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RESUMO

A cultura da soja possui grande importancia no cenario agricola mundial, porém seu
potencial produtivo pode ser significativamente reduzido pelo ataque de insetos-
praga. Fatores como a expansao da agricultura, adogdo generalizada do sistema de
plantio direto e o cultivo do milho “safrinha” tém contribuido para o aumento de
especies secundarias como Diceraeus (Dichelops) melacanthus (Dallas, 1851)
(Hemiptera: Pentatomidae), que encontram boas condi¢des de desenvolvimento
(abrigo e alimentagao) durante o ano todo. Apesar de nao causar danos severos na
soja, D. melacanthus vem crescendo em numero nessa cultura e torna-se necessario

que o produtor utilize, quando possivel e necessario, métodos eficientes e sustentaveis

de manejo. Na safra de 2019, houve o langamento da soja block® que confere as
plantas resisténcia do tipo tolerancia a percevejos (plantas tem menor redugédo na
producdo quando comparadas com outras sem essa tecnologia nas mesmas
condicdes de cultivo). Entretanto, ainda é considerada uma tecnologia relativamente
nova e foi desenvolvida visando o percevejo marrom (Euschistus heros (Fabricius,
1794) (Hemiptera: Pentatomidae)), uma praga-chave nessa cultura, ndo havendo
informacdes na literatura a respeito da sua atuacao frente a outras espécies e sobre
outros possiveis tipos de resisténcia que possam estar envolvidos. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar o comportamento alimentar de D. melacanthus em
cultivares tolerantes (BRS 391, BRS 543RR, BRS 1003IPRO) e suscetivel (BRS
388RR), por meio da técnica de Eletropenetrografia (EPG) e estudos de biologia
comparada para verificar a existéncia de possiveis mecanismos de antixenose e
antibiose. Os resultados do EPG indicaram que houve maior tempo destinado a

atividades alimentares como ingestao do xilema e alimentagcdo do endosperma nas

cultivares block®, porém de modo geral os insetos gastaram mais tempo para realizar
a insercao e penetragao dos estiletes nas cultivares tolerantes, em especial na BRS
543RR, quando comparado a cultivar suscetivel, indicando a possibilidade da
existéncia de resisténcia do tipo antixenose relacionado a espessura da camada
celular. Os resultados dos estudos de biologia comparada, mostraram diferencas
acentuadas na viabilidade dos ovos em que a cultivar suscetivel apresentou viabilidade

dos ovos superior a 80% e nas cultivares tolerantes inferior a 40%, o que sugere a



existéncia de resisténcia do tipo antibiose.

Palavras chaves: Tecnologia bIock®, resisténcia de plantas, antibiose, antixenose,
biologia, grafico de penetragao eletronica, EPG.



ABSTRACT

The soybean crop has great importance in the world agricultural scenario, but its
productive potential can be significantly reduced by the attack of insect-pests. Factors
such as the expansion of agriculture, widespread adoption of no-till farming and the
cultivation of "safrinha" corn have contributed to the increase of secondary species such
as Diceraeus (Dichelops) melacanthus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae), which
find good development conditions (shelter and feeding) throughout the year. Despite not
causing severe damage in soybean, D. melacanthus has been growing in numbers in
this crop and it becomes necessary for the producer to use efficient and sustainable
management methods when possible and necessary. In the 2019 crop, there was the
launch of the block® soybean that gives the plants resistance of the bed bug tolerance
type (plants have less reduction in production when compared to others without this
technology in the same growing conditions). However, it is still considered a relatively
new technology and was developed targeting the brown bug (Euschistus heros
(Fabricius, 1794) (Hemiptera: Pentatomidae), a key pest in this crop, and there is not
much information in the literature about its performance against other species and also
about other possible types of resistance that may be involved. Therefore, the objective of
this work was to characterize the feeding behavior of D. melacanthus in tolerant (BRS
391, BRS 543RR, BRS 1003IPRO) and susceptible (BRS 388RR) cultivars, through the
technique of Electropenetrography (EPG) and comparative biology studies to verify the
existence of possible mechanisms of antixenosis and antibiosis. The results of the EPG
indicated that the Block® cultivars had more time for feeding activities such as xylem
ingestion and endosperm feeding. However, in general, the insects spent more time to
insert and penetrate the stipes in the tolerant cultivars, especially BRS 543RR, when
compared to the susceptible cultivar, indicating the possibility of antixenotic resistance
related to the thickness of the cell layer. The results of the comparative biology studies
showed marked differences in egg viability, with susceptible cultivars showing egg
viability higher than 80% and tolerant cultivars less than 40%, suggesting the existence

of antibiosis resistance.

Keywords: Block technology, plant resistance, antibiosis, antixenosis, biology, Electrical
penetration graph, EPG.
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CAPITULO |

1. INTRODUGAO

A soja (Glycine max (L.)) Merril € uma das mais importantes culturas a nivel
mundial, sendo amplamente cultivada em uma extensa gama de paises (HIRAKURI &
LAZZAROTTO, 2014). O Brasil € o maior produtor mundial sendo essa commodity
cultivada em 19 dos 26 estados brasileiros (USDA, 2022). Na safra de 2021/2022, o pais
produziu cerca de 123 milhdes de toneladas numa area de 40.431.660 hectares, com
destaque para os estados do Mato Grosso, Goias, Rio Grande do Sul e Parana que
juntos foram responsaveis por mais da metade da produgao nacional.

Em levantamentos realizados pela CONAB, nos ultimos anos, a area plantada
com a cultura no Brasil aumentou 378,5% e para a safra de 2022/2023 ha uma
perspectiva de crescimento de 3,54% (CONAB, 2017; 2022). Isto pode ser explicado pela
grande apreciacédo e aceitagdo dos graos produzidos perante a industria alimenticia,
principalmente devido ao alto teor de lipideos e proteinas importantes para a fabricagao
de produtos destinados a alimentacdo humana e animal (PAULA & FILHO, 1998; VELLO
& SILVA, 2006; RHODEN et al., 2020).

Entretanto, apesar do consideravel crescimento dessa cultura, muitos fatores
ainda culminam para a redugédo da producédo dessa leguminosa, como por exemplo a
incidéncia de insetos-praga que podem causar prejuizos desde a germinacao da plantula
até o momento da colheita. Entre as pragas de maior relevancia, destaca-se o complexo
de percevejos que sdo altamente prejudiciais pois quando n&o manejados corretamente
podem causar redugédo no rendimento (vagens abortadas) e na qualidade dos gréaos
(menor tamanho e peso) (PANIZZI & SLANSKY, 1985; INAGAKI & BOIAGO, 2020).

Dentre os percevejos mais comuns nessa cultura, encontra-se aqueles da familia
Pentatomidae, em especial o percevejo-marrom, Euschistus heros (Fabricius, 1794)
(SMANIOTTO & PANIZZI, 2015), e mais recentemente o percevejo barriga-verde,
Diceraeus (Dichelops) melacanthus (Dallas, 1851) (SILVA et al., 2006; SMANIOTTO &
PANIZZI, 2015). O percevejo D. melacanthus é uma praga importante de diversas

culturas que vém ganhando destaque maior nos ultimos anos devido ao aumento de sua



ocorréncia no sistema produtivo soja (verdo) e milho segunda safra (outono: inverno)
(SMANIOTTO & PANIZZI, 2015; CORREA-FERREIRA & SOSA-GOMEZ 2018). Apesar
de sua importancia crescente nesse sistema produtivo, ela ainda é bem menos estudada
em relacao a E. heros. A principal forma de manejo de percevejos utilizada pela maioria
dos sojicultores é baseada no controle quimico com aplicagdes de inseticidas (AVILA &
PANIZZI, 1995; OLIVEIRA, 2021). Entretanto, altas popula¢cdes da praga estéo
chegando com maior intensidade e mais cedo nas lavouras de soja e milho, levando os
agricultores a aumentar o uso de agrotdxicos, muitas vezes sem obter resultados
satisfatorios (BUENO et al., 2015), fato que tem levado muitas empresas privadas e
publicas a direcionar seus trabalhos visando o desenvolvimento de cultivares de soja

com algum tipo de resisténcia a praga.

Na safra de 2019, houve o langamento da tecnologia block® pela Embrapa Soja.
Essa tecnologia permite que cultivares tenham menor redugao da producao sob o ataque
dos percevejos quando comparado a outras cultivares sem essa inovagao nas mesmas
condigdes de cultivo (resisténcia do tipo tolerancia) (EMBRAPA, 2019). Ressalta-se que
essas cultivares de soja foram desenvolvidos visando maior tolerancia/resisténcia ao
percevejo-marrom, nao havendo informagdes na literatura a respeito da sua atuacao
para outras espécies de percevejos e também sobre outros possiveis tipos de resisténcia
que podem estar associados a essas cultivares. Diante disso, o estudo do
comportamento alimentar € imprescindivel para melhor elucidar tais questdes,
principalmente no que tange ao percevejo D. melacanhus, que vem aumentando em
importancia econdmica nessa cultura nas ultimas safras (PANIZZI et al., 2015).

