A 81,3+25AB 52,1+1,32 AB
AMENDOIM 52,1+ 33 A 31,3£25A 854+45A 542+26A
GIRASSOL 52,1+45A 354+33A 70,8+ 9,3 AB 58,3+57A
ERVILHA 396+£t25AB 27,1+13AB 58,3+3,0B 37,5+26B
GERGELIM 604+25A 41,722 A 875+34A 47,9+ 3,9 AB

Médias (+EPM) seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05).
Para analise, as porcentagens médias foram transformadas em arcsen~/ x/100

Dose utilizada em microaplicacdo de 1pL = 10* conidios; N = 560 insetos/fungo.

'PADRAO: vagens de feijio, grdos de amendoim, soja e girassol; SOJA: vagens de feijio e grdos de soja;
AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim; GIRASSOL: vagens de feijdo e grdos de girassol;
ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha; GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de gergelim

Para o fungo B. bassiana, nas mortalidades total e confirmada é possivel verificar que

a analise estatistica expressou exatamente 0 mesmo resultado entre as dietas. Os percevejos



39

criados nos tratamentos Soja, Amendoim, Girassol e Gergelim apresentaram maior
mortalidade em relacdo aos do tratamento Padrdo, no qual a mortalidade total e confirmada
foi de apenas 25% e 16,7%, respectivamente. J& 0s percevejos do tratamento Ervilha
apresentaram valores intermediarios de mortalidade total e confirmada com 39,6% e 27,1%,
respectivamente, ndo diferindo dos demais tratamentos.

Os maiores valores de mortalidade total por M. anisopliae foram observados nas dietas
Amendoim (85,4%) e Gergelim (87,5%), em relacdo as dietas Padrdo (52,1%) e Ervilha
(58,3%). As dietas Soja e Girassol, propiciaram valores de mortalidade intermediarios, que
ndo diferiram das demais. Quanto a mortalidade, confirmada os maiores valores foram
obtidos com os percevejos das dietas Amendoim (54,2%) e Girassol (58,3%), em relacdo aos
do tratamento Ervilha (37,5%). Os percevejos alimentados com as dietas Padrdo, Soja e
Gergelim apresentaram mortalidade confirmada semelhante aos demais, ndo diferindo

significativamente (Tabela VI).

Contagem de Hemocitos. Os resultados observados na avaliagcdo geral da resposta
imune dos percevejos a infeccdo pelos fungos mostraram-se pouco conclusivos, sendo
observadas diferencas significativas somente nos ensaios com as dietas Padréo e Ervilha. Nos
insetos provenientes das demais dietas, ndo foi verificada diferenca significativa entre o
numero de hemacitos dos E. heros inoculados com os fungos e o tratamento controle, nem

entre os periodos de avaliacdo (Tabela VI1I).
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Tabela VII. Ntimero total de hemécitos (x10%) por microlitro de hemolinfa de Euschistus
heros criados em diferentes combinac6es de dietas naturais e avaliados 24, 42 e 68 horas ap0s
a aplicacdo dos fungos Beauveria bassiana (Unioeste 46) e Metarhizium anisopliae (Unioeste

22), sob condicdes de laboratorio (26£2°C; UR: 60+£10%; fotofase: 14hs).

Periodo de avaliacdo (horas apos aplicacéo)

Dietas Tratamentos
24 horas 42 horas 68 horas
Controle 34,0+19,1 Aa 63,7+10,4Aa 47,1+8,6 Aa
PADRAO M. anisopliae  20,3+28Aa 425+x98Aa 236+09Ba
B. bassiana 175+21Ab 521+48Aa 122+10Bb
Controle 29,1+81Aa 716+39,7Aa 359+127Aa
SOJA M. anisopliae 76,7+ 30,6 Aa 83,8+51,7Aa 65,7+ 37,7 Aa
B. bassiana 939+185Aa 38,7+16,8Aa 77,7419 Aa
Controle 39,1+33Aa 755+357Aa 245+50Aa
AMENDOIM M. anisopliae 60,6 £ 40,7 Aa 58,4+36,0Aa 758289 Aa
B. bassiana 453+72Aa 557+26Aa 583+227Aa
Controle 251+72Aa 125+23Aa 16,7x45Aa
GIRASSOL M. anisopliae  153+34Aa 17,7+03Aa 184+2,6 Aa
B. bassiana 201+13Aa 201+58Aa 251+75Aa
Controle 293+126Aa 389+3,7Aa 40,3%x11, Ba
ERVILHA M. anisopliae 29,2+ 102Ab 445+51Ab 110,6 £29,3 Aa
B. bassiana 349+215Aa 56,2+20,2Aa 40,8+10,Ba
Controle 148+90Aa 143+18Aa 369x175Aa
GERGELIM M. anisopliae  30,4+124Aa 236+52Aa 275%6,7Aa
B. bassiana 139+21Aa 144+x14Aa 123+3,1Aa

Médias (xEPM) seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maidscula na coluna, em cada dieta, ndo
diferem entre si segundo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). Dados originais apresentados. Para analise, os dados
foram transformados em Log ().

'PADRAO: vagens de feijdo, grdos de amendoim, soja e girassol; SOJA: vagens de feijao e grdos de soja;
AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim; GIRASSOL: vagens de feijdo e grdos de girassol;
ERVILHA: vagens de feijdo e graos de ervilha; GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de gergelim.

Na dieta Padrdo observou-se que os hemadcitos dos insetos apresentaram reducdo do

seu numero em relacdo ao tratamento controle, 68 horas apds a inoculagdo, em ambos o0s
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fungos (F=33,9; P=0,0273). Comparando-se os periodos de avaliacdo, somente o fungo B.
bassiana ocasionou aumento significativo no numero de hemacitos, 42 horas apos a aplicacao
(F=52,7; P=0,039), diferindo dos demais periodos avaliados.

Nos percevejos alimentados com Ervilha e inoculados com o fungo M. anisopliae,
verificou-se que 68 horas ap6s, 0 numero de hemocitos aumentou de maneira significativa,
em relacdo aos demais periodos avaliados (F=34,3; P=0,0495) e também em relacdo aos

demais tratamentos (F=15,8; P=0,0490).

Germinacao sobre asas de E. heros. As asas oriundas de percevejos criados nas
diferentes combinac6es de dietas naturais serviram de substrato para germinacéo e o tamanho
do tubo germinativo dos conidios de ambos os fungos foi influenciado pelos tratamentos
avaliados (Figs. 1 e 2).

O fungo B. bassiana teve maior comprimento de tubo germinativo quando foi
inoculado sobre as asas de insetos alimentados com a dieta Amendoim, em relacdo aos
tratamentos Girassol, Ervilha e Gergelim (F=5,9; C.V.=10,1; P=0,0003) os quais
prejudicaram o crescimento do fungo. Nos tratamentos Padréo e Soja, 0s tubos apresentaram
maior tamanho quando comparados aos obtidos nos tratamentos Girassol e Gergelim (Fig. 1).

Ja para o fungo M. anisopliae, os tratamentos Padrdo, Amendoim e Gergelim
proporcionaram 0 maior crescimento de tubos germinativos observado, comparando-se com
os tratamentos Soja e Ervilha, os quais influenciaram negativamente este parametro do fungo
(F=7,5; C.V.=7,5; P<0,0001) (Fig. 2). O tratamento Girassol diferiu somente do Gergelim,

apresentando valores intermediarios de crescimento.
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Beauveria bassiana

Padrio 26.3 pm

g___'_,—’_—_ - ——
‘i«\\ (ﬂx‘ S(')ill 246 ym

~ ! 2 o
\ .
\ Amendoim 28,9 pm
\ . &

Girassol 16.0 pm
Ervilha 17.7 pm

V)

Gergelim 156 pm
Fig. 1. Comprimento (um) do tubo germinativo de conidios de Beauveria bassiana (Unioeste 46)
sobre asas metatoracicas de Euschistus heros criados em diferentes combinacGes de dietas naturais,
apos 24 horas de incubacdo (26+2°C; UR: 90+10%; fotofase: 14hs). Tubos germinativos que
apresentam mesmo tamanho e/ou coloragdo, ndo diferem entre si segundo teste de Tukey (P<0,05).

Metarhizium anisonliae

Padrio s 29.9 pm
N ——— D .
R "“»\ : - (X‘ | Soia T — 21.8 pm
\? S A\ % ]
'\\ Amendoim Ty 36,1 pm
\ . S
Girassol U pe— 26,1 pm
Ervilha C P 24,4 pm
Gergelim 4 382 ym

Fig. 2. Comprimento (um) do tubo germinativo de conidios de Metarhizium anisopliae (Unioeste 22)
sobre asas metatoracicas de Euschistus heros criados em diferentes combinacOes de dietas naturais,
ap6s 24 horas de incubacdo (26+2°C; UR: 90+10%; fotofase: 14hs). Tubos germinativos que
apresentam mesmo tamanho e/ou colorag&o, ndo diferem entre si segundo teste de Tukey (P<0,05).

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram a importancia da dieta para o adequado

desenvolvimento de E. heros e a relagdo que o estado nutricional dos percevejos pode
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apresentar com a susceptibilidade e com aspectos comportamentais dos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae.

Quanto ao efeito da dieta na biologia dos percevejos, sabe-se que a reproducéo,
sobrevivéncia, e 0 desenvolvimento do inseto como um todo sdo altamente afetados pelo
recurso alimentar explorado (Panizzi & Slansky Junior 1991). Para E. heros, ja foi
comprovado que a dieta influencia inclusive na producdo de feromonios (Moraes et al. 2008).
De acordo com os dados aqui obtidos, na relacdo dieta/praga, o efeito negativo nos
parametros bioldgicos de E. heros foi observado nos tratamentos com combinaces restritivas
(tratamentos Soja, Amendoim, Girassol, Ervilha, Gergelim), os quais continham somente um
tipo exclusivo de fonte de nutrientes (graos). Todos estas combinac6es de dietas propiciaram
maior tempo para 0 desenvolvimento ovo-adulto, quando comparadas a dieta Padrao.
Segundo Panizzi & Silva (2009), insetos fitdéfagos alimentados em dietas nutricionalmente
inadequadas tendem a prolongar seu desenvolvimento para acumular a energia e reservas
nutricionais necessarias a mudanca de estadgio. No Tratamento Padrdo, ficou evidente que a
diversidade de grdos, e consequentemente de nutrientes, disponiveis como alimento fornece
condi¢cdes mais adequadas para o desenvolvimento dos percevejos, uma vez que esta dieta
sempre figurou dentre as que proporcionaram o menor tempo de duracdo dos estadios e
estagios, maior viabilidade, maior fecundidade e fertilidade, e melhores indices na tabela de
vida.

Resultados semelhantes foram obtidos por Azambuja et al. (2013), que avaliaram os
parametros biologicos de E. heros criados em dieta natural padrdo (vagens de feijao, gréos de
amendoim e frutos de ligustro) comparando-as com dietas restritivas contendo somente partes
de plantas (vagens de soja, sementes de soja, botdes florais de algoddo, macé de algodao ou

sementes de algoddo). A dieta padrdo testada, que apresentava variedade de fontes
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nutricionais, figurou entre as de melhor desempenho para o desenvolvimento dos percevejos
em todos os parametros avaliados pelos autores.

Os insetos necessitam de nutrientes em condicdes balanceadas quali e
guantitativamente, e as variacdes encontradas nos resultados dos parametros biologicos nas
dietas restritivas avaliadas no presente estudo evidenciam esta condicdo. Como exemplo, a
dieta Girassol, apesar de apresentar 6timos resultados para alguns parametros (viabilidade,
peso de machos, taxa liquida de reproducdo), provocou elevado indice de adultos com
deformacdes, 0 que pode estar associado a deficiéncia ou desbalanceamento de nutrientes
(Parra 2010).

Analisando-se as qualidades nutricionais dos grdos avaliados nos tratamentos, tendo
como base uma tabela referéncia (Unicamp-NEPA 2011), ressalta-se que apesar de possuir
grande quantidade de lipidios (préximo a 50% da composicdo), as sementes de girassol
possuem menor quantidade de carboidratos (menos de 17%) e proteinas (menos de 20%). Ja a
soja, possui equilibrada quantidade de carboidratos (mais de 38%) e proteinas (mais de 36%),
e baixa quantidade de lipidios (menos de 15%). O amendoim apresenta mais de 46% de
lipidios em sua composicdo e menores valores de carboidratos (20%) e proteinas (menos de
27%). O gergelim também tem elevado percentual de lipidios (40%), com menores valores de
carboidratos (10%) e proteinas (20%) em sua composi¢do. Todos estes grdos citados, mesmo
com suas particularidades, apresentam elevado valor energeético, acima de 400kcal em porcdes
de 100g. Ja os grdos de ervilha possuem baixo valor energético, menos de 74kcal, e em sua
composigdo apresentam poucos nutrientes disponiveis, sendo menos de 13% de carboidratos,
menos de 5% de proteinas e valores inferiores a 1% de lipidios.

