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NANZER, Samanta Leticia Lopes. 2021. 64 f. Potencial de nematoides entomopatogénicos e suas
bactérias simbioticas para o controle dos percevejos Euschistus heros e Dichelops melacanthus
(Heteroptera: Pentatomidae) no sistema de sucessdo soja-milho. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado
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RESUMO

Os percevejos Euschistus heros e Dichelops melacanthus sdo as pragas mais importantes na
atualidade para o sistema de sucessao soja-milho no Brasil. Dichelops melacanthus ataca as plantas
de milho na fase de plantula de seu desenvolvimento, permanecendo e se reproduzindo na palha
ao longo de geragdes. Enquanto o E. heros se alimenta principalmente dos graos de soja e se aloja
sob as folhas caidas ap0s a colheita, devido a auséncia de outra cultura hospedeira. Os nematoides
entomopatogénicos (NEPs) tém a capacidade de matar insetos devido a sua capacidade de buscar
0 hospedeiro no solo e as suas associa¢cdes com bactérias simbidticas que causam a patogénese.
Este trabalho teve como objetivo avaliar isolados de nematoides entomopatogénicos e suas
bactérias simbioticas quanto ao seu potencial para controlar adultos de E. heros e D. melacanthus.
Nematoides entomopatogénicos podem ser usados para controlar os percevejos adultos que ficam
sobre a palhada, enquanto a bactéria simbidtica pode ser usada para controlar esses insetos acima
do solo, sendo muito mais faceis de produzir em compara¢do com os NEPs. Para avaliar as NEPs
e suas bactérias simbioticas, os testes foram realizados em laboratorio e em casa de vegetagdo. Os
nematoides: S. diaprepesi AM163, S. carpocapsae All e S. carpocapsae IP1 causaram 100% de
mortalidade no E. heros no substrato areia, a uma concentracdo de 140 JIis/cm? (1000 JIs/ inseto).
As bactérias simbi6ticas testadas topicamente forneceram baixa mortalidade para E. heros (<
40,3%). No teste com S. diaprepesi AM163 aplicado no substrato de areia em cinco concentracoes
diferentes e avaliacdo no sétimo dia apos a inoculacdo dos NEPs, a mortalidade de E. heros
permaneceu abaixo de 50%, exceto nas altas concentragdes de 24 JIs / cm? (50%) e 256 JIs / cm?
(80%), respectivamente. Maiores propor¢oes de mortalidade também resultaram no aumento do
namero de JIs produzidos por inseto, até a concentracdo de 88,4 JIs / cm?2 (5.400 JIs). O nematoide
S. diaprepesi AM163 aplicado em E. heros em dois substratos (areia e palha) com espessuras de
duas camadas, a uma concentracdo de 88,4 JIs/ cmz, causou altos indices de mortalidade de insetos
(= 69%), independente do substrato e sua espessura de camada. O nematoide S. diaprepesi AM163
foi duas vezes mais virulento para E. heros (69,1% de mortalidade) do que para D. melacanthus
(28,8%). Dichelops melacanthus foi igualmente resistente a ambos os nematoides S. diaprepesi

AM163 e S. carpocapsae IP1. No teste de casa de vegetacdo, S. diaprepesi AM163 causou



novamente um alto nivel de mortalidade para E. heros (72,5%) na alta concentracdo de 88,4 JIs/
cm?. Assim, 0s NEPs podem ser uma alternativa para o controle de E. heros se altas concentracdes

de producdo e uso se tornarem lucrativas e viaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Manejo Integrado de Pragas, Controle Bioldgico, Pentatomidae,

Steinernema, Heterorhabditis.
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ABSTRACT