Para as analises de comportamento alimentar, uma ferramenta bastante util
intitulada originalmente como Eletronic Monitoring System (EMS), foi criada por McLean
& Kinsey (1964) e vem sofrendo atualizagbes por outros pesquisadores desde entdo e
passou a ser conhecida como grafico de penetragdo elétrica ou eletropenetrografia
(ambas abreviadas EPG). Basicamente, essa técnica consiste em fazer com que o inseto
e a planta fagam parte de um circuito elétrico simples no qual € aplicado uma baixa
corrente elétrica. No momento que o inseto insere seus estiletes no tecido vegetal, o
circuito é fechado e tem-se a variacado dos sinais elétricos de acordo com as atividades
alimentares. Esses sinais, sao registrados pelo equipamento e apresentados na forma

de um grafico de ondas. Através dessas ondas e com o auxilio de estudos histoldgicos,



€ possivel identificar duas principais fases da alimentacao: insergdo e penetracdo dos
estiletes, salivagao e ingestdao do conteudo celular (McLEAN & KINSEY, 1964; 1965;
1967 TJALLINGII, 1978, KIMMINS & TJALLINGII, 1985; WALKER, 2000; BONAN!I et al.,
2010).

Apesar desta técnica fornecer informacdes bastante pertinentes, poucos estudos
foram feitos visando insetos de interesse econémico para a agricultura, como os
percevejos fitofagos (Hemiptera: Pentatomidae) (PANIZZI et al., 2021). Portanto, esse
trabalho teve objetivo de caracterizar comportamento alimentar de D. melacanthus,
através da técnica de eletropenetrografia quantificando e comparando contagens e

duracbes das formas de onda produzidas pelo percevejo em trés cultivares de soja

block® (BRS 391, BRS 543RR, BRS 1003IPRO) e uma suscetivel (BRS 388RR) para

verificar a existéncia de possiveis mecanismos de resisténcia.



2. Objetivos

2.1Objetivo geral

Caracterizar o comportamento alimentar de D. melacanthus em cultivares de soja
tolerantes e suscetivel por meio da utilizagado da técnica de monitoramento eletrénico,
eletropenetrografia (EPG), para identificar possiveis mecanismos de resisténcia do tipo

antixenose envolvidos.

2.20bjetivos especificos

¢ |dentificar os padrdes de alimentagdo nas diferentes cultivares.

e Determinar a duragcdo de cada fase do comportamento alimentar e comparar
entre diferentes cultivares.

¢ |dentificar possiveis mecanismos de resisténcia aos percevejos associados ao
comportamento de alimentagao.

e Estudar o desempenho de ninfas e adultos por meio de estudos de biologia
comparada como modo complementar ao EPG, visando identificar possiveis

mecanismos de resisténcia do tipo antibiose.



3 Revisao bibliografica

3.1Percevejo D. melacanthus e o sistema produtivo soja - milho

O percevejo D. melacanthus mede cerca de 10,5 mm de comprimento, possui
colorag&o castanha em vista dorsal e abdome esverdeado em vista ventral (Figura 1A)
(GRAZIA, 1978). Seu ciclo € de aproximadamente 26 dias, do estadio de ovo até adulto
contando com primeiro, segundo terceiro, quarto e quinto instares com duragdo média
respectiva de 3,2; 4,8; 3,6; 4,1; € 6,0 dias. As posturas tém em média 13 ovos que variam
de verde claro (quando recentemente ovipositados) a verde escuro (Figura 1B),
(PEREIRA et al., 2007).

Figura 1. Adulto de D. melacanthus (A) e seus ovos recém ovipositados (B). Fonte: Pereira et al., 2007.

Diceraeus melacanthus caracteriza-se por alimentar-se de diferentes culturas de
interesse econdmico tais como aveia (Avena sativa L.), trigo (Triticum aestivum L.), soja
(Glycine max L.) e milho (Zea mays L.), sendo considerado, nesta ultima como uma praga-
chave (VALICENTE, 2015; CORREA-FERREIRA & SOSA- GOMEZ, 2017). Sua
importancia nos ultimos anos vem aumentando devido algumas mudangas que ocorreram
no cenario agricola, principalmente no que tange ao sistema de produgéo e a intensificagéo
do processo produtivo (PANIZZI et al., 2015; 2022). A partir dos anos 2000, areas ante
prioritarias com cultivo convencional foram sendo substituidas pelo plantio direto (PANIZZI
et al., 2015), que apesar dos beneficios comprovados para a qualidade fisica e quimica do
solo (SATURNINO, 1997; SILVA, 2015), proporciona abrigo e maior disponibilidade de



alimentos advindos do cultivo intensivo e perdas no processo de colheita devido a formagao
da palhada e o n&o revolvimento do solo (BIANCO, 2005; PANIZZI et al., 2015; AVILA et
al., 2020). Além disso, muitos insetos e também plantas daninhas deixaram de ser
controlados mecanicamente através dos processos de escarificagao e subsolagem fazendo
com que o produtor aumentasse a utilizagdo de inseticidas e herbicidas, o que tende a
influenciar no controle natural afetando negativamente os inimigos naturais presentes na
area (PANIZZI et al., 2022). Outro marco importante refere-se ao inicio da utilizagao de
materiais geneticamente modificados (tecnologia Bt) no Brasil (BERNARDI et al., 2016).
Com a adocgao generalizada desses materiais, uma grande quantidade de inseticidas que
eram aplicados para o controle de lagartas desfolhadoras deixou de serem necessarios
(MEISSLE et al., 2010; KOUSER & QAIM, 2011), e com isso insetos como percevejos que
antes eram controlados indiretamente com tais produtos passaram a ter maior ocorréncia
nas lavouras e a causar danos mais significativos (CATARINO et al., 2015).

Quanto ao processo de produgdo, este sofreu expansdo consideravel nos
ultimos anos, principalmente no que se refere as culturas da soja e do milho, onde em
grande parte das areas, a soja é posicionada na primeira safra (verdo) e o milho na
segunda safra ou safrinha (outono-inverno). Essa configuragdo de plantio ganhou
espaco principalmente pela otimizagdo do manejo dos maquinarios e méo-de-obra da
propriedade. Entretanto, estas condicbes de cultivo facilitam a formacéo da “ponte-
verde”, onde os insetos tém oferta continua de alimento, favorecendo surtos
populacionais, a exemplo do que vem sendo observado com o percevejo D. melacanthus
(SMANIOTTO & PANIZZI, 2015).

3.2Estratégia alimentar de insetos sugadores

Os pentatomideos em sua maioria sao fitéfagos e pertencem a Ordem Hemiptera
que é considerada uma das mais diversas existentes. Dentro desta Ordem, tem-se trés
sub ordens: Sternorrhyncha, Auchenorryncha e a maior delas Heteroptera, da qual os
percevejos fazem parte. Uma das principais diferenciagdes das trés sub ordens é a
posigao do rostro, que pode originar-se, respectivamente, entre as coxas anteriores,
apos as posteriores ou da regido anterior a cabega (SCHUH & SLATER, 1995).

O rostro é uma estrutura que aloja os estiletes, tipico em insetos dessa ordem que



possuem um complexo aparelho bucal do tipo sugador labial ou também chamado de
picador-sugador. Esse aparelho € constituido por estruturas denominadas de labro,
hipofaringe, mandibula, maxila e labio, sendo que mandibula e a maxila se modificam
para formar os estiletes (Figuras 2A e 2B), que sao estruturas presentes em pares no
formato de agulhas, caracterizando-se por serem pontiagudas e flexiveis que s&o
inseridas no tecido vegetal ou animal para sucgao do alimento (SCHUH & SLATER,
1995).

Os estiletes desempenham diferentes fungdes fisiologicas, os maxilares sao
responsaveis pela formagado de dois canais: o salivar, que realiza a secregcdo de
diferentes tipos de saliva (gelificante ou aquosa) (HORI, 2000), e o alimentar que serve
para a ingestdo do conteudo celular das plantas. Ja os estiletes mandibulares auxiliam
na quebra fisica do alimento, possuindo para isso pequenos dentes na sua extremidade
(Figura 2C) (CHAPMAN, 1998).