Estas informagdes corroboram os resultados observados neste trabalho e também por
Azambuja et al. (2013), demonstrando que ao oferecer uma variedade de gréos aos percevejos

disponibilizam-se diferentes fontes nutricionais com qualidades e quantidades distintas, o que
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influencia positivamente aspectos do desenvolvimento dos insetos, como constatado na
avaliacdo dos parametros bioldgicos. Alem disso, explicam o pessimo desempenho observado
no tratamento Ervilha, pois fica claro que os nutrientes disponiveis nesta espécie ndo sao
suficientes para o desenvolvimento adequado dos percevejos. E importante evidenciar
também, que segunda as informacOes nutricionais da mesma tabela, todos os grédos tém
normalmente umidade inferior a 7%, o que demonstra a importancia de oferecer as vagens
frescas de feijdo como fonte de agua, a qual representa mais de 90% da composicdo das
vagens.

A espécie de planta em que o inseto fitofago se alimenta pode afetar positiva e
negativamente ndo sé a sua biologia, como foi observado, mas também os seus inimigos
naturais, de forma direta ou indireta, em complexas interacGes multitroficas (Legaspi et al.
1996; Silva et al. 2004). Para melhor compreender isto, as interagdes entre inimigos
naturais/insetos-praga/plantas precisam ser estudadas, e evidencias da influéncia da nutri¢do
dos insetos sobre aspectos do desenvolvimento de seus predadores (Kennedy 2003; Pessoa et
al. 2003; Silva et al. 2004), parasitoides (Harvey et al. 1995; Reis et al. 2003) e patdgenos ja
foram relatadas (Salama & Abdel-Razek 1992; Poprawski & Jones 2000; Santiago-Alvarez et
al. 2006).

No caso dos patdgenos, as fontes nutricionais disponiveis para os insetos, quando
inadequadas, podem influenciar a capacidade de investir mais recursos no sistema
imunoldgico (Triggs & Knell 2012). Contudo, néo foi possivel observar aqui neste trabalho a
influéncia da dieta na resposta imunologica, nas condi¢des avaliadas. A contagem total de
hemocitos apresentou resultados pouco elucidativos, ndo sendo verificada diferenca nas

avaliacOes realizadas, fazendo-se necessarios novos estudos para compreender 0s possiveis

efeitos para E. heros.
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Especificamente para os fungos entomopatogénicos, o estado nutricional do inseto tém
profundo impacto também sobre fatores determinantes para a evolucdo da doenca, incluindo a
velocidade de germinacdo dos conidios, a adesdo a cuticula, a formacéo de apressorios e
grampos de penetracao, e a producdo de micélio (Shah et al. 2005; Sosa-Gomez 2012), sendo
que a nutricdo inadequada (ou estresse nutricional) do inseto pode aumentar a susceptibilidade
a estes fungos (Santiago-Alvarez et al. 2006; Lord 2010). A susceptibilidade também pode ser
influenciada por componentes presentes na cuticula dos insetos, sendo que os conidios
fangicos podem sofrer efeito toxico, fungistatico, e ocasionalmente, para algumas espécies,
até estimulante (Sosa-Gomez et al. 1997; Gillespie et al. 2000; Santiago-Alvarez et al. 2006).

Além disso, nas relacbes patdgeno-hospedeiro deve-se considerar o estado nutricional
do fungo previamente a infeccdo (James 2001; Sha et al. 2005; Gao et al. 2007; Rangel et al.
2008). Assim, o sucesso da infeccdo em situacfes naturais depende também das condi¢bes
encontradas pelo patdgeno durante o periodo vegetativo que dara origem as estruturas
infectivas, neste caso, os conidios. Considerando-se que nas condi¢fes de nossos
experimentos, todos os conidios foram provenientes do mesmo meio de cultura, o
desenvolvimento do processo de infeccdo foi influenciado somente pela cuticula e pelo estado
nutricional dos percevejos, e nos resultados obtidos aqui, foi possivel observar estes efeitos na
susceptibilidade aos fungos.

Primeiramente com relacdo a cuticula, € nela que as fases iniciais do processo de
infeccdo ocorrem, a adesdo, a germinacdo e formacdo de estruturas invasivas, € 0 inicio da
fase de penetracdo, sendo que as condi¢Ges encontradas pelo patdégeno na superficie da
cuticula podem influenciar fortemente o inicio da infeccdo e consequentemente os demais
estagios de desenvolvimento da doenca (Hajek & St Leger 1994; Ortiz-Urquiza & Keyhani
2013). O ensaio de germinacdo demonstrou que a composicao da cuticula sofre alteracdes de

acordo com a dieta utilizada na alimentacdo, e estas diferencas foram significativas no efeito
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sobre a germinacdo dos fungos B. bassiana e M. anisopliae, ja que nas avalia¢des, o tamanho
do tubo germinativo de ambos fungos variou dependendo da dieta. As asas oriundas da dieta
Amendoim sempre estiveram dentre as com maior crescimento do tubo germinativo das duas
espéecies de fungo, e as das dietas Girassol e Ervilha sempre estiveram dentre as que
influenciaram negativamente o crescimento, além das demais dietas que apresentaram
resultados variados. E possivel que o efeito positivo na germinagdo e crescimento visto no
tratamento Amendoim, esteja relacionado a maior susceptibilidade dos insetos criados nesta
dieta a B. bassiana e M. anisopliae, pois comparando-se aos dados de mortalidade, tanto total
guanto confirmada, observa-se que a dieta Amendoim sempre esteve dentre as que
produziram percevejos mais susceptiveis as duas espécies de fungo. Do mesmo modo, o efeito
negativo observado nas asas da dieta Ervilha, se confirmou nos dados de mortalidade, pois 0s
percevejos criados nesta dieta figuraram sempre dentre os de menor susceptibilidade.

Pode-se ainda relacionar os resultados da dieta Gergelim, que esteve entre 0s
tratamentos com maior crescimento do tubo germinativo para M. anisopliae, e de maneira
oposta, apresentou efeito negativo no crescimento do tubo de B. bassiana. No ensaio de
comparacao entre os isolados, os percevejos criados na dieta Gergelim ja haviam demonstrado
susceptibilidade diferencial entre os fungos, sendo mais susceptiveis ao isolado Unioeste 22
de M. anisopliae. E possivel que algum componente da cuticula dos percevejos criados na
dieta Gergelim seja prejudicial aos conidios de B. bassiana mas nao aos de M. anisopliae. Nas
demais dietas que apresentaram efeitos no crescimento germinativo nédo foi possivel observar
uma relacéo aos dados de mortalidade.

A dieta Padrdo, apesar de produzir insetos dentre 0s menos susceptiveis para ambos 0s
fungos, ndo apresentou efeito no crescimento germinativo dos conidios. Acredita-se que neste
caso, 0s percevejos criados nesta dieta apresentavam melhor estado nutricional, conforme

observado nos resultados dos parametros bioldgicos, e esta condi¢cdo proporcionou maior
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tolerancia a infeccdo. Outros autores ja verificaram o efeito do aporte nutricional na
susceptibilidade de insetos a fungos entomopatogénicos e obtiveram resultados que
corroboram os observados neste trabalho. Comparando-se dietas, Lord (2010) constatou que
adultos de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) alimentados com farelo de
arroz, dieta considerada subdtima para estes insetos, apresentaram mortalidade por B.
bassiana duas vezes maior que os alimentados na dieta nutricionalmente mais adequada
(farinha de trigo + levedo de cerveja). Santiago-Alvarez et al. (2006) verificaram, entre as dez
dietas naturais avaliadas, que a mortalidade ocasionada por B. bassiana em Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) foi significativamente afetada pela planta utilizada como alimento
por estes insetos, observando-se implicacBes na susceptibilidade, tempo de sobrevivéncia e
producdo de conidios em cadaveres, comprovando que os insetos que utilizam alimentos de
melhor qualidade nutricional sdo menos susceptiveis aos agentes patogénicos.

Além do efeito do estado nutricional, os mesmos autores apontam que compostos
presentes na cuticula dos insetos ou sequestrados das fontes de alimento podem influenciar
negativamente os entomopatogenos, e isto ja foi demonstrado para fungos (Nishida et al.
1992; Tallamy et al. 1998; Poprawski & Jones 2000; Poprawski et al. 2000; Klingen et al.
2002).

No presente trabalho, a avaliacdo da presenca e a identificacio de compostos
antifngicos na cuticula dos percevejos nao foi realizada, no entanto, conforme foi observado
nos resultados, estudos neste sentido sdo necessarios. Essas informagdes poderiam auxiliar na
compreensdo da composicdo da cuticula de E. heros, contribuindo para aumentar o

conhecimento sobre as relagdes multitroficas que envolvem a interacdo patdgenos/insetos-

praga.
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Pentatomidae) criados em diferentes dietas naturais e seu papel nos estagios iniciais da
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58

Daian Guilherme Pinto de Oliveira
Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS
Rodovia PR 182, km 466, Caixa Postal 253,
CEP 85770-000 - Realeza, PR

email: daian.oliveira@uffs.edu.br/
daianguilherm@yahoo.com.br

Compostos Cuticulares de Euschistus heros (F.) (Heteroptera: Pentatomidae) Criados
em Diferentes Dietas Naturais e seu Papel nos Estagios Iniciais da Infec¢do por Fungos

Entomopatogénicos

D.G.P. OLIVEIRAL, L.F.A. ALVES?, D.R. SOSA-GOMEZ®

YUFFS - Universidade Federal da Fronteira Sul, Rodovia PR 182, Km 466, Caixa Postal 253,
85770-000, Realeza, PR, Brasil. daian.oliveira@uffs.edu.br

2UNIOESTE, Laboratério de Biotecnologia Agricola, Cascavel, PR, Brasil.
luis.alves@unioeste.br

SEMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, CNPSO, Londrina, PR, Brasil.

daniel.sosa-gomez@embrapa.br

Compostos Cuticulares de Euschistus heros e seu Efeito sobre Fungos



59

Resumo - O presente estudo avaliou os efeitos de componentes cuticulares de Euschistus
heros na adesdo, germinacdo/tamanho do tubo germinativo e formacgdo de apressérios de
Beauveria bassiana (Bb) e Metarhizium anisopliae (Ma). Obtiveram-se os extratos cuticulares
(brutos e fracdes hexanicas, cloroférmicas e metanolicas) em adultos e exuvias dos percevejos
alimentados em seis combinacgdes de dietas naturais: Padréo (Vagens de feijdo+graos de soja,
amendoim, girassol), e nas demais ofereceram-se vagens de feijdo mais 0 respectivo gréo
exclusivamente (Soja; Amendoim; Girassol; Ervilha ou Gergelim). Verificou-se que a adeséo
de conidios foi promovida em alguns tratamentos, como nos extratos brutos de adultos dos
insetos criados em Ervilha, para Bb e Ma, apresentando até quatro vezes mais conidios
aderidos que o Controle. Contrariamente, a adesdo foi prejudicada em todos os tratamentos
com a fracdo metandlica, na qual os compostos polares presentes além de ndo servirem como
substrato de adesdo, repeliram os conidios. A germinacdo e o tamanho do tubo germinativo
dos fungos também foram influenciados pelos tratamentos, que apresentaram efeito
suprimindo ou estimulando estes processos. As fragdes hexénicas e quase todos os
tratamentos com extratos brutos estimularam a germinagdo/tamanho do tubo. J& os efeitos
inibitérios foram observados nos extratos brutos de extvias na maior concentracdo (50ug),
para todos os tratamentos. As fracdes cloroférmicas e metandlicas dos extratos de exdvias
tiveram efeito inibitério de germinacdo na maioria dos tratamentos, principalmente para Ma.
Né&o ocorreu a formacgdo de apressorios de Bb nas condi¢bes avaliadas. Entretanto, todos os
tratamentos permitiram a formacdo de apressorios de Ma, sendo constatado com maior
frequéncia, em 7,5%, no tratamento Soja. Concluiu-se que a toxicidade observada na
germinacdo dos conidios parece estar relacionada a concentracdo dos compostos, e que
ocorreu relagcdo entre a dieta utilizada pelos insetos e as caracteristicas fisico-quimicas da

cuticula, ocasionando efeitos sobre os estagios iniciais da infeccéo pelos fungos.

Palavras-chave: Percevejo-marrom-da-soja, Lipidios cuticulares, Beauveria bassiana,

Metarhizium anisopliae.
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Introducéo

A pressdo seletiva matua na relacdo patdgeno/hospedeiro levou a uma verdadeira
corrida armamentista neste processo de co-evolucao, e o estudo das doencas ocasionadas em
insetos por entomopatdgenos tem mostrado resultados surpreendentes (Ortiz-Uriza & Keyhani
2013), principalmente com relacdo as estratégias de defesa destes insetos.