The Neotropical brown stink bug Euschistus heros and the green-belly stink bug Dichelops
melacanthus are the most important pests today for the succession system soy-corn in Brazil.
Dichelops melacanthus attacks the emerging shoot (epicotyl) of corn plants at the seedling stage
of their development, remaining and reproducing on the straw over generations. Euschistus heros,
on the other hand, feeds directly on the grains and lodge under fallen leaves after the soybean
harvest, due to the absence of another crop host. Entomopathogenic nematodes (EPNSs) are capable
of Killing insects due to their ability to search for the host in the soil and to their associations with
symbiotic bacteria that cause pathogenesis. This work aimed to assess strains of EPNs and their
symbiotic bacteria regarding their potential to control adults of E. heros and D. melacanthus.
Entomopathogenic nematodes could be used to kill the stink bugs adults remaining over the straws,
while the symbiotic bacteria could be used to Kkill these insects above ground, being much easier
to produce compared to the EPNs. To assess EPNs and their simbiotic bactéria, tests were
conducted in the laboratory and under greenhouse conditions. The nematodes S. diaprepesi
AM163, S. carpocapsae All and S. carpocapsae IP1 caused 100% mortality of E. heros on the
sand substrate, at the rate of 140 1Js/cm? (1000 IJs/insect). The symbiotic bacteria tested topically
provided low mortality of E. heros (< 40.3%). In a test with S. diaprepesi AM163 applied on the
sand substrate at five different rates, after 7 days, mortality of E. heros remained below 50%,
except at the high rates of 24 1Js/cm? (50%) and 256 1Js/cm? (80%), respectively. Higher lethality
rates also resulted in the increases of the number of 1Js produced per insect, up to 88.4 1Js/cm?
(5,400 1Js). The nematode S. diaprepesi AM163 applied to E. heros on two substrates (sand and
straw) with two-layer thicknesses, at a rate of 88.4 1Js/cm?, caused high insect mortality levels (>
69%), regardless of the substrate and its layer thickness. The nematode S. diaprepesi AM163 was
twice more virulent to E. heros (69.1% mortality) than to D. melacanthus (28.8%). Dichelops
melacanthus was equally resistant to both nematodes S. diaprepesi AM163 and S. carpocapsae
IP1. In a greenhouse test, S. diaprepesi AM163 caused again a high mortality level to E. heros

(72.5%) at the high rate of 88.4 1Js/cmz2. Thus, EPNs may turn up an alternative to control E. heros



if high rates of production and use become profitable and viable.

KEYWORDS: Integrated Pest Management, Biological control, Pentatomidae, Steinernema,
Heterorhabditis.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a agricultura € um dos setores mais importantes para a economia do pais. Dentro
desse setor, a soja (Glycine max (L.) Merrill) é a cultura com maior valor de producdo (IBGE,
2017). InovacgBes nos sistemas de plantio, como o plantio direto, a sucessdo das lavouras soja-
milho e o uso de cultivares superprecoces, tém possibilitado maior oferta de alimentos (CORREA-
FERREIRA; SOSA-GOMEZ, 2017), porém proporcionam também melhores condigdes para a
proliferacdo de diversos insetos-praga (HOFFMANN CAMPO et al., 2000). Nos ultimos anos,
tem havido um aumento nas populacdes de percevejos devido a sua crescente resisténcia a
inseticidas quimicos, a sucessdo de culturas suscetiveis a esses hospedeiros (SOSA-GOMEZ;
OMOTO, 2012), a quebra de barreiras geograficas (SOARES et al., 2018) e poucas alternativas
para utilizacdo de controle bioldgico. Até o momento, os estudos tém se concentrado
principalmente no uso de microhimendpteros parasitoides (CORREA-FERREIRA; SOSA-
GOMEZ, 2017) e fungos entomopatogénicos (RESQUIN-ROMERO et al., 2020).

Entre os percevejos que atacam as plantas de soja, 0 percevejo-marrom Euschistus heros
(FABRICIUS, 1798) (Heteroptera: Pentatomidae) é o mais importante (CORREA-FERREIRA,
2009; PANIZZI etal., 2012; BUENO etal., 2015; CORREA-FERREIRA; SOSA-GOMEZ, 2017),
pois se alimenta diretamente dos grdos (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999; PANIZZI et al.,
2012), causando reducdo de peso de até 25% e morte de 20% dos grdos (NUNES; CORREA-
FERREIRA, 2002).