Estiletes o

Figura 2. Aparelho bucal de percevejo, composto por estilete sem rostro (A), estiletes mandibulares
dispostos externamente e dos dois maxilares unidos, formando uma unica estrutura no centro (B). Fonte:
Lucini, 2019. Detalhe da ponta da mandibula, mostrando a presenca de pequenos dentes (C). Fonte:
Denbieri: Panizzi. 2010

Os diferentes tipos de saliva que sao secretados dependem do tipo de estratégia
alimentar que o inseto ira utilizar, que pode ser via bainha salivar ou via ruptura celular.
Na primeira, tem-se a presenca de saliva gelificante que formara uma bainha,
envolvendo os estiletes, acompanhando-o durante todo seu percurso no interior dos
tecidos até atingir o sitio alimentar. Quanto a estratégia de ruptura celular, ha a produgao
da saliva tipo aquosa e apenas de uma pequena quantidade da gelificante, somente o
necessario para formar parcialmente uma bainha, auxiliando apenas no inicio da
insercao dos estiletes (BACKUS et al., 2005).

Na segunda estratégia, de ruptura celular, os percevejos podem utilizar-se de



duas taticas principais: dilaceramento ou maceramento ou ambas simultaneamente. No
dilaceramento, como o proprio nome infere, tem-se a destruicdo mecanica do tecido
vegetal através de movimentos rapidos e profundos realizados pelos estiletes
mandibulares. Na tatica de maceramento, tem-se movimentos lentos aliados a producéao
de saliva aquosa, que é rica em enzimas digestivas e promovera a degradagao quimicas
dos tecidos (BACKUS et al., 2005; JIN et al., 2012).

3.3Danos causados por percevejos e seu manejo na cultura da soja

A cultura da soja esta sujeita ao ataque de pragas desde a sua germinagao até a
colheita dos graos, sendo os percevejos considerados como uma das pragas mais
importantes, pois causam danos significativos no produto final que sera comercializado
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; FRANCA-NETO et al., 2018; NETTO et al., 2020).

Os danos causados se dividem em diretos e indiretos. Os diretos referem-se a
sucgao do conteudo celular concomitante a liberagcédo de substancias toxicas que causam
disturbios fisioldgicos nas plantas, e os indiretos, referem-se as injurias fisicas causadas
pelo processo alimentar que favorecem a entrada de fitopatdgenos (CORREA-
FERREIRA & PANIZZI, 1999). Tais processos, portanto, fazem com que os graos se
tornem menores, malformados, enrugados e chochos acarretando ainda na retencao
foliar (folhas permanecem verdes mesmo na época de colheita) o que leva a perdas
mecanicas durante esse processo (PANIZZI & SLANSKY, 1985; SOUZA et al., 2021).

Os percevejos iniciam a colonizagéo da lavoura no final do periodo vegetativo ou
durante a floracdo (R1 a R2). A partir do aparecimento das vagens (R3), inicia-se a
reprodu¢cdo, momento em que o numero de ninfas aumenta, chegando ao apice no final
do desenvolvimento das vagens (R4) e inicio do enchimento dos graos (R5.1). Esse
periodo € conhecido como periodo critico onde as plantas estdo mais suscetiveis ao
ataque destes individuos. A populagdo de percevejos tem seu maximo crescimento
populacional no final do enchimento dos grdos (R6) e quando a cultura atinge a
maturacgao fisiolégica (R7), os mesmos comegcam a dispersar-se para hospedeiros
alternativos (CORREA-FERREIRA & PANIZZI, 1999).

O manejo destes insetos € baseado prioritariamente no controle quimico atraves

de aplicagdes de inseticidas. Entre os produtos mais utilizados estdo aqueles do grupo



dos neonicotinoides e piretroides como os mais recorrentes (SOSA-GOMEZ & SILVA,
2010). O emprego deste método muitas vezes é imprescindivel, contudo, o uso repetido
de moléculas de mesmo modo agao impde pressdes constantes de selegcao de
resisténcia as espécies submetidas ao controle (BRATTSTEN et al., 1986; OLIVEIRA,
2021). Aliado a isto, a falta de conhecimento técnico sobre a tolerancia da planta ao
ataque da praga (CORREA-FERREIRA, 2005), em que o produtor deixa de adotar o nivel
de controle para realizar aplicagdes calendarizadas e falhas no processo de aplicacao
sdo fatores determinantes para o surgimento e evolugao da resisténcia a inseticidas
(BUENO et al., 2015).

Dentro desse contexto, € imprescindivel quando possivel, que o produtor
considere outros métodos de manejo que atuem em conjunto com o controle quimico,
como o uso de cultivares resistentes/tolerantes. A utilizacdo de cultivares com estas
caracteristicas torna os cultivos mais sustentaveis e equilibrados diminuindo inclusive os
custos de producao (PINHEIRO et al., 2006).

3.4 Controle varietal

O controle varietal consiste na utilizacao de cultivares que possuem algum tipo de
resisténcia genética e é considerado o método ideal, pois permite a manutengcédo da
praga em niveis inferiores ao de dano econémico, ndo causa prejuizos ambientais e tem
a vantagem de ser compativel com qualquer programa de manejo de pragas, permitindo
ainda maior flexibilidade na adogado de medidas de controle (LARA, 1991; PINHEIRO et
al., 2006; SOSA-GOMEZ et al., 2020).

A resisténcia que as cultivares apresentam podem ser basicamente de trés tipos:
antixenose (nao preferéncia), antibiose e tolerancia. A antixenose € caracterizada pela
presencga de fatores quimicos ou morfolégicos na planta que afetam negativamente o
comportamento do inseto ao utilizar a planta para abrigo, alimentagcao ou oviposi¢ao. Na
antibiose, a planta interfere na biologia do inseto, afetando seu ciclo de desenvolvimento,
reproducdo e sobrevivéncia. Ressalta-se que esses dois tipos de resisténcia podem
realizar pressao de seleg¢ao sobre o inseto-praga pois ambas representam uma resposta
do inseto. Quanto a tolerancia, esta refere-se a habilidade da planta em recuperar-se
de injurias causadas pelo inseto, sem afetar o comportamento ou a sua biologia.

Contrariamente aos outros tipos de resisténcia, a tolerdncia ndo impde pressao de



selegao sobre as populagdes do inseto ja que ela ocorre em fungdo de uma resposta da
planta, sendo, portanto, considerada a mais sustentavel dentre as categorias de
resisténcia (PAINTER, 1951; SMITH, 2005).

A obtencdo de cultivares resistentes € uma estratégia de controle altamente
recomendada sendo um dos principais objetivos dos pesquisadores (BUENO et al.,
2020). Anteriormente houve alguns estudos identificando a presenca de antibiose em
gendtipos de soja ao percevejo Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) (SILVA et al.,
2013), antixenose ao Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (SOUZA et al., 2013) e tolerancia
ao complexo de percevejos (ROSSETTO, 1995), entretanto a maioria das variedades
apresentou uso comercial limitado devido a falta de caracteristicas agrondémicas
adequadas. Ressalta-se que a obtengdo de plantas resistentes e com adequada
produtividade demanda um periodo de tempo longo (anos), uma vez que essas
caracteristicas sao quantitativas e sao controlados por um grande numero de genes
possuindo ainda baixa herdabilidade (RAMALHO et al., 2012; SOSA-GOMEZ et al.,
2020).

Recentemente, houve no mercado o langamento de cultivares de soja portadoras
da tecnologia block®. Essas cultivares de soja com essa tecnologia apresentam
resisténcia do tipo tolerancia ao percevejo E. heros que € praga-chave da cultura. As
cultivares disponibilizados até o momento para comercializagao e cultivo dos produtores
no Brasil sdo a BRS 1003IPRO, BRS 543RR, BRS 539, BRS 523 e BRS 391. Para a
obtencao destas cultivares, as plantas foram, por anos, sucessivamente expostas a altos
niveis de infestagcdo do percevejo. As plantas que foram mais tolerantes ao ataque,
apresentando boa qualidade das sementes e adequada produtividade foram
selecionadas. Essas cultivares se caracterizam por tolerarem quatro percevejos por
metro de linha (duas vezes a densidade tolerada pelas variedades atualmente cultivadas)
sem perdas de rendimento ou qualidade da semente (EMBRAPA SOJA, 2019; ARIAS et
al.; 2020).

3.50rigem e evolugao da técnica do EPG (Electrical Penetration Graph)

A ideia de monitorar eletronicamente a alimentagdo surgiu da necessidade de
elucidar melhor o comportamento alimentar de insetos sugadores visto que a maior parte

desses processos ocorrem internamente nos tecidos da planta (WALKER, 2000). O



termo “comportamento alimentar” é abrangente e envolve agbes como locomogao sobre
o hospedeiro, busca de novos sitios de alimentagao, penetracao e retirada dos estiletes
além de atividades associadas a ingestdo do conteudo celular de diferentes tecidos
vegetais (TJALLINGII, 2000). Originalmente a técnica recebeu o nome de “sistema de
monitoramento elétrico” (EMS - Electrical Monitoring System) e foi criada por McLean e
Kinsey na década de 60 sendo responsavel inicialmente por monitorar detalhadamente
as atividades de afideos. Este primeiro sistema criado caracterizou-se por utilizar
monitores AC - corrente alternada, (1° geragao), que registravam oscilagdes de voltagem
na relagdo inseto-planta através de baixas impedancias (106 Ohms).