A infeccdo por fungos em artropodes pode sofrer inibicdo nos estagios de pré e pés-
penetracdo e envolve multiplas interacdes, ndo existindo um unico fator determinante na
patogenicidade (Gillespie et al. 2000). Por isso, € necessario que se estude mais a fundo, a
comecar pela cuticula do hospedeiro, que representa a primeira barreira defensiva contra a
invasdo e é o principal local onde essas interac@es iniciais do processo de infec¢do ocorrem
(Ment et al. 2010).

Fungos entomopatogénicos, tais como Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.
(Ascomycota: Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. (Ascomycota:
Clavicipitaceae) infectam a cuticula a partir dos conidios, que aderem e germinam para
formar estruturas de invasao durante a penetracdo (Wang & St. Leger 2005).

Os conidios, quando encontram a cuticula hospedeira, suas terminacGes apicais podem
se alongar distalmente para formar um apressorio, um importante local de adesdo e producéo
de enzimas que ajudam no rompimento da cuticula e no estabelecimento da relacéo
nutricional com o hospedeiro (St. Leger et al. 1991).

O primeiro contato ocorre com a epicuticula (chamada camada de cera ou cimento),
gue contém lipidos livres que consistem principalmente de compostos polares e nao-polares
alifaticos, os quais sdo extraiveis por solventes organicos (Lockey 1988, Andersen 2004).
Variam em composicdo e podem ser considerados quimicamente nas seguintes classes de
lipidios: ésteres, glicerideos, acidos graxos, esterdis e aldeidos (Blomquist & Jackson 1979,

Lockey 1985). Por esta composi¢do, além de ser a primeira camada na barreira contra a
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infeccdo, a principal funcao dos lipidios epicuticulares em quase todos 0s insetos e artrépodes
terrestres € impedir a evaporacdo passiva da dgua através da cuticula, pois formam a camada
de cera (Gibbs et al. 1998).

Enquanto a composicao de proteinas e quitina da procuticula parece ser muito similar
em todos os insetos, os componentes que formam a epicuticula sdo bastante heterogéneos,
mesmo entre espécies do mesmo género e, portanto, tém potencial de levar a diferentes
respostas de patdgenos a determinados insetos (Lockey 1985, 1988, Wang & St. Leger 2005,
Golebiowski et al. 2008).

Ja foi demonstrado que fendis, quinonas e lipidios presentes na cuticula tém profundo
efeito na adesdo, germinacao e diferenciacdo de apressorios dos conidios, e que podem inibir
(ou, por vezes, estimular) o crescimento dos fungos (Sosa-Gomez et al. 1997, Gillespie et al.,
2000, James et al. 2003, Howard & Lord 2003, 2004). Os efeitos inibitérios podem ocorrer
pela acdo fungilitica ou fungistatica dos componentes epicuticulares, ou ainda, esta camada de
lipidios pode funcionar como uma barreira até a matriz de quitina do exoesqueleto do inseto,
impedindo o conidio de entrar em contato com nutrientes e outros sinais que desencadeiam a
germinacao (James et al 2003).

Varios estudos tém mostrado os efeitos dos lipidios epicuticulares (em compostos
extraidos ou puros) nos processos iniciais da infeccdo pelos patdégenos, conforme observado
por Sosa-GOomez et al. (1997) para o percevejo-verde-da-soja Nezara virdula (F.)
(Heteroptera: Pentatomidae) com o fungo M. anisopliae. Esse efeito tambem foi observado
com outras especies de fungos e pragas (Smith & Grula 1982, El Sayed et al. 1991, Bultt et al.
1995, Kirkland et al. 2004, Ment et al. 2010, Boyle & Cutler 2012).

Neste sentido, considerando que o percevejo-marrom-da-soja Euschistus heros (F.)
(Heteroptera: Pentatomidae) apresenta uma inerente tolerancia a infeccdo por fungos

entomopatogénicos (Moscardi et al. 1985, Sosa-Gdémez & Moscardi 1998, Sosa-Gomez et al.,
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1997), é possivel que os lipidios epicuticulares possam exercer importante papel na dinamica
da infeccdo neste caso, sendo que estudos sdo necessarios para avaliar esta relagéo.

A evolucdo da doenca também pode estar relacionada ao estado nutricional do inseto
(Shah et al. 2005, Sosa-Gomez 2012), e condicdes nutricionais inadequadas podem facilitar o
processo de infeccdo, aumentando a susceptibilidade aos fungos (Santiago-Alvarez et al.
2006, Lord 2010).

Assim, acredita-se que o alimento em que 0s percevejos sdo criados pode apresentar
efeito qualitativo na composicdo lipidica da epicuticula, e o presente trabalho foi realizado
visando a avaliar as possiveis relacbes existentes entre diferentes combinacbes de dietas
naturais utilizadas por E. heros e sua influéncia nos estagios iniciais da infeccdo (adesao,
germinacdo e formacdo de apressorios) pelos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M.

anisopliae.

Material e Métodos

Manutenc&o dos insetos e dos isolados fungicos.

Todas as fases da criacdo estoque de E. heros foram mantidas em salas climatizadas
com temperatura de 26+2°C, UR de 60+10% e fotofase de 14 horas, segundo metodologia de
criagdo modificada de Silva et al. (2008). Posterior a ecloséo, as ninfas foram mantidas em
gerbox até o 4° instar, recebendo como alimento vagens frescas de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) e grdos ndo umedecidos de soja, amendoim-cavalo (Arachis hypogaea L.) e girassol
(Helianthus annus L.). Apos este periodo, as ninfas de 5° instar foram transferidas para
recipientes plasticos (16x16x25cm) com abertura coberta por tela metalica na lateral e tampa,

oferecendo-se além da dieta ja descrita, frutos de ligustro (Ligustrum lucidum Ait.). Foram



63

oferecidas tiras de tecido de algoddo para oviposicdo, e 0s ovos obtidos foram transferidos
para gerbox contendo papel de filtro umedecido, até a ecloséo.

Para compor os tratamentos avaliados, posturas obtidas na criacdo estoque foram
separadas em gerbox contendo a respectiva combinacdo de dieta natural exclusivamente,
mantendo-se 0s insetos sob esta alimentacdo durante todo seu desenvolvimento, sendo 0s
tratamentos: a) Padrdo (Vagens frescas de feijdo + grdos de soja, amendoim-cavalo, girassol),
b) Soja (Vagens frescas de feijdo + grdos de soja), ¢) Amendoim (Vagens frescas de feijdo +
grdos de amendoim-cavalo), d) Girassol (Vagens frescas de feijao + grdos de girassol), €)
Ervilha (Vagens frescas de feijdo + grdos ervilha Pisum sativum L.), f) Gergelim (Vagens
frescas de feijdo + grdos de gergelim Sesamum indicum L.). Apds 48 horas de emergéncia, as
exuvias de 5° instar e os adultos criados em cada dieta foram coletadas com pinca e
armazenados em frascos de vidro, mantendo-se em -20°C até a preparacdo dos extratos
cuticulares.

Em relacdo aos fungos, os isolados Unioeste 46 (B. bassiana) e Unioeste 22 (M.
anisopliae) obtidos na colecdo do Laboratério de Biotecnologia Agricola da Unioeste, foram
produzidos em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), incubando-se as placas por 7-
10 dias (26+1°C) para conidiogénese. As suspensdes foram preparadas misturando-se 0s
conidios em &gua deionizada, agitando-se em vortex por 5 min, e ultrasonicando por 5 min
para homogeneizacdo, procedendo-se as diluicbes seriadas para contagem em camara de
Neubauer e padronizacdo da concentracdo da suspensdo a ser utilizada (Alves & Moraes

1998). A viabilidade dos conidios foi avaliada previamente segundo Oliveira (2010).

Obtencéo e fracionamento dos extratos de compostos cuticulares de E. heros.
Foram realizadas extragdes dos compostos cuticulares de adultos e de exuvias de 5°

instar dos percevejos, para cada tratamento (Padrdo, Soja, Amendoim, Girassol, Ervilha e
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Gergelim) segundo metodologia adaptada de Sosa-Gomez et al. (1997). Para os adultos, 150
insetos criados em cada dieta testada foram prévia e duplamente lavados em agua deionizada,
e deixados em 30 mL de hexano P.A., por 5 min. em temperatura ambiente. O solvente foi
retirado e transferido para frascos tipo Scott, previamente tarados, concentrando-se as
amostras apds evaporacao com N, gasoso, fazendo-se a pesagem e ressuspensdo em hexano
para a concentracdo de 1 mg/mL, obtendo-se assim o extrato bruto. Os extratos brutos das
exuvias de 5° instar foram obtidos mantendo-se 500 mg destas (também duplamente lavadas
em agua deionizada previamente) a 70°C por 20 horas, em frascos com tampa contendo 30
mL de hexano. As demais etapas transcorreram conforme ja descrito, padronizando-se as
amostras em hexano para a concentracdo de 10 mg/mL.

Para o estudo do efeito dos componentes cuticulares de diferentes afinidades de
polaridade os extratos brutos de exudvias foram fracionados em colunas de silica
cromatografica de 5 cm. Para separacéo, as colunas foram sequencialmente eluidas com 5 mL
de hexano (Vetec®), CHCI; (Vetec®), e MeOH (Vetec®). Os solventes resultantes foram
evaporados e a ressuspensao foi realizada (10 mg/mL), em hexano para as fracoes de hexano
e CHCIs, e em isopropanol para as fragdes metandlicas. Todos os extratos e fracfes obtidos

foram armazenados a -20°C até o momento da utilizacéo.

Efeito dos compostos cuticulares na adesao dos conidios.

Utilizando-se metodologia adaptada de Sosa-Gomez et al. (1997) foram realizados
ensaios com os diferentes extratos obtidos de percevejos criados em cada dieta: i) extrato
bruto de adultos (5 pg/gota), ii) extrato bruto de exuvias (50 pg/gota), iii) fragdes hexanicas,
cloroférmicas e metanolicas dos extratos brutos de exdvias (50 pg/gota). Os componentes
extraidos foram aplicados sobre laminas de vidro em microgotas de 5 uL, evaporando-se 0s

solventes em temperatura ambiente. Os residuos dos extratos aderidos as laminas foram



65

delimitados com PapPen (Kiyota, International Inc., EUA) e sobre eles foi aplicada uma
suspensdo (75 pL) contendo 2x10° conidios/mL, incubando-se por 2 min. em temperatura
ambiente, e fazendo-se a lavagem com agua deionizada. Um minimo de 30 campos aleatorios
no microscépio sob o aumento de 400x foram avaliados para estimar a densidade dos

conidios em cada preparacao.

Efeito dos compostos cuticulares sobre a germinacdo e o comprimento do tubo
germinativo dos conidios.

Os mesmos extratos ja citados foram avaliados, depositando-se 5 uL em laminas de
vidro contendo uma fina camada de &gua-agarose (2%) (UltraPure, Gibco®, livre de
nutrientes) ou meio BDA (Himedia®), e evaporando-se os solventes em temperatura ambiente.
O tratamento Controle continha somente hexano, e também foi feita uma testemunha sem
hexano omitida nos resultados. Suspensdes de conidios contendo 10%/mL foram nebulizadas
por 10 segundos nas laminas (nebulizador pneumético portatil Soniclear®), as quais foram
incubadas em cAmara Umida a 26°C.

Apobs 18 e 20h, para B. bassiana e M. anisopliae respectivamente, a porcentagem de
germinacdo e o tamanho do tubo germinativo foram determinados com microscopio de
contraste de fase no aumento de 400x (adaptado de Sosa-Gomez et al. 1997). Foram contados
no minimo 100 conidios (germinados e ndo germinados) em cada lamina, e registrados em
campos aleatorios 20 medidas de tubos germinativos por tratamento com camera fotogréafica
acoplada ao microscopio.

No ensaio com o0s extratos brutos, as medidas foram realizadas posteriormente com o
auxilio do programa BelView 7 (BEL Engineering®, Monza, ITA). J4 no ensaio com as
fraghes, para que o tempo despendido na avaliagdo ndo influenciasse os resultados de

germinacdo (visto o grande volume de repeti¢cdes), as medidas dos tubos foram avaliadas
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considerando-se uma escala de 0-5, sendo (O=auséncia de tubo germinativo, 1=tubo menor
que o tamanho do conidio, 2=tubo do tamanho do conidio, 3=tubo com até o dobro do
tamanho do conidio, 4=tubo com até 4 vezes o tamanho do conidio, 5=tubo maior que 4 vezes
o tamanho do conidio).

Em todos os testes, foram preparadas 10 repeti¢cGes por tratamento e os ensaios foram
realizados aplicando-se um gota de 5uL dos extratos nas concentracGes de 5ug (extratos
brutos de adultos), 50ug (extratos brutos de exivias) e 50ug (fragdes hexanicas,

cloroférmicas e metandlicas do extrato bruto de exuvias).

Formacéo de apressorios sobre asas de E. heros.