A sucessao das lavouras de soja-milho tem levado ao aumento das populacgdes do percevejo
Dichelops melacanthus (DALLAS, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae), que ¢ uma das mais
importantes pragas das lavouras de milho. O sistema de sucessao da cultura resulta no acimulo de
restos culturais, como a palha, no solo, beneficiando a proliferacdo de D. melacanthus e E. heros.
Dichelops melacanthus ataca as plantas de milho na fase de plantula do seu desenvolvimento,
permanecendo e reproduzindo-se na palha ao longo de geragdes. Euschistus heros, por outro lado,
pode se alojar sob as folhas caidas apds a colheita da soja, devido a auséncia de outra cultura
hospedeira (CHOCOROSQUI, 2001). Em regides de clima frio, durante os periodos de inverno,
E. heros também pode ser encontrada em torno de plantacdes de soja e sob plantas perenes: como
mangueiras, cafeeiros e feijdo-guandu (PANIZZI; NIVA, 1994; HOFFMANN-CAMPO et al.,
2000), permanecendo em diapausa por ate sete meses (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000;
CORREA-FERREIRA et al., 2009).

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) das familias Steinermatidae e Heterorhabtidae

(Nematoda: Rhabditida) tém a capacidade de matar ou causar patogénese em insetos, e
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permanecem ativos no solo quando nao estdo dentro dos hospedeiros (POINAR, 1990). Esses
nematoides tém uma relacdo simbidtica altamente especifica com bactérias que causam a morte
rapida do inseto hospedeiro. Para ambos 0s géneros, o ciclo de vida comega com um infeccioso
juvenil (JI) que carrega a bactéria entomopatogénica dentro de seu intestino, em uma vesicula
especial para os pertencentes a familia Steinermatidae (BOEMARE, 2002) e a libera na hemocele
de um hospedeiro adequado. Os nematoides e as bactérias simbio6ticas agem juntos para superar o
sistema imunoldgico do inseto (GOTZ et al., 1981), causando sua morte em 24 a 48 horas
(DOWDS; PETERS, 2002). Em seguida, as bactérias se multiplicam dentro do inseto e o
nematoide se reproduz alimentando-se de ambos. Quando o alimento se esgota, 0 nematoide é
induzido a forma de JI e emerge do cadaver do inseto em busca de um novo hospedeiro (BROWN;
GAUGLER, 1997).

Portanto, os NEPs podem ser uma alternativa para o controle de E. heros e D. melacanthus
quando os percevejos estdo em contato com os restos culturais, como a palhada que recobre o solo.
Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar o potencial de NEPs e algumas de suas

bactérias simbioticas no controle de E. heros e D. melacanthus no sistema de sucessao soja-milho.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a viruléncia de nematoides entomopatogénicos e algumas de suas bactérias simbioticas

quanto ao potencial para o controle de E. heros e D. melacanthus.

2.2. Especificos

e Avaliar a viruléncia de NEPs e algumas de suas bactérias simbidticas a E. heros;

e Avaliar S. diaprepesi AM163 em diferentes concentragdes sobre a mortalidade de E. heros

e sobre a reproducdo do nematoide no inseto;

e Avaliar a viruléncia do nematoide S. diaprepesi em dois substratos, com duas espessuras

de camada, visando o controle de E. heros logo apds a colheita da soja;

e Comparar a viruléncia de S. diaprepesi entre os percevejos E. heros e D. melacanthus;

e Comparar a viruléncia entre S. diaprepesi e S. carpocapsae no percevejo D. melacanthus;

e Confirmar a eficacia de S. diaprepesi na mortalidade de E. heros em condicGes de casa de

vegetacao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma leguminosa que foi a base alimentar do povo
chinés ha mais de 5.000 anos. No Brasil foi introduzida em 1882 na Bahia e sua producédo foi
impulsionada nos anos 1960/70 com o inicio do cultivo sucessivo trigo/soja. Atualmente a soja é
cultivada, praticamente, em todo territdrio nacional, sendo que o estado do Mato Grosso é o maior
produtor de soja do Brasil (EMBRAPA, 2018/2019). Essa cultura ocupou nessa Gltima safra uma
area de 36.944,9 mil hectares e uma producdo de 120.883,2 mil toneladas (CONAB, 2020).

A planta de soja possui porte ereto (0,50 e 1,5 m), as folhas s@o grandes e trifoliadas, as
flores sdo pequenas e vagens curtas (RIDNER, 2006). A soja serve de alimento para uma grande
quantidade de insetos, que atacam: folhas, vagens, grdos, plantulas, hastes, peciolos e raizes.
Estando, portanto, essa cultura sujeita ao ataque de insetos, desde a germinacao até a colheita
(HOFFMANN-CAMPO etal., 2000). E como destacado anteriormente os percevejos fitéfagos sdo
considerados uma das principais pragas dessa cultura no Brasil (CORREA-FERREIRA;
PANIZZI, 1999; PANIZZI et al., 2012).