Posteriormente, essa tecnologia ganhou maior visibilidade e o modelo Giga 8 foi
desenvolvido (2° geragao), ficando a técnica conhecida como “grafico de penetragao
elétrica — EPG”, bastante utilizado para monitorar as atividades de pulgdes, mosca
branca e psilideos. Nessa atualizagdo, passou-se a empregar corrente elétrica DC —
continua e uma impedancia mais alta (10° Ohms), o que tornou o equipamento mais
preciso na deteccdo das possiveis interagdes inseto-planta (TJALLINGII, 1978).

Em 2009, Backus & Bennett aprimoraram ainda mais essa ferramenta e
desenvolveram o monitor EPG AC-DC universal (3° geragao), o qual possibilita aplicar
tanto a corrente elétrica continua como a alternada. Além disso, esse novo monitor
permitiu aplicar varios niveis de impedancias de entrada (variando de 10%a 10" Ohms).
A aplicacao destas diferentes impedancias é crucial para o desenvolvimento de trabalhos
que visam a criacdo de uma biblioteca de ondas. Esse modelo EPG AC-DC é o mais
indicado para o estudo de insetos maiores, como os percevejos (PANIZZI & LUCINI,
2019).

3.6 Componentes e funcionamento da técnica de EPG

O monitor EPG (Figura 3A) é composto basicamente por dois cabos, um de
entrada e um de saida, box de controle com fonte de voltagem (continua, alternada ou
ambas) e amplificadores (canais) (Figura 3B). Um dos eletrodos (saida) é inserido na
planta (diretamente no tecido vegetal ou no substrato) enquanto que o outro (entrada) é
conectado ao inseto através de um fio de ouro que é fixado no pronoto usando cola de
prata condutiva (WALKER, 2000; TJALLINGII, 2006). Ressalta-se que os amplificadores,



as plantas e os insetos sdao mantidos dentro de uma gaiola de Faraday para evitar

interferéncias de qualquer perturbagao elétrica externa que possa existir (Figura 3C).
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Figura 3. Monitor do EPG (A), énfase no amplificador (canal) (B), gaiolas de Faraday e esquema do
circuito elétrico de um canal de Grafico de Penetracdo Elétrica com seus componentes e ondas obtidas
apos a gravacgao (D). Fonte (D): Tiago Lucini, 2019.

O principio de funcionamento do EPG consiste em um circuito elétrico onde a
planta e o inseto fazem parte (Figura 3D) (TJALLINGII, 1978). Nesse circuito é aplicada
uma baixa corrente elétrica e no momento que o inseto insere seu aparelho bucal no
tecido vegetal o circuito é fechado e um fluxo elétrico circula na interface inseto-planta.
As atividades alimentares promovem alteracbées nos componentes elétricos que sao
capturados pelo monitor EPG e em seguida sao convertidas e registradas em forma de
ondas, pelo equipamento chamado de Windaq (modelo DI- 710 UHD) (WALKER, 2000).

As caracteristicas elétricas responsaveis pelos diferentes tipos de onda sado a
frequéncia (Hz), amplitude relativa (%), nivel de voltagem (intra ou extracelular) e origem
elétrica (resisténcia e forga eletromotriz) (TJALLINGII, 1978; 1985). As diversas ondas

geradas referem-se a dois tipos de fases e cada uma possui suas respectivas atividades,



sdo elas: fase de ndo alimentacgéao (inseto parado, ovipositando ou caminhando sobre a
superficie) e fase de alimentagao (penetracéo e retirada dos estiletes, alimentagédo nos
vasos condutores, dilaceramento e maceracgao e ingestdo do endosperma) (McLEAN &
KINSEY, 1965; TJALLINGII, 1978; WALKER, 2000; BACKUS et al., 2009).
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CAPITULO Il

Caracterizagao do comportamento alimentar de Diceraeus (Dichelops)

melacanthus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae) em cultivares de soja

Resumo
Estudos em laboratério foram realizados para a caracterizacdo do comportamento

alimentar de Diceraeus melacanthus (Dallas, 1851), em cultivares de soja Glycine max

(L.) Merrill (Fabaceae), tolerantes a percevejo (tecnologia block®) e suscetivel através da
técnica de eletropenetrografia (EPG) e estudos de biologia comparada. Para as analises
feitas com o EPG, as atividades realizadas pelos percevejos foram divididas em atividade
nao alimentar (onda NP) e alimentar (ondas DM1: inser¢ao do estilete na vagem, DM2:
alimentacdo no xilema, DM3A: laceracdo e maceragao celular, DM3B: ingestdo do
endosperma da semente e DM1W: retirada dos estiletes). De modo geral, foi possivel
constatar que os insetos gastaram mais tempo em atividades alimentares (xilema e
endosperma da semente) nas cultivares tolerantes (BRS 391, BRS 543RR e BRS
1003IPRO), porém os insetos empregaram mais tempo para realizar a insergéo e
penetracao dos estiletes nas cultivares tolerantes, em especial na BRS 543RR, quando
comparado a cultivar suscetivel (BRS 388RR), indicando a possibilidade da existéncia de
resisténcia do tipo antixenose relacionada a espessura da camada celular. Quanto a
biologia comparada, os resultados indicaram que o tempo de desenvolvimento das ninfas
foram semelhantes para todas as cultivares testadas bem como a longevidade dos
adultos, peso e periodo de incubacdo. Diferengas acentuadas foram observadas quanto
a viabilidade dos ovos, com a cultivar suscetivel apresentando viabilidade superior a 80%
e as cultivares tolerantes inferior a 40%, o que sugere a existéncia de resisténcia do tipo

antibiose.

Palavras chaves: Tecnologia block®, resisténcia de plantas, antibiose, antixenose,
biologia, grafico de penetracao eletrdnica, EPG.



1. INTRODUGAO

Os insetos sugadores de sementes portam-se como pragas em diversos cultivos
de interesse econbmico, diminuindo consideravelmente a qualidade fisioldgica e
sanitaria das sementes (CORREA-FERREIRA & AZEVEDO, 2002; SOSA-GOMEZ et al.,
2020). Nesse contexto, o percevejo-marrom, Euschistus heros (Fabricius, 1974
(Hemiptera: Pentatomidae)) € uma das espécie mais importante e abundante na cultura
da soja (Glycine max (L.) Merrill) (SMANIOTTO & PANIZZI, 2015). Entretanto, mais
recentemente, o percevejo barriga-verde Diceraeus (Dichelops) melacanthus (Dallas,
1851) (Hemiptera: Pentatomidae), vem ganhando maior relevancia nas lavouras, devido
frequentemente atingir altas populagbes no final da safra de verdo, afetando
severamente as plantas semeadas apos a colheita da soja (milho e trigo) na segunda
safra (outono/ inverno) (BUENO et al., 2015).

Essas situagdes tem levado o produtor a aumentar o consumo de inseticidas
quimicos, muitas vezes empregando-os de modo erréneo, o que tem contribuido para o
aumento nos custos de produgdo, selecionando populagdes de percevejos resistentes
aos inseticidas utilizados, além de promover sérios problemas ambientais (SOSA-
GOMEZ & SILVA, 2010; BUENO et al., 2011; SOSA-GOMEZ et al., 2020; BUENO et
al., 2021). Isso tem incentivado empresas a buscarem alternativas mais sustentaveis
para o controle dos percevejos como o0 uso de cultivares resistentes, que é uma
estratégia de controle altamente recomendada e um dos objetivos principais de
pesquisadores (BUENO et al., 2020).

Diante desse cenario, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa
Soja), langou recentemente cinco cultivares de soja (BRS1003 IPRO, BRS 543RR, BRS
539, BRS 523 e BRS 391) com resisténcia tipo tolerancia ao ataque do percevejo-
marrom, E. heros, nominada como tecnologia block®. Essa tecnologia permite que as
plantas ndo reduzam a produtividade quando comparadas com outras sem essa
tecnologia nas mesmas condigdes de cultivo e ataque da praga (EMBRAPA, 2019). A
obtencao dessas cultivares foi feita utilizando-se selegéo recorrente onde as linhagens

de soja foram sucessivamente expostas a altos niveis de infestacdes do percevejo por



anos. Aquelas que obtiveram maior tolerdncia com adequada produtividade e
apresentando poucos danos, foram selecionadas para compor esse portifélio (ARIAS et
al., 2020).