Utilizando-se a asa metatoracica direita de E. heros, foi avaliada a frequéncia de
formacdo de apressorios dos fungos (adaptado de Wang & St. Leger 2005, Jarrold et al.
2007). Utilizaram-se as asas por serem finas, permitindo a avaliacdo. As asas oriundas de
percevejos criados em cada dieta foram dispostas sobre laminas de vidro colocando-se uma
microgota (5 pL) de agua para auxiliar na fixacdo. Suspensdes de conidios (10%/mL) dos
fungos foram nebulizadas por 20 segundos com o auxilio de um nebulizador pneumatico
portatil (Soniclear®) sobre as asas, as quais foram incubadas em camara Uimida (26+2°C e 14
horas fotofase). Apds 24h, a frequéncia de formacdo de apressérios foi registrada com
microscopio de contraste de fase, no aumento de 400x, avaliando-se 20 conidios por lamina,
em cada tratamento (R=100), com camera fotografica acoplada ao microscopio. As avaliacbes
foram realizadas sempre em conidios germinados que se encontravam entre as nervuras
subcostal e R1 das asas, registrando-se e, posteriormente, analisando as imagens obtidas com

0 auxilio do programa ja citado (BelView 7).
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Anélises estatisticas.

Todos os experimentos foram realizados no delineamento experimental inteiramente
aleatorizado, sendo os dados transformados quando necessario (Transformacdo em
arcsen/x/100 para porcentagem de germinagdo, e Log ( y) para comprimento do tubo
germinativo). As andlises foram realizadas utilizando-se os programas estatisticos Sas/Stat
(Sas 2003) e Assistat (Silva & Azevedo 2006). Nos experimentos de adesdo, germinacgéo, e
frequéncia de formacao de apressorios os dados foram avaliados quanto a variancia pelo teste
F (ANOVA), sendo as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). As
comparacGes de médias dos dados de tamanho do tubo germinativo nas fracbes foram

realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Resultados

Efeito dos extratos brutos de compostos cuticulares na adesao dos conidios.

Verificou-se que os extratos de compostos cuticulares de adultos e exuvias de E. heros
serviram como substrato para adesdo dos conidios de ambos os fungos, e os resultados
mostraram que a dieta de criacdo possivelmente conferiu caracteristicas distintas a cuticula
dos percevejos.

Nos extratos de adultos (Tabela 1), para B. bassiana, a maior adeséo foi observada no
tratamento Ervilha, seguido por Girassol e Gergelim. Os extratos Padrdo, Soja e Amendoim
ndo promoveram a adesdo de conidios (F=20,5, P<0,0001). Para M. anisopliae, os resultados
foram semelhantes, com maior adesdo em Ervilha, seguido por Gergelim e Padrdo. Os
tratamentos Soja, Amendoim e Girassol ndo diferiram da adesdo minima obtida no tratamento

Controle (Hexano) (F=17,7, P<0,0001).
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Nos extratos de exdvias (Tabela 1), os conidios de B. bassiana apresentaram maior
adesdo nos tratamentos Soja, Amendoim, Ervilha e Gergelim, na comparacao aos tratamentos
Controle e Padrédo (F=6,6, P<0,0001). Para M. anisopliae, a maior adeséo foi proporcionada
apenas pelo tratamento Gergelim, seguido por Padrdo e Ervilha. Destaque negativo para 0s
tratamentos Amendoim e Girassol, que promoveram menor adesdo de conidios que o

tratamento Controle (F=21,5, P<0,0001).

Tabela 1. Adesdo de conidios (n°/campo de microscopio) dos fungos Beauveria bassiana
(Unioeste 46) e Metarhizium anisopliae (Unioeste 22) sobre diferentes concentrages de
extratos cuticulares crus, obtidos em adultos (5ug) e exudvias (50 pg) de Euschistus heros
alimentados em diferentes combinacGes de dietas naturais. Os extratos foram evaporados em
laminas de vidro a temperatura ambiente.

. Adultos (5ug de extrato/gota) Exuvias (50 pg de extrato/gota)
Tratamentos N
Unioeste 46 Unioeste 22 Unioeste 46 Unioeste 22
CONTROLE 30 16%0,1C 1,9+0,1C 1,7+0,1C 41+05D
PADRAO 30 18%0,1C 39+0,68B 1,7+0,1C 86+03B
SOJA 30 24+04C 22+02C 31+01A 55+06D
AMENDOIM 30 15%0,1C 15+02C 35+03A 25+03E
GIRASSOL 30 42+04B 12+0,1C 26+028B 31+0,1E
ERVILHA 30 66+02A 6,6+02A 42+02A 6,6+0,7C
GERGELIM 30 45+04B 45+04B 3504 A 109+0,2 A
C.V. 26,5% 20,0% 25,3% 22,3%

Médias (+EPM) seguidas pela mesma letra na coluna, em cada fungo, ndo diferem entre si segundo teste de
Scott-Knott (P<0,05). ‘Extratos de lipidios cuticulares obtidos de percevejos (adultos ou exuvias) criados nas
dietas: PADRAO: vagens de feijdo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de feijdo e gréos de soja,
AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e grdos de girassol,
ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de gergelim,
CONTROLE: evaporou-se previamente hexano na lamina.

Efeito das fragdes hexanicas, cloroférmicas e metandlicas na adeséo dos conidios.

Foi possivel observar para ambos os fungos, que poucos extratos favoreceram o
processo de adeséo (Tabelas 2 e 3).

Para o fungo B. bassiana na fragdo hexanica, os tratamentos Padréo e Soja conferiram

menor adesdo aos conidios que o tratamento Controle, e 0s demais tratamentos nao diferiram
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significativamente deste ultimo (F=3,3, P<0,05). Na fracdo cloroférmica, os extratos dos
percevejos criados em Soja, Amendoim e Girassol apresentaram maior adesdo que no
Controle e demais tratamentos (F=4,6, P<0,0001). A fracdo metanodlica de nenhum tratamento
forneceu substrato para adesdo, podendo ter inclusive promovido a repeléncia dos conidios,
tendo em vista os reduzidos valores em relacdo ao tratamento Controle (F=43,6, P<0,0001)
(Tabela 2). Na comparacdo entre as fracdes, analisando-se as diferencas em cada tratamento,
os valores verificados na fracdo cloroférmica sempre estiveram dentre os maiores nimeros de

conidios aderidos.

Tabela 2. Adesdo de conidios (n°campo de microscépio) do fungo Beauveria bassiana sobre
fracOes de lipidios cuticulares (50ug) extraidos de extvias de 5° instar de Euschistus heros,
alimentados em diferentes combinacgdes de dietas naturais. Os extratos foram separados por
polaridade em colunas de silica com Hexano, Cloroférmio e Metanol, e evaporados em
laminas de vidro a temperatura ambiente.

Tratamentos’ N HEXANO CLOROFORMIO  METANOL
CONTROLE 30 2,5+0,1 Aa 2,5+0,1Ba 2,5+0,1 Aa
PADRAO 30 2,0+0,2Bb 3,0+0,1Ba 0,5+0,1Cc
SOJA 30 1,5+0,2 Bb 39+0,2 Aa 1,0+ 0,1 Bb
AMENDOIM 30 3,0+0,2 Aa 3,4+0,2 Aa 0,5+0,1Cbh
GIRASSOL 30 2,4+0,1 Ab 3,4+0,1Aa 0,3+0,1Cc
ERVILHA 30 2,8+0,2 Aa 2,8+0,2 Ba 0,8+ 0,0 Bb
GERGELIM 30 25+0,2 Aa 2,6+0,1Ba 0,7+0,1Bb
C.V. 22,6% 15,4% 24,3%

Médias (+tEPM) seguidas pela mesma letra mintscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre si
segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). 'Extratos de lipidios cuticulares obtidos de extvias de 5° instar de
percevejos criados nas dietas: PADRAO: vagens de feijéo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de
feijdo e grdos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL: vagens de feijéo e
grdos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e gréos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e gréos de
gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano na lamina.

Quanto ao fungo M. anisopliae (Tabela 3), na fragdo hexanica, os tratamentos
Amendoim e Girassol ndo diferiram do Controle. J& os tratamentos Padrdo, Soja, Ervilha e
Gergelim apresentaram adesdo de conidios menor que os demais (F=7,4, P<0,0001). Contudo,

na fragdo cloroférmica, os tratamentos Amendoim, Girassol, Ervilha e Gergelim prejudicaram
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a adesdo, apresentando valores inferiores a Controle, Padrdo e Soja (F=15,4, P<0,0001). Na
fracdo metanolica, tal como observado para o outro fungo, todos os tratamentos afetaram a
adesdo, apresentando menor nimero de conidios aderidos do que o observado no tratamento

Controle (F=14,0, P<0,0001).

Tabela 3. Adesdo de conidios (n°/campo de microscopio) do fungo Metarhizium anisopliae
sobre fracBes de lipidios cuticulares (50ug) extraidos de exuvias de 5° instar de Euschistus
heros, alimentados em diferentes combinacdes de dietas naturais. Os extratos brutos foram
fracionados por polaridade em colunas de silica com Hexano, Cloroférmio e Metanol, e
evaporados em laminas de vidro a temperatura ambiente.

Tratamentos’ N HEXANO CLOROFORMIO METANOL
CONTROLE 30 1,2+0,1 Aa 1,2+0,1 Aa 1,2+0,1 Aa
PADRAO 30 0,7+0,1Ba 1,0+0,1 Aa 0,1+0,0Bb
SOJA 30 0,9+0,1Ba 1,0+0,1 Aa 0,1+0,0Bb
AMENDOIM 30 1,4+0,2 Aa 0,3+0,0Bb 0,2+0,1Bb
GIRASSOL 30 1,9+0,2 Aa 0,6+0,0Bb 0,1+0,0Bc
ERVILHA 30 0,5+0,1Ba 0,4+0,0 Ba 0,4+0,1Ba
GERGELIM 30 0,5+0,1Ba 0,2+ 0,0 Bab 0,1+0,0Bb

C.v. 19,9% 21,2% 28,3%

Médias (+tEPM) seguidas pela mesma letra minGscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem entre si
segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). 'Extratos de lipidios cuticulares obtidos de exlvias de 5° instar de
percevejos criados nas dietas: PADRAO: vagens de feijéo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de
feijdo e grdos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e
grdos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e graos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de
gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.

Efeito dos compostos cuticulares sobre a germinacdo e o comprimento do tubo
germinativo dos conidios (extratos brutos).

Constatou-se que os extratos brutos de adultos e exuvias de E. heros em varios
tratamentos apresentaram efeito, suprimindo ou estimulando a germinagdo e o tamanho do
tubo germinativo dos conidios de B. bassiana e M. anisopliae.

No ensaio com 0s extratos obtidos dos adultos (5ug), observou-se para o fungo B.

bassiana (Tabela 4) que os tratamentos Padrdo, Girassol, Ervilha e Gergelim promoveram a
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germinacdo superando os valores do tratamento Controle (F=324,6, P<0,0001). O tubo
germinativo dos conidios teve seu crescimento estimulado em quase todos os tratamentos e,
em ambos 0s meios de cultura, com excecdo do tratamento Soja no qual os tubos
apresentaram em media 52,7 um, ndo diferindo do Controle em meio BDA (F=48,4,

P<0,0001).

Tabela 4. Germinacdo (%) e tamanho do tubo germinativo de conidios do fungo Beauveria
bassiana em extratos de lipidios cuticulares (5ug) de Euschistus heros adultos, ap6s 18 horas
de incubacdo (26+£2°C, UR: 60£10%, fotofase: 14hs). Os extratos foram evaporados sobre
meio Agarose-agua ou BDA antes da aplicacao.

% de germinagéo

Tubo germinativo (um)

Tratamentos®
Agarose BDA Agarose BDA

CONTROLE 55+0,4Cb 87,2+ 2,7Ba 9,1+05Chb 48,3+ 1,9 Ba
PADRAO 13,8+£0,8Bb 93,6 £0,4 Aa 21,1+£2,7Bb 67,2+ 1,3 Aa
SOJA 6,0+£0,7Cb 94,1+£0,3 Aa 16,8+ 1,5Bb 52,7+ 0,9 Ba
AMENDOIM 6,5+0,8Cb 95,4+0,5 Aa 16,9+ 0,8 Bb 66,5+ 4,4 Aa
GIRASSOL 10,8 +1,3Bb 96,1 +0,6 Aa 199+15Bb 65,4 £ 3,2 Aa
ERVILHA 12,1+0,5Bb 95,2+0,6 Aa 16,3+ 1,5Bb 56,2+ 1,4 Ba
GERGELIM 22,3+ 2,2 Ab 92.9+0,9 Aa 28,7+2,9 Ab 84,5+44 Aa

C.V. 7,0% 5,9%

Médias (:tEPM) seguidas pela mesma letra minGscula na linha e mailscula na coluna, em cada parametro, nao
diferem entre si segundo teste fatorial de Scott-Knott (P<0,05). Significancia da interagdo: porcentagem de
germinacdo (p=0,0001), comprimento do tubo germinativo (p=0,1936). Dados originais apresentados. Para

andlise, os dados foram transformados em arcsen/ x/100 (porcentagem de germinagdo) e Log ()

(comprimento do tubo germinativo). ‘Extratos de lipidios cuticulares obtidos de percevejos adultos criados nas
dietas: PADRAO: vagens de feijéo, grios de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de feijio e gréos de soja,
AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL: vagens de feijdo e grdos de girassol,
ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de gergelim,
CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.