Devido a importancia que a soja tem para o agronegdécio brasileiro, existe uma preocupacao
para o desenvolvimento de tecnologias e de um manejo integrado de pragas que possibilite que
essa cultura continue sendo produtiva, de forma a competir em um mercado cada vez mais
concorrido (SEIXAS et al., 2020).

3.2. Percevejos do complexo da soja

Os percevejos fitdfagos sdo conhecidos como percevejos do complexo da soja, e pertencem a
familia Pentatomidae, uma das maiores familias dos Heteroptera (PANIZZI et al., 2000). Os
principais percevejos desse complexo sdo: percevejo-verde-pequeno, Piezodorus guildinii (W.);
percevejo-verde, Nezara viridula (L.); percevejo-marrom, Euschistus heros (F.); e 0s percevejos
chamados de barriga-verde, Dichelops melacanthus (D.) e D. furcatus (F.). E a abundancia das
espécies varia em funcio do ano, do local e das plantas (CORREA-FERREIRA, 2009), porém o
percevejo-marrom, tem aparecido com maior abundancia na cultura da soja nos ultimos anos
(CORREA-FERREIRA, 2009; PANIZZI et al., 2012; BUENO et al., 2015; CORREA-
FERREIRA; SOSA-GOMEZ, 2017).

O ciclo de vida desses insetos dura em média de 30 a 40 dias, possuem uma fase de ovo, cinco
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estagios ninfais e depois se tornam adultos (Figura 1 e 2) (CORREA-FERREIRA; PANIZZI,
1999). S&o responsaveis pela reducdo na qualidade e no rendimento das sementes, podendo
transmitir doencas devido a insercdo direta do seu aparelho bucal, o estilete. Como resultado,
podem tornar os graos pequenos, chocos, enrugados e com manchas (HOFFMANN-CAMPO et
al., 2000) e a planta de soja pode nio amadurecer normalmente (CORREA-FERREIRA;
PANIZZI, 1999).

3.2.1. Euschistus heros (Percevejo-marrom)

O percevejo-marrom é encontrado com maior abundancia na cultura da soja (CORREA-
FERREIRA, 2009; PANIZZI et al., 2012; BUENO et al., 2015; CORREA-FERREIRA; SOSA-
GOMEZ, 2017) e apresenta habito alimentar menos polifago do que os outros percevejos fitofagos
(HOFFMANN-CAMPO etal., 2000). Nativo da Regido Neotropical, se destaca na regido do Norte
do Parana ao Brasil Central, sendo bastante adaptado a regides quentes (CORREA-FERREIRA;
PANIZZI, 1999; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

O percevejo E. heros, quando se torna adulto, possui a coloragdo marrom e dois
prolongamentos laterais em forma de espinhos, suas posturas sdo depositadas principalmente em
folhas e vagens. Possui cinco estagios de desenvolvimento, as ninfas recém eclodias possuem 1mm
e seus ovos apresentam coloracdo amarela. Comegam a causar danos na cultura a partir do terceiro
estagio de desenvolvimento, se locomovendo na cultura e se alimentando dela, atingindo o
tamanho de 5 a 10 mm (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

No ciclo da soja completa trés geracdes, de novembro a abril (HOFFMANN-CAMPO et al.,
2000; CORREA- FERREIRA et al., 2009). E 0o momento de infestacio da cultura pelos percevejos,
ocorre no final do periodo vegetativo ou no inicio do reprodutivo, aumentando a densidade
populacional com desenvolvimento das vagens. Periodo esse que ocorre 0s maiores danos
econdmicos, sendo composto principalmente por ninfas a partir do terceiro instar (72%)
(CORREA- FERREIRA et. al., 2009). Essas sdo mais dificeis de visualizagio, pois procuram
locais mais frescos durante os periodos mais quentes do dia (CORREA- FERREIRA; SOSA-
GOMEZ, 2017).