Entretanto, essa tecnologia foi desenvolvida visando o percevejo E. heros. Nao se
tem muitas informagdes a respeito da influéncia desta tecnologia no comportamento
alimentar e na biologia de outras espécies de percevejo em especial de D. melacanthus,
aléem de outros possiveis mecanismos de resisténcia presentes. Conhecer
detalhadamente o comportamento alimentar € de suma importancia para tragar
estratégias eficientes de manejo (LUCINI, 2017).

Diante desse desafio, a técnica do EPG (Electrical Penetration Graph ou
eletropenetrografia) possibilita elucidar essas questdes de modo preciso e rigoroso
caracterizando atividades ndo alimentares (repouso, oviposicdo e caminhamento) e
alimentares (laceramento/maceramento, vasos condutores, endosperma das sementes
etc,.). Seu funcionamento baseia-se em fazer com que uma planta e um inseto fagam
parte de um circuito elétrico no qual € aplicado uma baixa corrente elétrica. Quando o
inseto insere o seu estilete no tecido vegetal, o circuito é entdo fechado e tem-se a
geragao de ondas elétricas que representam os diferentes locais de alimentagédo e o
tempo de permanéncia do percevejo em estudo (TJALLINGII, 1978, 1985; WALKER,
2000; LUCINI et al., 2018). Sendo assim, o presente estudo objetivou caracterizar o
comportamento alimentar do percevejo D. melacanthus através da técnica de EPG para
comparar contagens e duragdes das diferentes formas de onda produzidas e estudar o
desempenho de ninfas e adultos alimentados em diferentes cultivares de soja (tolerantes
ao percevejo-marrom contendo a tecnologia block®e suscetiveis ao ataque da praga)
para verificar a existéncia de possiveis mecanismos de resisténcia

(antixenose/antibiose).

2. Material e Métodos
2.1 Criagao de percevejos e cultivo das plantas

Os insetos utilizados advieram do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana
(IAPAR-EMATER). A criagdo foi mantida sob condigdes controladas em ambiente
climatizado a 25 £ 2°C, umidade 70 £ 10% e fotoperiodo 14/10h [C/E]) (PANIZZI et al.,

2000). Os adultos de D. melacanthus foram mantidos em caixas de plastico (20 x 20 x



24 cm de altura) com o fundo forrado com papel filtro e nas suas laterais foram colocadas
duas tiras de T.N.T para servir de substrato para as posturas. Para alimentacao foi
utilizada a dieta padrédo composta por vagens verdes de feijao (Phaseolus vulgaris L.),
amendoim (Arachis hypogaea L.), sementes de girassol (Helianthus annuus L.) e graos
de soja (Glycine max L. (PANIZZI et al., 2000).

Manutengdes das caixas de criagdo foram realizadas a cada dois dias com a troca
de alimento, coleta das posturas e separagao dos ovos em caixas gerbox (11 x 11 x 3,5
cm). Os gerbox foram forradas com papel filtro e como fonte de umidade no dia da
eclosao das ninfas adicionou-se uma vagem verde de feijao. A partir do segundo instar,
a alimentacgao foi incrementada adicionando-se sementes de soja e amendoim. Quando
os individuos atingiram o quinto instar foram transferidos para os potes plasticos e
receberam os mesmos procedimentos descritos anteriormente para os adultos.

As cultivares utilizadas para os experimentos foram a BRS 391, BRS 543RR e

BRS 1003IPRO (portadoras da tecnologia block®) e BRS 388RR (suscetivel). Estas
foram semeadas quinzenalmente em casa de vegetacdo da Embrapa Soja, dentro de
vasos com capacidade de 4 litros e para ambos experimentos as vagens utilizadas

estavam no estadio de desenvolvimento R5 (enchimento de vagens) (FEHR et al., 1971).

2.2 Preparacao dos percevejos e gravagoes de EPG

Para o estudo do comportamento alimentar através do EPG, utilizou-se um
monitor AC-DC de quatro canais (BACKUS; BENNETT, 2009; EPG Technologies, Inc.,
Gainesville, FL, EUA). FEmeas com 20 dias de idade foram individualizadas da col6nia
e permaneceram por trés horas em jejum. Antes do inicio das gravagdes, os insetos
passaram pelo processo de “aramizacao”, seguindo a metodologia proposta por Lucini &
Panizzi (2016).

A aramizacao refere-se a fixagao de um filamento fino e flexivel de fio de ouro no
corpo do inseto, sendo considerada uma das etapas mais importantes ja que esta
diretamente ligada a qualidade das ondas que seréo geradas. Para isso, primeiramente
os insetos foram imobilizados, sobre uma tampa de placa de Petri, com uma fita VWR®

Tape Lime e com uma lixa odontoldgica (2,0 x 0,4 cm) (Metalurgica FAVA Ind. & Com.,



Modelo MF 435L, SP, Brasil), tiveram seu pronoto raspado por aproximadamente dez
segundos. Objetivando aumentar a superficie de contato e melhorar a condutividade
elétrica, na extremidade do fio de ouro foi realizado um “looping” posicionando-o na
regiao lixada. Em seguida, o fio de ouro foi fixado no corpo do inseto por meio de uma
gota da cola de prata soluvel e condutiva. Essa cola foi obtida a partir da mistura de agua
destilada, flocos de prata (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) e cola branca (Elmer’s
Glue.All, Westerville, OH, USA) na proporcao de 1:1:1 (V:P:V) (PANIZZI & LUCINI,
2019).

O comprimento do fio de ouro foi de aproximadamente 3 - 4 cm e 0,1 mm de
didametro, o qual é colado em um eletrodo composto por um fio de cobre de 3 cm soldado
em um prego de latdo (1,2 mm x 19,0 mm) (o conjunto todo é chamado de “eletrodo do
inseto”) que foi conectado ao amplificador (canal do monitor de EPG). Para fechar o
circuito elétrico e permitir a passagem da corrente elétrica, um segundo eletrodo
(chamado de “eletrodo da planta”), também de cobre, foi inserido no solo onde a planta
de soja estava.

Apds 20 minutos da colagem, os insetos foram cautelosamente descolados e
posicionados individualmente nos amplificadores do EPG e colocados em seguida sobre
uma vagem de soja. As atividades alimentares foram registradas aplicando uma
impedancia de 10’ Ohms a uma taxa de gravagdo de 100 Hz por canal (por inseto)
(LUCINI & PANIZZI, 2018), usando o equipamento WinDaq DI-710 (Dataq® Instruments,
Akron, OH, USA) conectado a um laptop HP Pentium com o software WinDaq Lite
(Dataq) instalado.

As gravagdes foram realizadas no laboratério de EPG da Embrapa Trigo em
condigdes controladas de temperatura (25°C) e luz em dois periodos do dia (11:00 as
17:00 e 17:00 as 23:00), totalizando seis horas ininterruptas a cada ciclo. O delineamento
experimental empregado foi de blocos ao acaso com 12 repeticées. Ao todo 42 insetos
foram gravados com sucesso. A descricdo, nomenclatura e significado biolégico
das formas ondas geradas foi realizada baseando-se nos estudos com

percevejos pentatomideos de Lucini & Panizzi (2018).



2.3 Biologia de D. melacanthus

Paralelamente as gravacdes e analises de ondas no EPG foi realizado um
segundo experimento completar para avaliar a biologia de D. melacanthus nas cultivares
de soja em estudo. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com quatro tratamentos (cultivares) e 15 repeti¢cdes. A partir do segundo
instar (ninfas de primeiro ndo se alimentam) (PANIZZI & SILVA 2009), cerca de dez
insetos foram separados em caixas do tipo gerbox que compuseram cada unidade
experimental. O gerbox foi forrado e para simular o maximo das condigdes possiveis de
campo junto com a vagem foi alocado um trifélio de soja cuja extremidade foi inserida
em um tubo de eppendorf umedecido para diminuir a desidratacdo do vegetal e
possibilitar sua turgidez por mais tempo. A troca de alimento ocorreu a cada dois dias e
como fonte de agua, foi disponibilizado um chumacgo de algodao.

Apos atingirem a fase adulta, estes foram sexados e separados em casais com
diferenca de emergéncia de até 48 horas e o macho substituido quando ocorrido sua
morte em até dois dias apds sua jungcdo com a fémea. Cada tratamento contou com 18
repeticdes condicionados também em caixas gerbox, com o mesmo sistema das ninfas
no que diz respeito a manutengao e alimentagao. Como substrato para a oviposi¢ao
colocou-se um chumaco de algodao (SILVA & PANIZZI, 2007), que diariamente foi
conferido e quando houveram posturas estas foram transferidas para placas de petri (60
mm % 10 mm de didmetro) para posteriores avaliagcdes. Observagdes diarias foram
realizadas para a determinagdo da duragao das fases ninfais em dias (2° ao 5° instar),
longevidade dos adultos, fecundidade das fémeas, tempo de pré-oviposicao e viabilidade
dos ovos (%). Ressalta-se que apds a emergéncia dos adultos e aos 21° dias de vida,
foi realizada a pesagem dos insetos com o auxilio de uma balanga analitica de precisao
(Shimadzu, modelo Ay220).