Para M. anisopliae (Tabela 5), conforme observado no meio Agarose, todos 0s
tratamentos causaram aumento na porcentagem de germinagdo (F=310,4, P<0,0001). Todos
o0s tratamentos promoveram também o crescimento do tubo germinativo em meio Agarose,
com destaque para o tratamento Gergelim que foi 0 Unico a apresentar crescimento superior

ao Controle também em BDA, com média de 187,2 um (F=20,5 P<0,0001).
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Tabela 5. Germinacdo (%) e tamanho do tubo germinativo de conidios do fungo Metarhizium
anisopliae em extratos de lipidios cuticulares (5ug) de Euschistus heros adultos, apds 20
horas de incubacdo (26+£2°C, UR: 60+10%, fotofase: 14hs). Os extratos foram evaporados

sobre meio Agarose-agua ou BDA antes da aplicacao.

% de germinacéo

Tubo germinativo (um)

Tratamentos®
Agarose BDA Agarose BDA
CONTROLE 10,2+ 0,8 Fb 91,9+0,7 Aa 21,7+1,8Bb 89,1+4,7Ba
PADRAO 66,7 = 1,8 Bb 929+11Aa 46,2 + 6,6 Ab 162,7 £ 10,7 Ba
SOJA 25,7+ 0,7 Db 93,0+£0,6 Aa 35,2+2,2Ab 152,1 £ 8,7 Ba
AMENDOIM 15,7+ 0,4 Eb 91,9+0,8 Aa 48,2 £8,7 Ab 141,4 £ 9,3 Ba
GIRASSOL 753+1,7 Ab 94,1 +0,6 Aa 43,8+4,9Ab 137,6 £9,1 Ba
ERVILHA 53,9+0,9Cb 949+04 Aa 40,1+ 3,1 Ab 126,7 £ 14,6 Ba
GERGELIM 559+1,3Chb 92,4 +£0,3 Aa 545+2,1Ab 187,2 £ 7,3 Aa
C.V. 4,2% 7,3%

Médias (£tEPM) seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna, em cada parametro, nao
diferem entre si segundo teste fatorial de Scott-Knott (P<0,05). Significancia da interagdo: porcentagem de
germinacdo (p<0,0001), comprimento do tubo germinativo (p=0,4886). Dados originais apresentados. Para

andlise, os dados foram transformados em arcsen+/ x/100 (porcentagem de germinagdo) e Log ()

(comprimento do tubo germinativo). *Extratos de lipidios cuticulares obtidos de percevejos adultos criados nas
dietas PADRAO: vagens de feijdo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de feijio e gréos de soja,
AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL: vagens de feijdo e grdos de girassol,
ERVILHA: vagens de feijio e grdos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de gergelim,
CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.

Nos extratos de exuvias na menor concentracdo (5ug), os conidios do fungo B.
bassiana (Tabela 6) tiveram a germinagdo no meio Agarose promovida em todos o0s
tratamentos (F=553,2, P<0,0001). Por outro lado, mesmo com pouca intensidade, foi
observada influéncia negativa na germinagdo de conidios no meio BDA, ocasionada pelos
tratamentos Padrdo, Soja, Amendoim e Girassol. Nao foi verificado efeito no tamanho dos
tubos germinativos para nenhum tratamento (F=80,8, P<0,0001). Todos os extratos (5ug) de
exUvias de percevejos apresentaram incremento na germinacéo de conidios de M. anisopliae

(Tabela 7), somente no meio agarose (F=133,4, P<0,0001). Os tratamentos Padrdo, Soja,
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Ervilha e Gergelim produziram tubos germinativos mais longos também neste meio de cultura

(F=17,7, P<0,0001).

Tabela 6. Germinacao (%) e tamanho do tubo germinativo de conidios do fungo Beauveria
bassiana em extratos de lipidios cuticulares (5ug) obtidos em exdvias de 5° instar de
Euschistus heros, apds 18 horas de incubacdo (26£2°C, UR: 60£10%, fotofase: 14hs). Os
extratos foram evaporados sobre meio Agarose-agua ou BDA antes da aplicacdo.

% de germinacéo

Tubo germinativo (pm)

Tratamentos®
Agarose BDA Agarose BDA

CONTROLE 2,6 0,7 Db 955+04 Aa 9,6 +0,5Ab 74,5+ 0,7 Aa
PADRAO 8,4+£0,6 Bb 92,2+0,7Ba 11,8+ 0,4 Ab 48,3 £2,6 Aa
SOJA 10,2+£0,3Bb 88,7 £0,5Ba 12,3+1,2 Ab 67,7 £ 6,8 Aa
AMENDOIM 53+1,3Cb 90,3+0,5Ba 10,9+ 0,3 Ab 57,9+ 3,3 Aa
GIRASSOL 57+0,9Cb 89,5+ 0,7 Ba 8,3+0,3 Ab 51,7 +£2,7 Aa
ERVILHA 15,0+ 0,4 Ab 955+0,4 Aa 10,7+ 0,5 Ab 63,2+ 4,6 Aa
GERGELIM 14,7 £ 0,8 Ab 92,7+ 0,8 Ba 13,1+ 0,9 Ab 59,4+41 Aa

C.V. 5, 7% 6,2%

Médias (£tEPM) seguidas pela mesma letra mintscula na linha e maitscula na coluna, em cada parametro, nao
diferem entre si segundo teste fatorial de Scott-Knott (P<0,05). Significancia da interagdo: porcentagem de
germinacdo (p<0,0001), comprimento do tubo germinativo (p=0,1199). Dados originais apresentados. Para

andlise, os dados foram transformados em arcsen+/ x/100 (porcentagem de germinagdo) e Log ()

(comprimento do tubo germinativo). ‘Extratos de lipidios cuticulares obtidos de extvias de 5° instar de
percevejos criados nas dietas PADRAO: vagens de feijdo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de
feijdo e grdos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL: vagens de feijéo e
gréos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de
gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.
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Tabela 7. Germinacdo (%) e tamanho do tubo germinativo de conidios do fungo Metarhizium
anisopliae em extratos de lipidios cuticulares (5ug) obtidos em exlvias de 5° instar de
Euschistus heros, apds 20 horas de incubacdo (26+£2°C, UR: 60£10%, fotofase: 14hs). Os
extratos foram evaporados sobre meio Agarose-agua ou BDA antes da aplicacdo.

% de germinacéo Tubo germinativo (um)

Tratamentos®
Agarose BDA Agarose BDA
CONTROLE 16,0+28Bb 96,6 £0,9 Aa 31,0+£6,7Bb 120,5+ 6,2 Aa
PADRAO 269+223Ab 96,3%+0,4 Aa 37,1+£2,0Ab 121,0 £ 3,6 Aa
SOJA 254+29Ab  933x+14Aa 35,0+ 3,0Ab 119,2 £ 8,1 Aa
AMENDOIM 21,1+13Ab  953+15Aa 24,4+ 3,1Bb 87,8+5,6 Aa
GIRASSOL 230+£14Ab  946+0,7 Aa 25,8+ 3,2Bb 103,2 £ 6,4 Aa
ERVILHA 308+1,1Ab 983+0,8Aa 50,0£1,3Ab  103,2+ 14,7 Aa
GERGELIM 22,7+1,2 Ab 96,6 £ 0,7 Aa 36,5+35Ab 111,5+10,2 Aa
C.V. 7,3% 7,7%

Médias (£tEPM) seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna, em cada parametro, nao
diferem entre si segundo teste fatorial de Scott-Knott (P<0,05). SignificAncia da interagdo: porcentagem de
germinacdo (p=0,0842), comprimento do tubo germinativo (p=0,2497). Dados originais apresentados. Para

andlise, os dados foram transformados em arcsen+ x/100 (porcentagem de germinagdo) e Log ()

(comprimento do tubo germinativo). ‘Extratos de lipidios cuticulares obtidos de ex(vias de 5° instar de
percevejos criados nas dietas PADRAO: vagens de feijdo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de
feijdo e grdos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e
gréos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de
gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.

Ja nos ensaios com o0s extratos de exdvias na maior concentra¢do (50ug), para B.
bassiana (Tabela 8) somente o tratamento Ervilha causou aumento na germinacdo de
conidios, conforme observado no meio Agarose (F=197,8, P<0,0001). Por outro lado, os
tratamentos Padrdo, Amendoim e Girassol reduziram a germinacdo neste mesmo meio. No
meio de cultura BDA, ressalta-se o efeito negativo na viabilidade ocasionado por todos os
tratamentos, com destaque para Amendoim, Girassol e Gergelim, cujos extratos
demonstraram forte inibicdo da germinagdo. Estes mesmos tratamentos afetaram de maneira
mais acentuada também o crescimento de tubos germinativos visto no meio BDA (F=12,5,

P<0,0001).
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Tabela 8. Germinacdo (%) e tamanho do tubo germinativo de conidios do fungo Beauveria
bassiana em extratos de lipidios cuticulares (50ug) obtidos em exuvias de 5° instar de
Euschistus heros, apds 18 horas de incubacdo (26+£2°C, UR: 60£10%, fotofase: 14hs). Os

extratos foram evaporados sobre meio Agarose-agua ou BDA antes da aplicacdo.

% de germinacéo

Tubo germinativo (pm)

Tratamentos’
Agarose BDA Agarose BDA

CONTROLE 73+1,1Bb 91,7+ 0,8 Aa 11,2+ 0,8 Ab 345124 Aa
PADRAO 35+09Chb 58,0+ 0,8 Ca 11,5+ 1,2 Aa 19,2+ 0,8 Ba
SOJA 9,7+11Bb 58,9+0,9 Ca 10,4+ 0,9 Ab 236+1,1Ba
AMENDOIM 2,5+0,7Ca 4,7+0,3Da 8,3+ 0,6 Aa 9,6+0,4Ca
GIRASSOL 2,4+0,7Ca 3,9+0,8Da 10,6 + 0,8 Aa 8,3+0,5Ca
ERVILHA 25,2+ 2,3 Ab 65,9+ 0,9 Ba 148+1,1Aa 25,9+ 3,4 Ba
GERGELIM 6,3+ 0,4 Ba 3,2+0,3Db 10,6 + 0,8 Aa 13,7+ 1,7Ca

C.V. 11,7%

Médias (£tEPM) seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna, em cada parametro, ndo
diferem entre si segundo teste fatorial de Scott-Knott (P<0,05). SignificAncia da interagdo: porcentagem de
germinacdo (p<0,0001), comprimento do tubo germinativo (p<0,0001). Dados originais apresentados. Para

andlise, os dados foram transformados em arcsen+/ x/100 (porcentagem de germinagdo) e Log ()

(comprimento do tubo germinativo). ‘Extratos de lipidios cuticulares obtidos de extvias de 5° instar de
percevejos criados nas dietas PADRAO: vagens de feijdo, grios de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de
feijdo e grdos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e
gréos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de
gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.

O fungo M. anisopliae (Tabela 9) apresentou respostas semelhantes, com o tratamento
Ervilha aumentando a germinacdo de conidios em meio Agarose, e todos 0s extratos
reduzindo-a em meio BDA (F=124,5, P<0,0001). Os destaques negativos sdo dos tratamentos
Padrdo, Amendoim, Girassol e Gergelim, nos quais a germinacgdo foi inferior aos 4% em
ambos 0s meios de cultura. Estes mesmos tratamentos afetaram fortemente o crescimento de
tubos germinativos em ambos os meios de cultura (F=10,0, P<0,0001), corroborando 0s

resultados obtidos na avaliagdo da germinacao.
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Tabela 9. Germinacdo (%) e tamanho do tubo germinativo de conidios do fungo Metarhizium
anisopliae em extratos de lipidios cuticulares (50ug) obtidos em exdvias de 5° instar de
Euschistus heros, apds 20 horas de incubacdo (26+£2°C, UR: 60£10%, fotofase: 14hs). Os
extratos foram evaporados sobre meio Agarose-agua ou BDA antes da aplicacdo.