Apos a colheita da soja, esses insetos passam a se alimentar de plantas hospedeiras,
completando a quarta geracdo. Em seguida, podem entrar em dorméncia (diapausa) na palhada da
cultura anterior. Possuem a capacidade de passar até sete meses sem se alimentar, sobrevivendo
de reservas de lipideos, obtidas na safra anterior, o que ocorre em regides mais frias, como no
Parana (PANIZZI; VIVAN, 1997; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; CORREA- FERREIRA et.
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al., 2009). Nesse periodo esses insetos também podem permanecer, entorno das lavouras de soja,
embaixo de folhas caidas de plantas perenes: mangueiras, cafeeiros e feijdo - guandu (PANIZZI;
NIVA, 1994). Esse também é um dos motivos, que dificultam o controle dessa praga, pois durante
esse periodo de quiescéncia, eles se protegem de parasitas e predadores (CORREA-FERREIRA;
PANIZZI, 1999).

3.2.2. Dichelops melacanthus (Percevejo-barriga-verde)

Existem duas espécies de Dichelops., o D. furcatus e D. melacanthus, esses sdo
conhecidos como 0s percevejos-barriga-verde, porém apresentam diferencas morfologicas
como coloragdo, tamanho do corpo, comprimento e forma dos espinhos pronotais. Também
apresentam distribuicdo geografica diferenciada: a espécie D. furcatus tem sua maior
ocorréncia concentrada no sul do Parana e nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
enquanto a espécie D. melacanthus tem como areas de maior ocorréncia a Regido Centro-Oeste,
Sudeste (S&o Paulo) e norte do Parand (PANIZZI et al., 2015).

Esses percevejos tém se destacado por causar perdas na cultura do milho e do trigo
(PANIZZIl etal., 2012; PANIZZI et al., 2015). Porém principalmente os danos que ocorrem nos
estadios iniciais de desenvolvimento da planta (V1 a V3) na cultura do milho, repercutem
negativamente no potencial produtivo da cultura (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999).
Segundo Duarte et al. (2015), o nivel de dano econémico do percevejo-barriga-verde para a
cultura do milho é de 0,8 percevejo por m? quando a praga estiver presente no estadio de
desenvolvimento de uma folha (V1).

O percevejo-barriga-verde que era considerado praga secundaria, tem ganhado
importancia devido a seu ataque na cultura do milho em sucesséo a cultura da soja (GOMEZ E
AVILA, 2001; GRIGOLLI et al., 2016; CORREA-FERREIRA; SOSA-GOMEZ, 2017),
principalmente devido as mudancas relacionadas ao sistema de plantio direto e do cultivo do
milho de segunda safra (CORREA-FERREIRA; SOSA-GOMEZ, 2017). Por tanto, é
importante levar em consideracdo esse sistema de sucessdo para conseguir realizar o controle
desse inseto-praga de forma eficiente.

O ciclo de vida é parecido com o do E. heros, inclusive as ninfas dessas duas espécies
podem ser confundidas. Mas os adultos de D. melacanthus apresentam caracteristicas bem
diferenciadas, medem de 9 a 11 mm e sua coloracdo varia entre castanho amarelado ao
acinzentado, apresentando o abdome verde, mas nos meses mais frios do ano, a coloragdo

ventral pode se tornar marrom- acinzentada. Outra caracteristica é que os ovos de D.
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melacanthus sdo verdes, enquanto os de E. heros sdo amarelos (CORREA-FERREIRA;
PANIZZI, 1999; PANIZZI et al., 2012; PANIZZI et al., 2015).

3.2.3. Manejo dos percevejos

A principal medida do Manejo Integrado de Pragas aplicado ao complexo de pentatomideos
presentes na soja, € 0 monitoramento periddico através da amostragem dos insetos pelo “pano de
batida”, este método consiste em um pano com suporte de madeira nas laterais, colocado entre
duas fileiras da soja. E para a amostragem dos insetos, as plantas sdo batidas vigorosamente, 0s
insetos caem no pano, sendo contados e anotados. O recomendado € que as amostragens ocorram
semanalmente, principalmente no periodo reprodutivo da soja (R3 e R7). O controle quimico deve
ser realizado apenas quando a populagao atingir quatro percevejos (adultos ou ninfas a partir do
terceiro instar) por pano de batida (2 m de fileira) em areas de producao de gréos, e dois percevejos
na area de producio de sementes. (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999).