2.4 Analises Estatisticas

Para os dados de EPG, as formas de onda foram analisadas manualmente usando
WinDaq Waveform Software (DATAQ Instruments, Akron, OH). Cinco variaveis de EPG
nao sequenciais foram calculadas para cada forma de onda: WDI (duragéo total da forma

de onda por inseto - em minutos), WDEI (duragcédo de cada evento da forma de onda por



inseto - em minutos) e NWEI (numero de eventos da forma de onda por inseto), TWD (%
da duragédo total de cada forma de onda), TPD (% da duragéo total das atividades de
alimentacao). Ressalta-se que aqui o termo “evento” refere-se a ocorréncia continua de
um determinado tipo de onda (BACKUS et al., 2007).

Os dados obtidos das ondas foram analisados para diferencas significativas usando
o programa Backus 2.0 para Statistical Analysis Software (SAS Institute, 2009), sendo
submetidos a analise de variancia e quando significativo as médias foram comparadas
usando o método LSD - minima diferenca significativa (LSMEANS; a = 0,05) e se
necessario os dados de contagem e duracéo foram transformados pela raiz quadrada e
log, respectivamente, para atingir os pressupostos de normalidade e homocedasticidade.

Para a biologia de D. melacanthus os dados foram submetidos a analise de
variancia e se significativo, as médias foram comparadas também pelo método LSD
(EMMEANS; a = 0,05). As pressuposi¢coes de normalidade dos erros e homogeneidade
das variancias foram testadas por Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para os
dados de mortalidade total foi realizada a analise de variancia para modelo linear
generalizado considerando a distribuicdo quasipoisson, sendo os efeitos testados pelo
teste qui-quadrado. Quanto a pré-oviposicado, foi realizada comparagdes usando a
anadlise de sobrevivéncia pelo método ndo- paramétrico de Kaplan-Meier e as

comparacgdes através do método de classificagdo de Log-Rank com corregcéo de BH.

3. Resultados e discussao

3.1 Descricao das ondas

Durante o monitoramento do comportamento alimentar de D. melacanthus em
vagens de soja, foram caracterizadas seis formas de ondas, as quais foram divididas
em fase de ndo alimentacao (onda NP) e alimentagcao (ondas DM1, DM2, DM3A, DM3B,
DM1W), com seus respectivos significados bioldgicos apresentados na Tabela 1 e

Figura 4.



Tabela 1. Formas de onda de adultos de D. melacanthus registrados pelo EPG AC-
DC em vagens de soja (estadio R5: enchimento de vagem) e suas atividades
biolégicas propostas.

Fase Tipo Atividade Bioldgica
Inseto parado, ovipositando
Nao alimentagao NP ou locomovendo-se sobre a
vagem.

Insercdo e penetracdo dos
Alimentacéo DM1 estiletes no tecido vegetal e
secrecao da bainha salivar

DM2 Ingestao de seiva do xilema
Laceracao celular e

DM3A maceragcdo enzimatica do
tecido do endosperma da
semente

DM3B Ingestao do conteudo celular
da semente

Retirada dos estiletes do
DM1W tecido vegetal
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Figura 4. Representagdo das formas de onda produzidas por de D. melacanthus
alimentando-se de vagens de soja da cultivar BRS 1003IPRO.

As atividades nao alimentares registradas pelo EPG (caminhamento, oviposicao,
descanso), diferiram estatisticamente apenas para WDEI em que a cultivar BRS 388RR
apresentou os maiores valores (138,82) e a cultivar BRS 391 os menores (75,74) (Tabela
4). Para o WDI, as maiores diferengas numéricas foram para a BRS 388RR (269,81) e a
menor para a cultivar BRS 391 (232,58) (Tabela 2). Quanto ao NWEI, a BRS 391 obteve
os maiores valores (4,64) e a BRS 388RR os menores (2,64) (Tabela 3). Estes resultados
indicam que de modo geral os insetos passaram mais tempo em atividades né&o
alimentares na cultivar suscetivel e menor nas cultivares tolerantes o que indica que o
maior tempo de alimentacdo ocorreu de modo inverso ao esperado, sendo maior nas

cultivares block® e menor na suscetivel (Figura 2).



Tabela 2. Médias (+ EP) da duracao da forma de onda por inseto (WDI; min) de diferentes formas de onda
EPG produzidas por D. melacanthus em vagens de soja tolerantes (BRS 391, BRS 543 RR, BRS 1003
IPRO) e suscetivel (BRS 388RR).

Cultivares de Soja

Formas de BRS 388RR BRS 391 BRS 543RR BRS1003IPRO p-valor
Ol:lga 269,81+£9,76a 232,58+22,70a 240,22+2345a 240,37 +1844a 0,4519
DM1 5,01+0,88b 11,60 + 2,30 ab 18,0+ 4,55 a 11,73+2,92ab  0,0403
DM2 45,69 + 8,44 a 52,93+9,40 a 71,94 £ 38,63 a 51,78 7,69 a 0,9071
DM3A 32,85+8,02a 56,29 + 15,19 a 36,60 £ 8,26 a 54,03+ 11,38a 0,5544
DM3B 0,69+0,20 a 1,18+ 0,55 a 1,24 +0,51 a 1,69+ 0,26 a 0,2125
DM1W 0,74+ 0,56 a 3,10+ 0,85a 4,58 +4,37 a 0,21+0,05a 0,6316

Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferem entre si a a < 0,05 (teste LSD — Diferenga Minima
Significativa).

Tabela 3. Médias (+ EP) do numero de eventos de forma de onda por inseto (NWEI) de diferentes
formas de onda EPG produzidos por D. melacanthus em vagens de soja tolerantes (BRS 391, BRS 543
RR, BRS 1003 IPRO) e suscetivel (BRS 388RR).

Cultivares de Soja

Formas de BRS 388RR BRS 391 BRS 543RR BRS1003IPRO p-valor
Onda
NP 2,64 +049A 464 +1,00 a 3,63+0,59a 3,17+ 0,52 a 0,1419
DM1 3,20+ 0,50 a 5,10+ 0,97 a 4,30+0,73 a 491+0,90 a 0,3740
DM2 2,00+ 0,42 a 2,20+ 0,44 a 2,40 1,16 a 2,00+0,30 a 0,9861
DM3A 10,80+3,36a 17,50+6,95a 14,00+595a 18,70+3,93a 0,6218
DM3B 11,00+3,49a 17,60+7,52a 15,50+7,15a 17,50+ 3,83 a 0,8110
DM1W 25+0,49a 45+0,99 a 36+05a 3,0+£0,49a 0,2125

Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferem entre si a a < 0,05 (teste LSD — Diferenga Minima
Significativa).



Tabela 4. Médias (+ EP) da duracéo da forma de onda por evento por inseto (WDEI; min) de diferentes
formas de onda de EPG produzidas por D. melacanthus em vagens de soja tolerantes (BRS 391,
BRS 543 RR, BRS 1003 IPRO) e suscetivel (BRS 388RR).

Cultivares de Soja

Formas de BRS 388RR BRS 391 BRS 543RR BRS1003IPRO p-valor
’\?;da 138,82 + 24,46 a 75,74+1711b 80,83+13,0ab 93,25+14,21ab  0,1088
DM1 1,53+£0,18 b 2,68 + 0,66 ab 479+ 1,18 a 2,38+ 0,34 ab 0,0771
DM2 27,84 £ 5,38 a 31,91+7,86a 27,36 £ 1,69 a 29,563+3,97 a 0,9128
DMS3A 541+2,68a 6,38 2,74 a 7,61+393a 3,29+0,63 a 0,9128
DM3B 0,07 £ 0,01 ab 0,06 +0,01b 0,11+ 0,05 ab 0,12+ 0,02 a 0,1107
DM1W 0,20+0,11 a 0,77+0,71 a 0,68 +0,62 a 0,071 +£0,01 a 0,7744

Médias seguidas de mesma letra na linha nédo diferem entre si a a < 0,05 (teste LSD — Diferenga Minima
Significativa).

BRS 388RR BRS 391

0,13 0,26

N DM1 - DM1W B DM2 B DM3A MDMZB mDM1 - DMIW mDM2 mDM3A mDM3B
TPD: 21,95 % TPD: 32,09 %
BRS 543RR BRS 1003IPRO
0,27 0,33

W DML - DM1IW mDM2Z2 mDM3A mDNVISE m DML - DMIW mDM2 m DM3A = DM3B
TPD: 30,43 % TPD: 30,50 %
Figura 5. Duracao total da alimentagdo em porcentagem (TPD) e porcentagem total de tempo em

diferentes categorias da forma de onda (TWD), gastos por D. melacanthus em vagens de soja
tolerantes (BRS 391, BRS 543RR, BRS 1003IPRO) e suscetivel (BRS 388RR).