L % de germinagéo Tubo germinativo (um)
Tratamentos
Agarose BDA Agarose BDA
CONTROLE 228+06Bb  91,7+0,8 Aa 23,7+15 Aa 52,2+2,2 Aa
PADRAO 2,1+0,3Ca 35+0,8Ca 7,8+0,3 Aa 9,9+0,4 Aa
SOJA 240+15Bb  68,9+0,6 Ba 23,7+1,4 Aa 26,0+25 Aa
AMENDOIM 0,8+0,3 Da 0,5+0,2 Da 42+15Ba 33+12Ba
GIRASSOL 0,5+0,2 Da 0,0+ 0,0 Da 45+18Ba 22+14Ba
ERVILHA 53,6 £5,9 Aa 70,0 £ 2,2 Ba 22,2+ 2,6 Aa 17,8 £ 0,5 Aa
GERGELIM 0,4+0,2Da 31+0,9Ca 25+1,6Bb 135+1,3 Aa
C.V. 19,1% 23,0%

Médias (£tEPM) seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, em cada parametro, nao
diferem entre si segundo teste fatorial de Scott-Knott (P<0,05). SignificAncia da interagdo: porcentagem de
germinacdo (p<0,0001), comprimento do tubo germinativo (p=0,0241). Dados originais apresentados. Para

andlise, os dados foram transformados em arcsen+ x/100 (porcentagem de germinagdo) e Log ()

(comprimento do tubo germinativo). ‘Extratos de lipidios cuticulares obtidos de ex(vias de 5° instar de
percevejos criados nas dietas PADRAO: vagens de feijdo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de
feijdo e grdos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e
gréos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha, GERGELIM: vagens de feijdo e grdos de
gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.

Efeito das fracdes hexanicas, cloroformicas e metandlicas sobre a germinacdo e o
comprimento do tubo germinativo dos conidios

No estudo do efeito das fracdes, para o fungo B. bassiana (Tabela 10) praticamente
todos os tratamentos promoveram incremento da germinagdo, em todas as fracOes, com
excecdo do tratamento Amendoim na fracdo metandlica, o qual ndo diferiu significativamente
do Controle (F=99,1, P<0,0001). Com relacdo ao tamanho dos tubos germinativos (Tabela
11), foi possivel observar que o tratamento Amendoim, nas fragdes hexanica e cloroférmica
(em BDA), e o tratamento Gergelim (em Agarose) na fragdo cloroférmica afetaram o

crescimento, apresentando menores valores que os observados no tratamento Controle.
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Para o fungo M. anisopliae (Tabela 12), algumas fracGes demonstraram efeito
positivo, promovendo a germinacgédo de conidios em Agarose e, em contrapartida, reduzindo a
porcentagem de germinacdo em BDA com relacdo ao tratamento Controle.

Na fracdo hexanica, todos os tratamentos demonstraram aumento de germinagdo no
meio Agarose. JA& no meio BDA, os tratamentos Padrdo, Amendoim, Girassol e Gergelim
reduziram a germinacdo de conidios (F=32,6, P<0,0001). Na fracdo cloroférmica, a
germinacdo em Agarose foi maior em todos os tratamentos que continham os extratos, com
relacdo ao Controle, destacando-se o tratamento Gergelim que apresentou valores superiores a
74% de viabilidade. No meio de cultura BDA, somente o tratamento Padrdo ndo apresentou
efeitos negativos na germinacdo (F=29,8, P<0,0001). Na fracdo metandlica, destaque para o
aumento de germinacdo visto nos tratamentos Ervilha e Gergelim no meio Agarose, que
demonstraram valores acima dos 58% de viabilidade. Todos os tratamentos prejudicaram a
germinacdo no meio BDA, com destaque para os tratamentos Soja, Amendoim e Girassol que
apresentaram os menores valores de viabilidade de conidios em ambos os meios de cultura

(F=43,1, P<0,0001).
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Tabela 10 Germinacdo (%) de conidios do fungo Beauveria bassiana em fragdes de lipidios cuticulares (50pg) obtidos em exuvias de 5° instar de
Euschistus heros, ap6s 18 horas de incubacdo (26+2°C, UR: 60+10%, fotofase: 14hs). Os extratos brutos foram fracionados por polaridade em colunas

de silica com Hexano, Cloroférmio e Metanol, e evaporados sobre meio Agarose-agua ou BDA antes da aplicacéo.

1 HEXANO CLOROFORMIO METANOL
Tratamentos
Agarose BDA Agarose BDA Agarose BDA

CONTROLE 6,9+1,2Chb 87,5+£0,7 Aa 6,9+1,2Chb 87,5+£0,7 Aa 6,9+1,2Bb 87,5+0,7 Aa
PADRAO 34,6 2,8 Ab 88,1+2,1Aa 32,3+x2,1Ab 86,1 +14 Aa 31,7+ 3,6 Ab 85,4+15Aa
SOJA 232+21Bb  852%12Aa 36,6+15Ab 878+1,7Aa 24,1+ 0,1 Ab 84,8+ 0,7 Aa
AMENDOIM 378+16Ab  842+11Aa 26,1+1,0Bb 87,8+12Aa 12,2+1,6Bb 86,3+ 1,5 Aa
GIRASSOL 30,5+2,1Ab 87,419 Aa 29,4+ 1,3Bb 87,1+1,1Aa 26,3+ 3,3 Ab 79,7+ 1,3 Aa
ERVILHA 275+14Bb 87, 7+0,5 Aa 24,2+0,3Bb  88,2+2,0Aa 32,8+15Ab 88,6 +£1,1Aa
GERGELIM  334+09Ab 854+19Aa 32,3+0,6 Ab 89,6+0,9Aa 30,3+ 3,4 Ab 85,2+1,2 Aa

C.V. 7,9% 6,6% 8,9%

Meédias (tEPM) seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maiuscula na coluna, em cada eluente, ndo diferem entre si segundo teste fatorial de Scott-Knott (P<0,05). Interacéo

significante em todos os eluentes. Dados originais apresentados. Para analise, os dados foram transformados em arcseny/x/100 (porcentagem de germinacdo). ‘Extratos de lipidios
cuticulares obtidos de extvias de 5° instar de percevejos criados nas dietas PADRAO: vagens de feijdo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de feijdo e grdos de soja,
AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e grdos de girassol, ERVILHA: vagens de feijao e grdos de ervilha, GERGELIM: vagens de
feijdo e gréos de gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o0 meio.
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Tabela 11. Tamanho do tubo germinativo (escala 0-5) de conidios do fungo Beauveria bassiana em fragGes de lipidios cuticulares (50ug) obtidos
em exuvias de 5° instar de Euschistus heros, ap6s 18 horas de incubacdo (26+£2°C, UR: 60+10%, fotofase: 14hs). Os extratos brutos foram
fracionados por polaridade em colunas de silica com Hexano, Cloroférmio e Metanol, e evaporados sobre meio Agarose-agua ou BDA antes da
aplicacao.

Tratamentos® HEXANO CLOROFORMIO METANOL
Agarose BDA Agarose BDA Agarose BDA

CONTROLE 22+03ABb 33%0,3Aa 23+x03Ab  33+0,3ABa 2,2+0,3 ABb 3,3+0,3 Aa
PADRAO 2,3+0,4 Ab 3,3+0,2 Aa 1,7+£0,3ABb 3,0+0,4 ABa 1,5+0,2Bb 3,210, 3 Aa
SOJA 14+23BCh 34+04Aa 23+02Ab  3,1+0,3ABa 1,4+0,2Bb 3,3+0,3 Aa
AMENDOIM 1,3+0,3Cb 3,2+0,4 Aa 1,8+02ABb 2,7+0,3Ca 1,8+0,2 ABb 3,2+0,3 Aa
GIRASSOL 19+0,2ABb  3,2+0,2 Aa 1,9+03ABb 3,3+0,2ABa 2,3+0,4 Ab 31+0,3 Aa
ERVILHA 15+02BCb 3,3%0,2Aa 20+03ABb 3,3%0,2ABa 2,6 0,3 Ab 3,3+0,3 Aa
GERGELIM  24+0,3Ab 3,3+0,2 Aa 1,4+0,2Bb 29+0,2BCa 1,4+0,2Bb 3,2+0,3 Aa

Médias (xEPM) seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, em cada eluente, ndo diferem entre si segundo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). As
medidas dos tubos foram avaliadas considerando-se uma escala de 0-5, sendo (O=auséncia de tubo germinativo, 1=tubo menor que o tamanho do conidio, 2=tubo do tamanho
do conidio, 3=tubo com até o dobro do tamanho do conidio, 4=tubo com até 4 vezes o tamanho do conidio, 5=tubo maior que 4 vezes o tamanho do conidio). ‘Extratos de
lipidios cuticulares obtidos de exdvias de 5° instar de percevejos criados nas dietas PADRAO: vagens de feijéo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de feijao e
gréos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e grdos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha,
GERGELIM: vagens de feijdo e graos de gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.
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Tabela 12. Germinacgdo (%) de conidios do fungo Metarhizium anisopliae em fragdes de lipidios cuticulares (50ug) obtidos em exuvias de 5°
instar de Euschistus heros, apds 20 horas de incubacdo (26+£2°C, UR: 60+10%, fotofase: 14hs). Os extratos brutos foram fracionados por
polaridade em colunas de silica com Hexano, Cloroférmio e Metanol, e evaporados sobre meio Agarose-agua ou BDA antes da aplicacao.

L HEXANO CLOROFORMIO METANOL
Tratamentos
Agarose BDA Agarose BDA Agarose BDA

CONTROLE 9,8+05Cbh  86,4+3,1Aa 9,8+0,5Db 86,4 £ 3,1 Aa 9,8+0,5Db 86,4 £ 3,1 Aa
PADRAO 60,6+21Aa 715+11Ba 540x+1,3Chb 87,3+£0,5 Aa 46,5+ 2,1 Bb 73,7+ 1,0Ba
SOJA 455+17Bb  79,9+0,7 Aa 58,6 +2,2Cbh  73,1+2,7Ba 29,8+2,1Ca 40,0+ 1,2 Da
AMENDOIM 492+39Bb 71,2+15Ba 588+19Cbh 678+36Ca 28,7+1,6Ca 40,5+ 1,9 Da
GIRASSOL 57,7+24Ab 72,7+28Ba 538+15Ca 64,7+34Ca 279+0,6 Ca 39,7+ 1,5Da
ERVILHA 62616 Ab 821+0,6Aa 67,7+ 1,7Bb 76,9 +1,5Ba 64,0 £1,3 Aa 69,8 + 1,6 Ba
GERGELIM 62, 7+21Aa 774+16Ba 74,6 £1,6 Aa 77,7+1,1 Ba 58,1+1,6 Aa 62,3+ 3,4 Ca

C.V. 8,4% 8,5% 9,4%

Médias (xEPM) seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna, em cada eluente, ndo diferem entre si segundo teste fatorial de Scott-Knott (P<0,05).

Interacdo significante em todos os eluentes. Dados originais apresentados. Para analise, os dados foram transformados em arcseny/x/100 (porcentagem de germinag&o).
'Extratos de lipidios cuticulares obtidos de extvias de 5° instar de percevejos criados nas dietas PADRAQ: vagens de feijdo, gridos de amendoim, soja e girassol, SOJA:
vagens de feijdo e gréos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e grdos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e gréos
de ervilha, GERGELIM: vagens de feijédo e grdos de gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.
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O tamanho do tubo germinativo também foi influenciado pelos tratamentos (Tabela
13), sendo que na fragdo hexanica todos promoveram maior crescimento dos tubos no meio
Agarose, se comparados ao Controle. No meio BDA, ao contrario, o tratamento Soja
prejudicou o desenvolvimento do fungo, apresentando menor crescimento. Na fracéo
cloroférmica, o tratamento Girassol nos meios Agarose e BDA afetou negativamente o
crescimento dos tubos germinativos, tal como ja havia sido verificado para germinacdo dos
conidios. Na fracdo metandlica, somente nos tratamentos Soja e Amendoim ndo se superou o
observado no Controle, e ressalta-se que estes mesmos tratamentos prejudicaram a
germinacdo conforme ja foi descrito anteriormente.

Para facilitar a discussdo dos efeitos ocasionados pelos diferentes extratos cuticulares
no desenvolvimento dos conidios fungicos, consideraram-se as seguintes relacdes: i) Efeito
positivo (quando o tratamento apresentou compostos que promoveram a germinacao/tamanho
do tubo no meio Agarose), ii) Efeito negativo (quando o tratamento reduziu a
germinacdo/tamanho do tubo no meio BDA), iii) Efeito duplo (quando o tratamento continha
compostos que promoveram a germinacgao/tamanho do tubo no meio Agarose, mas apresentou
efeito prejudicial no meio BDA), iv) N&o efeito (quando o tratamento ndo apresentou
diferenca relacionado ao Controle em nenhum parametro). A abordagem qualitativa foi

sintetizada na Tabela 14.
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Tabela 13. Tamanho do tubo germinativo (escala 0-5) de conidios do fungo Metarhizium anisopliae em frac6es de lipidios cuticulares (50ug)
obtidos em exuvias de 5° instar de Euschistus heros, apds 20 horas de incubacdo (26+2°C, UR: 60+10%, fotofase: 14hs). Os extratos brutos
foram fracionados por polaridade em colunas de silica com Hexano, Cloroférmio e Metanol, e evaporados sobre meio Agarose-agua ou BDA
antes da aplicacdo.