Segundo o banco de produtos registrados do Ministério da Agricultura (AGROFIT, 2020),
existem 57 produtos quimicos registrados para o controle do percevejo-marrom na cultura da soja,
e 31 para o controle do percevejo-barriga-verde na cultura do milho. Para ambos os percevejos,
apesar da grande quantidade de produtos, de diferentes marcas, esses sd0 compostos por
principalmente trés grupos quimicos: organofosforados, neocotindides e piretroides. Os trés
grupos apresentam modo de ac¢éo neurotoxico para insetos (ROGGIA et. al., 2018). Esse pequeno
namero de grupos quimicos usados nesses produtos, possibilita uma maior probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia nos percevejos.

No Brasil, em maio de 1997, houve a criacdo do IRAC-BR (Comité Brasileiro de Agdo a
Resisténcia a Inseticidas), com o objetivo de se obter mais informacbes sobre 0 manejo de
populacgdes resistentes e o desenvolvimento de produtos fitossanitarios. Um dos grupos que tem
sido monitorado pelo IRAC-BR s@o as populagdes de E. heros, monitorando os trés grupos
quimicos citados anteriormente: organofosforados, neocotindides e piretroides. Segundo a ultima
avaliagdo realizada nas principais regides produtoras de soja entre 0s meses de janeiro a abril de
2019, as populacbes de Luis Eduardo Magalhdes — BA, Rio Verde — GO, Cafelandia — PR e
Paranapanema — SP apresentaram sobrevivéncia acima de 20% para 0s neocotindides, enquanto
os dois outros grupos quimicos estudados, demonstraram alta mortalidade para todas as
populacdes de percevejos (IRAC-BR, 2020).

Como citado anteriormente o percevejo-barriga-verde tem se tornado uma praga

importante na cultura do milho, devido principalmente a sucessdo recorrente que ocorre entre a
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cultura da soja para a do milho (GOMEZ E AVILA, 2001; GRIGOLLI et al., 2016; CORREA-
FERREIRA; SOSA- GOMEZ, 2017). Por isso ja existem trabalhos que procuram alternativas para
esse sistema atual, como o trabalho de Grigolli et al. (2016) que demonstrou que aplicacdo de
inseticidas na dessecacdo pré-colheita de soja e imediatamente apds a semeadura do milho reduz
o0 ataque de D. melacanthus em plantas de milho. E o trabalho Correa-Ferreira e Sosa-Gomez
(2017), que trouxe como alternativa o uso de cultivares-armadilhas no milho, indicando um retardo
na evolugdo da populacdo de D. melacanthus, e a necessidade de um menor uso de inseticidas

quando esta estratégia foi utilizada.

3.2.4. Controle Bioldgico

Existem oito produtos bioldgicos registrados para o controle do E. heros, indicados para serem
utilizados em todas as culturas agricolas, segundo o banco de dados do Ministério da Agricultura.
Porém do mesmo modo como ocorre com 0s produtos quimicos, esses oitos produtos se referem
apenas a trés organismos diferentes. Dois sdo fungos entomopatogénicos: Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae, alguns produtos contém conidios desses microrganismos separados,
enquanto outros produtos utilizam os dois juntos. E o terceiro organismo é a micro-vespa Telenomus
podisi Ashmead. Enquanto para D. melacanthus ndo existe nenhum produto biolégico indicado para
0 seu controle no banco do Ministério da Agricultura.

Existem trabalhos demonstrando resultados promissores sobre o controle do percevejo-marrom
com a utilizacdo de fungos em laboratorio (MULLER et al., 2017; NORA, 2019) e unidades
experimentais (ZAMBIAZZI et al., 2012). Porém os fungos entomopatogénicos, necessitam de
condigbes especificas de temperatura e a umidade para o seu desenvolvimento (CORREA-
FERREIRA; PANIZZI, 1999; MULLER et. al., 2017), o que dificulta a eficiéncia desses fungos em
trabalhos no campo. Além disso, 0s percevejos apresentam defesas naturais contra fungos
entomopatogénicos (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999): composicdo quimica da cuticula
(SOSA-GOMEZ et al., 1997; OLIVEIRA, 2014), volateis produzidos por glandulas metatoréxicas
(LOPES et al., 2015).