Existem inumeros fatores envolvidos que podem interferir no processo alimentar
e fazer com que um determinado gendtipo seja mais ou menos consumido, tais como os
aspectos fisicos e/ou quimicos que sao intrinsecos a planta (PAINTER, 1951; STOUT,
2013). Alguns estudos evidenciam por exemplo que a existéncia de maiores densidades
de tricomas presentes em alguns gendétipos podem resultar em uma menor atratividade
a percevejos (SOUZA et al., 2013; KRAUSE, 2022), isso possivelmente porque tais
estruturas atuam como barreiras fisicas dificultando o contato do inseto com a epiderme
da planta (WAR et al., 2012).

Quanto aos aspectos quimicos, estes referem-se a presencga de aleloquimicos
(metabdlitos secundarios) no vegetal, que podem atuar repelindo os insetos, atraindo os
inimigos naturais ou diminuindo sua palatabilidade (KUBO & HANKE, 1986; WAR et al.,
2012). Piubelli et al. (2003), verificaram que as injurias causadas pelo percevejo Nezara
viridula L. (Hemiptera: Pentatomidae) desencadearam na linhagem de soja P1227687
compostos como daidzeina e rutina, que influenciaram negativamente na sua preferéncia
alimentar fazendo com que o0 mesmo evitasse a alimentagdo em materiais ja acessados.
Cultivares com altas concentragdes de isoflavonoides foram menos preferidas, segundo
Silva et al., (2013), para oviposicdo em comparagdo com aqueles com menores
concentracdes. Considerando as atividades alimentares referentes a forma da onda DM1
(penetragao e insergao do aparelho bucal na vagem), houve diferenga estatistica para o
WDI, possuindo a BRS 543RR o maior valor (18,0) e a BRS 388RR o menor (5,01) e
para o WDEI onde a BRS 543RR (4,79) foi superior comparado com BRS 388RR (1,53).
Referente a onda DM1W (retirada dos estiletes), houve diferenga numérica para o WDI,
sendo superior na cultivar BRS 543RR (4,58) e inferior na BRS 1003IPRO (0,21) e para
o WDEI, superior na cultivar BRS 391 (0,77) e inferior na BRS 1003IPRO (0,071). Quanto
ao NWEI, houve diferenga estatistica, onde BRS 391 apresentou valor superior (4,5) a
BRS 388RR (2,5).

Para as formas de onda mencionadas acima, DM1 e DM1W, o TWD (porcentagem
total de tempo em diferentes categorias d forma de onda), foi maior na BRS 543RR
(6,55%) e menor na BRS 388RR (1,67%). O maior ou menor periodo de tempo

empregado nestes processos pode estar associado a espessura da camada



celular que conta com uma camada celular rigida composta por células do
esclerénquima que precisa ser superada para atingir o endosperma (LUCINI &
PANIZZI, 2018), que parece ser maior na cultivar BRS 543 e menor na suscetivel.

Na forma de onda DM2 (ingestdo do xilema), nenhum parametro analisado
diferiu estatisticamente. Para o WDI e NWEI a cultivar BRS 543RR obteve maiores
valores (71,94; 2,40), respectivamente, enquanto que para o WDEI| apresentou o
menor valor (27,36). Referente ainda ao WDEI, a cultivar BRS 391 foi numericamente
superior (31,91) e para o NWEI os menores foram para BRS 388RR e BRS 1003IPRO
(2,0). Quanto ao WDI os menores valores foram observados para a BRS 388RR
(45,69) e os maiores para a BRS 543RR (71,91).

O TWD para DM2 foi maior na BRS 1003IPRO (14,98%) e menor na BRS BRS
543RR (13,0%), sendo esta forma de onda a de maior duragdo em todos os materiais
quando comparado as demais atividades alimentares. O tecido do xilema se
caracteriza por ser rico em agua e pela baixa concentragao de nutrientes (TAIZ &
ZEIGER, 2004), portanto, D. melacanthus poderia estar utilizando-o para sua
hidratacao corporal (SPILLER et al., 1990; LUCINI & PANIZZI, 2020; RIVERA &
MITCHELL, 2020), e/ou objetivando equilibrar os nutrientes obtidos apds a
alimentagdo no endosperma uma vez que este € altamente concentrado (LUCINI et
al., 2016).

Referente a onda DM3A (dilaceramento e maceramento), ndo houveram
diferencas significativas. Para o WDEI, a BRS 543RR teve o valor mais alto (7,61) e
a BRS 1003IPRO o menor (3,29). Contrariamente para o NWEI, a BRS 1003IPRO
apresentou o valor mais alto (18,70) e a cultivar BRS 388RR o mais baixo (10,8),
assim como para o WDI (32,85). Quanto a onda DM3B (ingestédo do conteudo celular),
apenas o WDEI diferiu estatisticamente, sendo a BRS 1003IPRO (0,12) diferente da
BRS 391 (0,06). Para o WDI e NWEI, as cultivares superiores foram BRS 1003IPRO
(1,69) e BRS 391 (17,60), respectivamente. Os menores valores para 0s mesmos
paréametros foram da BRS 388 (0,69; 11,0).

O TWD da onda DM3A foi maior na cultivar BRS 391 (13,46%) e menor na
BRS 388 (6,92%), enquanto que para DM3B a maior foi na BRS 1003IPRO (0,33%)
e menor na BRS 388RR (0,13%). Tais atividades ocorreram de modo alternado onde

DMS3A caracterizou-se por ter longa duragdo e DM3B curta duragdo, assim como



também constado por Lucini & Panizzi (2018; 2020), em outros estudos realizados
com percevejos da familia Pentatomidae. Ressalta-se que apesar do curto periodo
focado na ingestdo do endosperma pelos insetos, as sementes sao estruturas
altamente concentradas em nutrientes (SLANSKY & PANIZZI, 1987; DE MORAES et
al., 2006).

Quanto ao TPD (duracao total da alimentacdo em porcentagem), de modo
geral, os adultos de D. melacanthus empregaram mais tempo em atividades
alimentares nas cultivares tolerantes variando de 30,42% na BRS 543RR a 32,07%
na BRS 391 (Figura 5), enquanto que na cultivar suscetivel o periodo de tempo
empregado correspondeu a 21,94%. Em todas as cultivares, o TWD seguiu 0 mesmo
padrdo, em que os insetos passaram mais tempo no tecido do xilema seguido das
ondas de laceragao/maceragao, insercao/retirada dos estiletes e ingestdo do
conteudo celular.

Os resultados obtidos nesse trabalho vao parcialmente ao encontro do que os

visualizados por Lucini et al., (2021), que utilizaram o percevejo E. heros com as

cultivares block®, no que diz respeito ao TWD. Entretanto, os autores nao
encontraram diferencas estatisticas para a onda de DM1 e visualizaram um periodo
maior de nao alimentacdo nas cultivares tolerantes e maior duragao das atividades
na semente na cultivar suscetivel (BRS 5601RR). Oliveira et al., (2022) testando as
mesmas cultivares verificaram também um menor tempo empregado no endosperma
da semente, bem como um menor dano resultante das atividades alimentares. Estes
resultados podem indicar que o mesmo genotipo pode ter diferentes padrdes de

suscetibilidade em relagao a diferentes espécies de insetos (SMITH, 2005), e que as

. ® . . . . . .
cultivares block parecem possuir algum mecanismo de resisencia do tipo antixenose
relacionado a espessura da camada celular, uma vez que os insetos gastaram

relativamente mais tempo para realizar a insercdo e penetracdo dos estiletes nas

cultivares block®, especialmente na BRS 543RR do que na cultivar suscetivel.
Quanto aos dados referentes as varidveis bioldégicas de D. melacanthus
avaliadas, para o desenvolvimento do estadio ninfal em dias (Tabela 5), o tempo para
a conclusao de cada instar (2° a 5°), teve duragéo superior aos esperados na literatura
(PEREIRA et al., 2007), em N2, N4 e N5 em todas as cultivares. Houve diferenca

estatistica apenas para o terceiro instar, em que a BRS 1003IPRO apresentou valor



superior (4,83) e a BRS 543RR inferior (3,77). A extensao do periodo ninfal pode estar
relacionada a uma estratégia compensatéria quando os insetos consomem alimentos
que consideram nutricionalmente mais pobres (BEHMER, 2009). A mortalidade total
foi alta e nao diferiu entre os tratamentos, sendo menor na BRS 388RR (54,67%) e
maior na BRS 1003IPRO (69,33%). Um estudo realizado por Chocorosqui (2001),
encontrou valores similares, onde a mortalidade da populacédo foi de 60% quando

alimentadas com vagens verde de soja (variedade Parana).