Tratamentos® HEXANO CLOROFORMIO METANOL
Agarose BDA Agarose BDA Agarose BDA

CONTROLE 0,4+£0,2Eb 4,0+0,6 Aa 25+0,7BCb  35+04Ba 2,1+0,5CDa 29+0,7Ca
PADRAO 1,9+0,7Cb  3,7+0,6 ABa 30+05BCb  34+0,7Ba 3504 Aa 3,8+0,5ABa
SOJA 2,8+0,7Ba 3,1+0,7Ba 3,8+0,4 Aa 4,1+0,5Aa 23+0,5Cb 3,2+0,6 BCa
AMENDOIM  2,4+0,7Cb 40+0,4 Aa 39+0,4 Aa 43+0,5Aa 1,8+0,7Db 2,8+0,6 Ca
GIRASSOL  4,2+0,3 Aa 42+0,5 Aa 1,9+0,5Da 29+0,7Ca 29+0,3Bb 43+0,4 Aa
ERVILHA 2,7+0,8Bb 43+0,5Aa 31+04Bb 3,7+05ABa 3,1+0,6 ABa 4,0+0,5Aa
GERGELIM  2,3%0,7Cb 4,2+0,3 Aa 3,5+0,6 Aa 39+0,5Aa 2,7+0,6 Bb 42+0,5Aa

Médias (xEPM) seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, em cada eluente, ndo diferem entre si segundo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). As
medidas dos tubos foram avaliadas considerando-se uma escala de 0-5, sendo (O=auséncia de tubo germinativo, 1=tubo menor que o tamanho do conidio, 2=tubo do tamanho
do conidio, 3=tubo com até o dobro do tamanho do conidio, 4=tubo com até 4 vezes o tamanho do conidio, 5=tubo maior que 4 vezes o tamanho do conidio) ‘Extratos de
lipidios cuticulares obtidos de exdvias de 5° instar de percevejos criados nas dietas PADRAO: vagens de feijéo, grdos de amendoim, soja e girassol, SOJA: vagens de feijio e
grdos de soja, AMENDOIM: vagens de feijdo e grdos de amendoim, GIRASSOL.: vagens de feijdo e grdos de girassol, ERVILHA: vagens de feijdo e grdos de ervilha,
GERGELIM: vagens de feijdo e graos de gergelim, CONTROLE: evaporou-se previamente hexano sobre o meio.
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Tabela 14. Andlise qualitativa dos efeitos ocasionados pelos diferentes extratos cuticulares de
adultos e exuvias de Euschistus heros nos conidios dos fungos Beauveria bassiana (Bb) e
Metarhizium anisopliae (Ma).

Adultos  Exuvias  Exuvias Fracdo Fracdo Fracéo
Tratamentos (5H0) (5H0) (50pg)  Hexénicas Cloroférmica  Metanodlica

Bb Ma Bb Ma Bb Ma Bb Ma Bb Ma Bb Ma

PADRAO + + + + - + + +/- + + +/-
SOJA + + + + - - + + + +/- + +/-
AMENDOIM + + + + - -+ + +/- +/- . +/-
GIRASSOL + + + + - - 4 + +/- +/- + +/-
ERVILHA + + + o+ 4 +H- o+ + + +/- + +/-
GERGELIM + + + « - -+ + +/- +/- + +/-

(+) Efeito positivo (quando o tratamento apresentou compostos que promoveram a germinagao/tamanho do tubo
no meio Agarose),

(-) Efeito negativo (quando o tratamento reduziu a germinagao/tamanho do tubo no meio BDA),

(+/-) Efeito duplo (quando o tratamento continha compostos que promoveram a germinagdo/tamanho do tubo no
meio Agarose, mas apresentou efeito prejudicial no meio BDA),

(*) Néo efeito (quando o tratamento ndo apresentou diferenga relacionado ao Controle).

Formacao de apressorio sobre asas de E. heros

No periodo avaliado, apesar de ter sido verificada germinacdo, ndo foi registrada a
formacdo de apressérios em conidios de B. bassiana nas asas de percevejos de nenhum
tratamento. Para o fungo M. anisopliae, em todas as dietas avaliadas observou-se essa
estrutura fungica (Fig. 1). No tratamento Soja, foi observado o maior indice de formagéo,
sendo que 7,5% dos conidios avaliados apresentavam apressorios formados (F=37,5;
P<0,0001; C.V.=16%). Nos tratamentos Girassol e Amendoim observaram-se apressorios em
5% dos conidios avaliados, e nos demais tratamentos (Asas obtidas nas dietas Padréo, Ervilha,

Gergelim) esta incidéncia foi menor, de apenas 2,5%.
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Fig. 1. Formacédo de apressorios em conidios de Metarhizium anisopliae sobre asas metatoracicas de
Euschistus heros criados em diferentes combinagdes de dietas naturais, apds 24 horas de incubacéo
(26+2°C, UR: 90+10%, fotofase: 14hs). Dietas: a) Padrdo, b) Soja, ¢c) Amendoim, d) Girassol, €)

Ervilha, f) Gergelim, Escala = 14um.

Discusséo

Foi demonstrado que alguns extratos brutos de adultos e extvias de E. heros
permitiram a adesdo dos conidios de B. bassiana e M. anisopliae, enquanto outros ndo
forneceram esta condicao. Para melhor compreender esta relagéo é preciso levar em conta 0s
processos que envolvem o primeiro contato entre fungo e hospedeiro. A interacdo da
epicuticula com conidios fungicos pode envolver complexos mecanismos de reconhecimento
especificos, por exemplo as glicoproteinas, e ndo especificos como a eletrostatica e a
hidrofobicidade (Fargues 1984), tendo assim, papel essencial no processo de adesdo dos
fungos e consequentemente no inicio da infeccdo (Boucias et al. 1988).

Como se observou na avaliagdo das fragbes (hexanicas, cloroférmicas e metanolicas),
somente as fra¢des cloroférmicas dos tratamentos Soja, Amendoim e Girassol serviram como
substrato para a adeséo de conidios de B. bassiana e 0s compostos presentes ndo permitiram a
adesdo de M. anisopliae. Esta diferenga de resposta para 0s compostos presentes nos extratos

oriundos dos diferentes solventes, indica que pode ocorrer efeito da dieta de criagdo sobre a
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composicdo da cuticula dos percevejos, e consequentemente, nos mecanismos de
reconhecimento especificos.

Quanto aos mecanismos nao especificos (eletrostatica e hidrofobicidade), no outro
lado da relacdo estdo os conidios, que no caso de B. bassiana e M. anisopliae possuem uma
camada hidrofobica que ajuda na disperséo, provéem protecdo contra a desidratacdo, mas sua
principal funcéo é auxiliar na adesao a cuticula do hospedeiro (Boucias et al. 1988, Hajek &
Eastburn 2003). A importancia destes mecanismos ndo especificos foi observada nos
resultados, constatando-se para ambos os fungos, que além de ndo servir como substrato para
a adesdo, 0s compostos polares presentes na fracdo metandlica repeliram os conidios, visto o
reduzido numero registrado nas avaliacbes quando comparados ao Controle (somente a
lamina de vidro). Evidenciou-se esta relacdo entre a adesdo dos conidios e a caracteristica de
polaridade destas fracdes de extratos, mostrando a baixa afinidade entre os conidios
hidrofobicos dos fungos B. bassiana e M. anisopliae e 0s componentes polares dos extratos.

Baseando-se nessas observacgdes, € provavel que a hidrofobicidade esteja dentre os
principais responsaveis pelas interacfes de adesdo no modelo inseto/patégenos aqui estudado.
Em seu trabalho, Boucias et al. (1988) demonstraram que lipidios extraidos de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) tiveram pouco efeito na adesdo de conidios, mas
ressaltaram que a estrutura da superficie da cuticula tem importante funcdo nesse processo.
Assim, apesar de ndo ter sido estudada neste trabalho, ndo se pode desconsiderar a
importancia da topografia da cuticula dos insetos na adesdo, e consequentemente, na
susceptibilidade/resisténcia a infeccdo fangica (Pedrini et al. 2007). Adicionalmente a estes
fatores, Pedrini et al. (2007) indicam que niveis adequados de nutrientes e componentes
epicuticulares podem servir como sinal para a adesdo dos conidios nos insetos.

Com relagéo as etapas posteriores a adesdo, estes fatores citados pelos autores tambem

desempenham fungbes importantes, principalmente na germinacdo e no crescimento
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vegetativo. Para que a infecgcdo seja bem sucedida € necessario que os nutrientes utilizaveis
pelos conidios estejam presentes e disponiveis na cuticula, e que na presenca de componentes
toxicos, estes propagulos sejam capazes de ignorar ou superar este efeito (Smith & Grula
1982).

A comparacdo dos resutados obtidos nos meios de cultura Agarose e BDA permitiu
inferir quais extratos possuem compostos com efeito promotor ou inibitério da germinacéo
(Tabela 14). Enquanto a Agarose que € livre de nutrientes (de acordo com o fabricante) nao
favorece a germinacdo, o meio BDA contém fontes de carbono, nitrogénio e demais
compostos essenciais ao desenvolvimento inicial dos conidios (Francisco et al. 2006, Gao et
al. 2007). O fato da porcentagem de germinacao de conidios em um tratamento com extrato
cuticular ser superior ao Controle no meio Agarose comprova que 0S componentes presentes
neste extrato serviram ao fungo como fontes nutricionais (exdgenas). Em contrapartida,
indices de germinacdo inferiores ao Controle no meio BDA demonstram o efeito negativo
deste extrato na germinacdo, por apresentar compostos que inibem os conidios nesta fase. A
mesma relacdo pode ser estabelecida com o crescimento do tubo germinativo.

Ressalta-se que foi observada germinacdo de conidios de ambos os fungos no meio
Agarose no tratamento Controle. Principalmente o fungo M. anisopliae, que apresentou
indices de germinacdo acima de 20% em um ensaio. Apesar de ndo se conhecer
completamente os mecanismos, dependendo da espécie de fungo, sabe-se que o inicio do
processo de germinacdo pode ser desencadeado também por fontes nutricionais enddgenas
(James 2001). Assim, tendo em vista o cuidado tomado no presente trabalho para que o meio
Agarose ndo tivesse residuos que pudessem servir como fonte de nutrientes para os fungos, e
considerando a caracteristica de ultrapureza da Agarose utilizada, é possivel afirmar que os
conidios dos isolados de B. bassiana e M. anisopliae aqui testados tenham utilizado suas

reservas endogenas para iniciar a germinacdo no meio ausente de nutrientes. I1sso também foi
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relatado por Ment et al. (2010), em seu trabalho com isolados de M. anisopliae. Porém, esse
fendmeno nao influenciou os resultados aqui obtidos e sé evidenciou ainda mais o efeito dos
extratos, pois foram observados diferentes implicacbes na relacdo entre extratos
cuticulares/conidios fingicos mesmo nos ensaios com maiores indices de germinacdo no
Controle em Agarose.

Desta forma, constatou-se que a dieta em que os percevejos foram alimentados
influenciou as caracteristicas da epicuticula, conferindo propriedades diferentes entre os
extratos/tratamentos. A condicdo de heterogeneidade na composicdo epicuticular tem
potencial de levar a diferentes respostas aos patdgenos (Wang & St. Leger 2005, Ortiz-Uriza e
Keyhani 2013), e foi exatamente isso 0 observado. Diversos tratamentos (extratos brutos e
fragdes) promoveram a germinacdo e também o crescimento do tubo germinativo das duas
espécies de fungo, demonstrando que 0s compostos presentes nos extratos, na auséncia de
fontes disponiveis, podem servir como substrato nutricional desencadeando 0
desenvolvimento inicial de um maior nimero de conidios. O efeito promotor da germinacao
também foi observado por Gindin et al. (2009) e Ment et al. (2010) para M. anisopliae, com
extratos de lipidios cuticulares de diferentes espécies de carrapatos.

Aqui, destaca-se o tratamento Ervilha, que nos extratos brutos de adultos e exuvias
sempre apresentou efeito positivo sobre os fungos, mesmo nos extratos na maior concentragdo
(50ug). Outro ponto a se destacar € que nesta maior concentracdo ficou evidente que o efeito
negativo na germinagdo e no crescimento de tubos germinativos é diretamente proporcional a
concentracdo dos compostos cuticulares. Todos os extratos de exdvias na maior concentracdo
demonstraram efeitos inibitorios ndo observados na menor.

Desde trabalhos mais antigos (Smith & Grula 1982, Kerwin 1984, Latge et al. 1987)
até recentemente, varios outros autores ja relataram a presenca de inibicdo da germinacéo e

desenvolvimento de fungos entomopatogénicos. Sosa-Gomez et al. (1997) demonstraram que
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extratos obtidos em exuvias de N. viridula inibiram a germinacdo de M. anisopliae. James et
al. (2003) constataram que lipidios cuticulares extraidos de ninfas de Bemisia argentifolii
(Sternorrhyncha: Aleyrodidae) prejudicaram a germinacdo de B. bassiana e Isaria
fumosorosea (Ascomycota: Cordycipitaceae). Também para B. bassiana, extratos cuticulares
hexanicos de Blissus leucopterus hirtus (Heteroptera: Lygaeidae) apresentaram acao inibitoria
na germinacéo de conidios (Boyle & Cutler 2012).