Tabela 5. Médias + (EP) do periodo em dias para a conclusao do estadio de ninfa do segundo ao
quinto instar (N2 a N5) e mortalidade total (M total) de D. melacanthus.

Cultivares de Soja

Instares  BRS 388RR BRS 391 BRS 543RR  BRS 1003IPRO p-valor
N2 552+009a 597+024a 551+028a 574+013a 0,3454
N3 403+014ab 4,18+016ab 3,77+0,17b  483+034a 0,0106
N4 467+012a 499+023a 497+024a 537+024a 0,1558
N5 6,92+025a 68a+014a 623+021a 7,00+025a 0,0834

M total 5467 +3,63a 6200+55a 5867+505a 69,33+383a 0,1435

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si a a < 0,05 (teste LSD — Diferenca
Minima Significativa).

Com relagao aos insetos adultos (Tabela 6), a longevidade dos machos e das
fémeas nao diferiu entre os tratamentos sendo considerada baixa variando de 12,6 a
19,4 dias. Estudos realizados por Panizzi (2007), Canassa (2015), também
verificaram baixa longevidade desse percevejo quando alimentados exclusivamente
com vagens de soja, apresentando duragbes médias respectivas de 22,6 e 23,13 dias.
Quanto ao peso, houve diferenga significativa apenas para as fémeas apos 21° dia,
em que a BRS 1003IPRO (65 mg) foi superior a BRS 388RR (55 mg) e a BRS 543RR
(52 mg). Para a pré-oviposi¢ao (Figura 3A e 3B), as fémeas alimentadas com as
cultivares BRS 388RR e BRS 1003IPRO levaram mais tempo em dias para a primeira
postura (10,5 € 9,5), e a BRS 543RR menos dias (6,00). Segundo Parra et al., (2009),

0 maior periodo de pré-oviposi¢cao pode ser uma estratégia reprodutiva para acumular



nutrientes e energia necessarios para a ovogénese (formagéo do ovo) e oviposicao.

Tabela 6. Médias + (EP) da duracdo do ciclo em dias de fémeas (CF) e machos (CM) de D.
melacanthus, peso (mg) apés a emergéncia da fémea (PAEF) e do macho (PAEM) e ao 21° dia
(PA21°F, PA21°M).

Cultivares de Soja

Variaveis BRS 388RR BRS 391 BRS543RR BRS 1003IPRO  p-valor
CF 18,1+ 1,68 a 16,4 £1,97 a 18,3+2,13 a 126 a+1,79a 0,1376
CM 15,7+2,25a 13,4+£193a 19,4+1,89a 141+£241a 0,2008

PAEF 48 £0,0021 a 44 +0,0019 a 44 +0,0019 a 43+0,0014 a 0,2708
PA21°F 55 +0,0015b 59 £ 0,0009 ab 52 +£0,0011 b 65+ 0,0010 a 0,0060
PAEM 38 £0,0017 a 39+0,0012 a 39+0,0012a 37 £0,0015 a 0,6198
PA21°M 51+0,0017 a 50+ 0,0011 a 47 £0,0011 a 51 £0,0007 a 0,4199

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si a a < 0,05 (teste LSD — Diferencga
Minima Significativa).

A) B)
BRS 388RR BRS 391 _,_ BRS543RR BRS 1003IPRO 3" 15 p =0,0093
(10,5 dias) (8,5 dias) (6,0 dias) (9.5 dias) ® I p =0.6019
kel
b= ! 0=0'0003
100{ ———q ol = ' !
5 i g R
S il = 10 =0,0502
2 075 L 2
& =2 3
o ! 1 E
S 0,50 E 1 e
, 1 ©
8 Lo s (60D
_cg 1 —_ o 5
= - L —— - - ———— + i)
g 0,25 : 8
e i £
S p=0,0033 1 =
o L %
e -~ E
0,00 o0
0 10 20 30 BRS 388RR BRS 1003IPRO  BRS 391 BRS 543RR

Tempo (dias)

Figura 6. Analise de sobrevivéncia para o tempo até a primeira oviposi¢géo (A) e comparagao par a
par (B). p<0,05 indica diferenca significativa usando o método de classificacdo Long-Rank com
corregao BH.

As maiores diferencas estatisticas foram referentes a oviposicdo das fémeas
(Tabela 7), para o numero de posturas, o total de ovos e a sua viabilidade, em que a
cultivar BRS 1003IPRO obteve os menores valores para estes parametros (2; 14,25;
27,22% respectivamente). A cultivar BRS 391 foi superior para a oviposi¢ao total
(47,17), porém, para a viabilidade dos ovos a cultivar BRS 388RR foi a que obteve o



maior valor (84,67%) quando comparado as demais em que a viabilidade foi abaixo
de 40%.

Tabela 7. Médias + (EP) referentes a oviposigao de fémeas de D. melacanthus (nimero de posturas,
numero total de ovos, viabilidade (%) e periodo de incubacgéo (dias).

Cultivares de Soja

Oviposigao p-valor
BRS 388RR BRS 391 BRS 543RR BRS1003IPRO
Posturas 5,67 +1,18 a 6,06 + 1,26 a 6,06 + 1,24 a 2,00+0,57b 0,0109
Ovos 40,22 +9,05ab 4717+12,05a 41,78+8,85ab 14,25+4,31b 0,0231

Viabilidade 34,06+7,71a 17,06+621ab 11,89+4,11b 3,88+1,67b  0,0004

(84,69%) (36,17%) (28,45%) (27,23) -
Incubagao 541+0,10a 5,78+0,11 a 596 +0,16 a 527+0,10a 0,0317

Médias seguidas de mesma letra na linha nao diferem entre si a a < 0,05 (teste LSD — Diferencga
Minima Significativa).

Os resultados referentes a oviposicdo das fémeas podem inferir que as
cultivares block® possam ter atributos relacionados a resisténcia do tipo antibiose para
D. melacanthus, pois houve efeito deletério na biologia do inseto que resultou em alta
porcentagem de ovos inviaveis quando comparados a cultivar suscetivel. Quanto as
demais alteragdes ocorridas em todas as cultivares, no que se refere a maior duracao
dos instares em N2, N4 e N5, menor longevidade de adultos e alta mortalidade, isso
pode indicar que a soja nao é o alimento preferencial para esta espécie como constato
por Chocorosqui (2001); Cruz et al. (2013) e Canassa (2015), e quando tais insetos
consomem alimentos alternativos isso pode influenciar negativamente no
desempenho de ninfas e adultos (PANIZZI, 2000), fato que pode estar associado a
qualidade nutricional da semente e/ou a presenga de compostos antinutricionais que
reduzem a alimentagédo, a digestibilidade e a assimilagdo dos nutrientes pelos
percevejos (AWMACK & LEATHER, 2002).
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CONSIDERAGOES FINAIS

O emprego da técnica de EPG e estudos de biologia comparada nesse trabalho
permitiu investigar de modo detalhado o comportamento alimentar de D. melacanthus
em cultivares de soja tolerante (tecnologia block®) e suscetivel. Com os resultados
obtidos pela técnica de eletropenetrografia, foi possivel identificar os padrées de
alimentagcao nas cultivares estudadas, sendo estes: DM1: inser¢cao e penetragao dos
estiletes, DM2: ingestao de seiva no xilema, DM3A: laceragdo celular e maceragao
enzimatica do tecido do endosperma da semente, DM3B: ingestdo do conteudo celular
da semente e DM1W: retirada dos estiletes do tecido vegetal, bem como determinar a
duracao de cada fase do comportamento alimentar. A partir dos dados analisados, é
possivel inferir as cultivares block® possam ter atributos relacionados a antixenose
devido a espessura da camada celular que parece ser maior nestas pois os insetos
necessitaram empregar mais tempo para acessar algum sitio de alimentagéo do que
quando comparado a cultivar suscetivel. Quanto aos resultados da biologia
comparada, estes sugerem a possibilidade da existéncia de resisténcia do tipo
antibiose, pois a viabilidade dos ovos foi consideravelmente afetada nas cultivares
block®, abaixo de 40% em comparagdo com a suscetivel em que a viabilidade dos
ovos foi maior a 80%

Por fim, esta pesquisa contribui para o desenvolvimento de novas cultivares de
soja que possam ter resisténcia ao percevejo D. melacanthus. Ressalta-se ainda a
necessidade da realizacdo de mais estudos para a determinacédo do nivel de danos
nas sementes e pesquisas que envolvam a realizacdo de analises quimicas para
determinacao dos fatores responsaveis pela menor viabilidade dos ovos nas cultivares

tolerantes.
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