Apesar da dificuldade em se estabelecer comparacdes exatas com esses trabalhos
listados, em funcdo da diferenca de metodologia para obtencdo/padronizacdo dos extratos
cuticulares e as particularidades de cada inseto e espécie fungica, acredita-se que ndo somente
0 qualitativo, mas a quantidade de compostos utilizada pelos autores esteja relacionada a
resposta de inibicdo observada. Uma vez que, analisando-se a metodologia desses trabalhos,
verifica-se que a padronizacdo da concentracdo de compostos foi diferente da realizada aqui, e
possivelmente a concentracado testada pelos autores foi maior que 5ug por repeticao.

Corroborando nossa afirmacéo, ressalta-se o trabalho de Sosa-Gomez et al. (1997), no
qual os autores obtiveram em uma fracdo de lipidios cuticulares polares efeito promotor da
germinacdo de conidios na concentracdo de 5ug, e 0 mesmo extrato na concentracdo de 50ug
inibiu fortemente a germinacéo de M. anisopliae em meio de cultura BDA. Isto confirma que
a acao fungistatica de certos componentes cuticulares pode estar vinculada também a
concentracdo em que estes ocorrem (Smith & Grula 1982, Ortiz-Uriza e Keyhani 2013), e a
habilidade dos conidios em superar esta barreira tem papel essencial para o0 sucesso da
infeccdo, podendo inclusive explicar a resisténcia aos patdgenos (Szafranek et al. 2001,
Kirkland et al., 2004). E possivel que esta habilidade dos conidios esteja ligada & capacidade
de utilizar os compostos como fonte de nutrientes, os quais seriam degradados e
metabolizados quando em menor concentracdo. Ja em maiores concentragdes, os fungos

podem ndo ter capacidade de utilizacdo destes compostos, visto que ja foi comprovada a
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influéncia da concentracéo de carbono e da ralacdo carbono/nitrogénio no desenvolvimento de
fungos entomopatogénicos (Gao et al. 2007).

Considerando-se as propriedades de cada eluente, o fracionamento dos compostos
cuticulares resultou, presumivelmente, que os extratos hexanicos continham predominancia de
compostos ndo polares, os extratos cloroformicos compostos de polaridade intermediaria a
moderada, e os extratos metandlicos (polar protico) eram formados por compostos cuticulares
polares.

As avaliacBes com estas fracfes apresentaram resultados variados, com ocorréncia de
efeito promotor do desenvolvimento e ndo-efeito para B. bassiana, e todas as fracOes
apresentando inibicdo sobre a germinacdo de conidios do fungo M. anisopliae. Variacdo de
resultados semelhante foram observadas por Jarrold et al. (2007), que avaliando-se o efeito de
extratos de asas de Schistocerca gregaria (Orthoptera: Acrididae) sobre um isolado de M.
anisopliae var. acridum, os autores observaram pouco ou nenhum efeito sobre a germinacéo
em extratos de asas em pentano e cloroférmio, enquanto que em um extrato de metanol a
germinacao foi significativamente reduzida. Especificamente para extratos cuticulares polares
em metanol, é comum trabalhos relatarem o efeito inibitério na germinacdo de fungos
entomopatogénicos (Boucias & Latge 1988, Latge et al. 1987, Lecuona et al. 1997, Sosa-
Gomez et al. 1997, Hajek & Eastburn 2003). Outros solventes polares como o diclorometano
também mostraram-se capazes de extrair compostos cuticulares com acao toxica para conidios
(Ment et al. 2010).

Como visto, no presente estudo, todas as fragdes metandlicas (compostos polares),
apesar de servirem como substrato para germinacdo de M. anisopliae em Agarose,
apresentaram efeito detrimental sobre este fungo. Para B. bassiana isto ndo foi observado, e
em alguns extratos (percevejos alimentados nas dietas Padrdo, Ervilha e Gergelim) os

compostos da fragdo em metanol promoveram a germinacdo. Alias, de maneira geral, o fungo
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M. anisopliae se mostrou sempre mais sensivel a acdo dos compostos cuticulares do que B.
bassiana. Inferindo-se que o efeito inibitorio de certos compostos cuticulares pode ser seletivo
para as diferentes espécies de fungos entomopatogénicos (Wang & St Leger, 2005)

Os efeitos de inibicdo também variam de acordo com o parametro analisado. Foram
constatados efeitos de inibicdo de componentes cuticulares simultaneamente sobre a
germinacdo e o crescimento de tubos germinativos. Entretanto, alguns tratamentos afetaram
somente um dos parametros nas avaliacdes, demonstrando que as vias pelas quais a inibicédo
do desenvolvimento ocorre podem ser muitas.

Com relacdo a penetracdo na cuticula do hospedeiro por fungos entomopatogénicos,
esta ocorre pela combinacdo de processos mecanicos e enzimaticos (Golebiowski et al. 2008),
e a formacéo de apressorios esta relacionada ao estabelecimento da relacdo nutricional entre o
patégeno e o hospedeiro (Wang & St. Leger 2005). Nos ensaios realizados com o isolado
Unioeste 22, apesar da diferenca na frequéncia de ocorréncia, a formacéo de apressoérios foi
verificada nas asas oriundas de todos os tratamentos. Isto demonstra que os insetos criados
nas diferentes dietas aqui avaliadas, apresentavam minimamente as condi¢cdes necessarias
para o desenvolvimento inicial de M. anisopliae (Wang & St. Leger 2005). Por outro lado, o
fato de ndo ter sido verificada formacdo de apressorios para o isolado Unioeste 46 de B.
bassiana ndo deve ter relacdo com as caracteristicas da cuticula, visto que em nenhum
tratamento esta formacg@o ocorreu. Isto pode estar relacionado ao tempo e/ou metodo de
avaliacdo utilizado aqui, pois segundo Wang & St. Leger (2005) a formacdo pode ser
estimulada, dentre outros fatores, por superficies hidrofobicas e niveis apropriados de
nutrientes. Ambos requisitos parecem ser contemplados neste caso, pois além de se conhecer
a condicdo hidrofébica das asas dos insetos, acredita-se que como muitos conidios de B.
bassiana germinaram, existiam nutrientes disponiveis nestas asas. E provavel que tenha

relacdo com as condicOes necessarias a penetracdo, pois os conidios deste isolado podem nao
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ter encontrado pontos adequados para prosseguir com a infeccdo (regides intersegmento,
bases de articulos e cerdas).

Desta forma, conclui-se que existe relacdo entre o alimento utilizado pelos percevejos
e as caracteristicas fisico-quimicas de suas cuticulas, as quais demonstraram atividade
(positiva e/ou negativa) sobre os estdgios iniciais do desenvolvimento dos fungos. A
identidade quimica dos componentes da cuticula de E. heros e as respectivas acdes nos
conidios fungicos precisam ser explorados mais especificamente, sendo necessarios novos

estudos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho de tese se propds a explorar as possiveis relacdes entre o substrato
de alimentacdo utilizado por E. heros e a inerente tolerancia apresentada por estes percevejos
a infeccdo por fungos entomopatogénicos. A hipotese inicial de pesquisa foi levantada
baseando-se em resultados obtidos com N. viridula, e acreditava-se que o percevejo-marrom
também poderia possuir compostos quimicos em sua cuticula com efeito fungistatico sobre B.
bassiana e/ou M. anisopliae, e que a composicao desta cuticula poderia estar ligada as fontes
exploradas como alimento. Desta forma, podemos pontuar o que se considerou inicialmente:

a) A dieta influencia os parametros bioldgicos dos percevejos;

b) Pode influenciar também a composicdo da cuticula dos insetos, e consequentemente
suas caracteristicas fisico-quimicas;

c) Dado o modo de infeccdo dos fungos entomopatogénicos, se 0s parametros
biolégicos e a composicdo da cuticula sdo influenciados, percevejos alimentados em
diferentes dietas apresentam susceptibilidade diferencial aos fungos;

d) Existe relacdo entre os compostos quimicos (cuticulares) dos percevejos e a
susceptibilidade aos fungos, sendo que alguns compostos apresentam ac¢do inibitoria sobre 0s
conidios destes entomopatogenos.

e) A tolerancia intrinseca de E. heros aos fungos esta relacionada aos estagios iniciais
do processo de infeccdo (adesdo, germinacao, formacéo de apressorios e penetracao);

Analisando-se os resultados como um todo é possivel inferir que alguns destes
aspectos foram ratificados neste estudo, por exemplo, foi possivel confirmar que a dieta afeta

0s parametros biologicos de E. heros e a combinagdo testada que oferecia as melhores
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condi¢des nutricionais (Padrdo) qualitativa e quantitativamente, produziu os insetos com
caracteristicas mais favoraveis a sua sobrevivéncia.

Pdde-se verificar também que a cuticula de percevejos alimentados com dietas
distintas apresenta diferentes caracteristicas fisico-quimicas, as quais foram constatadas nos
ensaios de efeito sobre a adesdo, germinacdo, crescimento do tubo germinativo (extratos e
sobre as asas) e formacdo de apressorios. No entanto, ndo é possivel afirmar se existem e
quais sdo as diferencas na composicdo quimica da cuticula destes percevejos. E preciso uma
melhor compreensdo do funcionamento das vias biossintéticas no percevejo e como a dieta
pode estar relacionada com a composicdo da cuticula. Para isso, estudos de caracterizacéo
guimica sdo necessarios, e pretende-se dar continuidade ao trabalho aprofundando-se
exatamente nesta questao.

Quanto ao descrito no item "c", comprovou-se que a dieta influencia a relacao
patdgeno/hospedeiro de uma maneira ampla, visto a diferenca de susceptibilidade apresentada
pelos percevejos alimentados em diferentes combinacBes de substratos. Foi possivel
relacionar este efeito dietaxsusceptibilidade com: i) o estado nutricional dos insetos
submetidos a infeccdo (e os desdobramentos que esta condi¢do pode gerar); ii) a presenca de
compostos na cuticula com acdo sobre os fungos. Ressalta-se que ndo se pode indicar apenas
um destes fatores como determinante da maior/menor susceptibilidade dos insetos, porém,
ambos parecem ter papel importante. Pois, 0s percevejos criados na dieta Padrdo, que como
foi relatado encontravam-se em melhor condi¢do nutricional, estiveram sempre dentre os
menos susceptiveis. Mas por outro lado, os insetos oriundos da dieta Ervilha, que
apresentaram evidente efeito negativo da dieta, também estiveram dentre 0s menos
susceptiveis. Além disso, nos ensaios com os extratos cuticulares, os extratos dos percevejos
da dieta Ervilha se destacaram por apresentar compostos que sempre favoreceram a

germinacdo e o crescimento do tubo germinativo. Isso perpassa inclusive o aspecto levantado
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no item "d", demonstrando a relacdo entre os compostos cuticulares dos percevejos e a
susceptibilidade aos fungos, além de destacar a complexidade destas interacoes.

No que diz respeito ao ultimo aspecto da hipotese, ndo é possivel afirmar que a
tolerancia de E. heros aos fungos esteja ligada somente aos eventos iniciais (pré-penetracéo) do
processo de infeccdo. Apesar de se ter obtido indicativos que estes processos desempenham
funcdo importante na dinamica e sucesso da doenca, 0s estagios pos-infecgdo precisam ser
melhor estudados. A dificuldade de se fazer a contagem diferencial de hemdcitos para E. heros,
pois ndo se tem metodologia desenvolvida, levou a se realizar a contagem total (ndo
diferencial) que foi pouco elucidativa no presente trabalho. Na busca pela continuidade dos
estudos, espera-se realizar mais ensaios avaliando-se a resposta imune destes percevejos, bem
como a dinamica do crescimento de hifas na hemolinfa, 0 que podera auxiliar na melhor
compreensdo dos estagios da infeccdo que ocorrem subsequentes aos que foram avaliados aqui.

Pensando-se em perspectivas futuras, apesar do enfoque da tese ter sido sobre questdes
basicas de patologia dos percevejos, pode se considerar nossas contribuicGes também para
uma abordagem aplicada, no intuito de melhorar as estratégias de controle de E. heros com
fungos entomopatogénicos. Visto que eles tem sido relatados em diversas espécies cultivadas,
é possivel, que dependendo da cultura ou até mesmo do gendtipo utilizado como alimento
pelos percevejos, a susceptibilidade a infeccdo seja maior. Isso reflete nas medidas
necessarias para se iniciar e aumentar o controle natural desses insetos e na tomada de deciséo
do momento da aplicacdo em uma eventual utilizacdo do controle microbiano aplicado.

Assim, como a compreensao total de um fenémeno natural é bastante complexa, apés
todas as consideracdes e discussdes realizadas, ressalta-se que além de direcionar e subsidiar
estudos futuros, o presente trabalho gerou informacgdes inéditas e relevantes para area,
contribuindo para compreender melhor, mesmo que parcialmente, as interacdes dieta/inseto-

praga/entomopatdgenos.