Os percevejos fitdfagos possuem como principais inimigos naturais os parasitoides de ovos
(PANIZZI; SLANSKY, 1985), sendo constatados 20 espécies de microhimendpteros capazes de
realizar o parasitismo, a maioria desses parasitoides tem a capacidade de parasitar ovos de varios
percevejos, porém podem ter preferéncia por determinada espécie (CORREA-FERREIRA;
PANIZZI, 1999). O trabalho de Correa-ferreira e Sosa- gomez (2017) realizou 0 monitoramento

em uma lavoura comercial de um produtor do municipio de Ibipora, na regido norte do Parana, nos
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anos entre 2014/2016, foi registrado duas espécies principais parasitando os ovos. Sendo T. podisi
a mais abundante e responsavel pelo parasitismo em 97,9% dos ovos de E. heros e 92% em ovos
de D. melacanthus, e a segunda espécie foi do género Trissolcus, mas apresentando um parasitismo
bem inferior que T. podisi. Foram registrados também adultos do percevejo-marrom parasitados
pelo microhimendptero Hexacladia smithii (Ashmead) e por moscas da familia Tachinidae.

A empresa Koppert possui em seu catalogo o produto Podisibug, que tem como ingrediente
ativo o Telenomus podisi. Essas microvespas encontram 0s ovos de percevejos no campo, e
depositam nele seus ovos, interrompendo o desenvolvimento da praga logo no inicio do seu ciclo,

dando origem a novas vespas ao invés de ninfas de percevejos (KOPPERT, 2020).

3.3. Nematoides entomopatogénicos

Os nematoides sdo vermes muito comuns no solo (VOSS,2009), possuem o corpo alongado,
cilindrico e um pseudoceloma (WOOD,1998). Existe uma variedade de tipos de nematoides, desde
os fitopatdgenos, aos que se alimentam de animais, microrganismos, residuos organicos (VOSS,
2009). Devido essa variedade, estes possuem estruturas especializadas: aparelhos bucais e
ornamentacdes na cuticula. Os nematoides entomopatogénicos, possuem a capacidade de matar ou
causar patogenia em um inseto (ALMENARA et al., 2012), especificamente 0s que pertencem as
familias: Heterorhabditidae e Steinernematidae, da ordem Rhabditida (DOLINSKI, 2006).
Existem dois motivos principais, para o0 interesse maior nessas familias de nematoides, a
possibilidade de producdo comercial e por causarem patogenia em determinados insetos
especificos, sendo seguros ao meio ambiente (JUNIOR, 2015).

A viruléncia de nematoides entomopatogénicos a diferentes insetos foi comprovada com o
passar dos anos em diferentes estudos (LEITE et. al., 2005; CAVALCANTI, 2006; LEITE et. al.,
2007; MINAS, 2008; CANESIN, 2011; LEITE et.al., 2012; ANDALO et. al., 2018; MARTINS,
2019), os principais alvos sdo insetos de solo (VOSS, 2009), pois os NEPs permanecem no solo
quando ndo estdo dentro dos hospedeiros.

Estudos e indicacbes para o uso de NEPs para controle biolégico em percevejos foram
realizados principalmente com o percevejo-castanho (Scaptocoris castanea) (ROSA et al., 2002;
MIRANDA, 2006; VOSS, 2009), ja que este ataca as raizes, sendo um alvo mais facil para os
NEPs. Porém recentemente foram realizados estudos com NEPs visando o controle de diferentes
percevejos: E. heros (BORGES, 2020; MARTINS-CECCONELLO, 2020), D. melacanthus
(GUIDE et al., 2015; 2019), P. guildinii e N. viridula (MARRERO et al., 2015). No estudo
conduzido por Marrero et al. (2015), H. bacteriophora (POINAR, 1975) causou 100% de
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mortalidade em P. guildinii e N. viridula, enquanto em estudo conduzido por Guide et al. (2019),
o nematoide H. amazonensis (ANDALO; NGUYEN; MOINO, 2006) causou 88% de mortalidade
em D. melacanthus, e ambos os nematoides foram testados em placas de Petri (9 cm) contendo um
papel filtro colocado na placa de fundo.

Essas familias de NEPs possuem uma associacdo com bactérias simbidticas, que tem uma
relacdo estreita com o seu nematoide, ao nivel de género e espécie (VOSS, 2009). Os nematoides
sd0 essenciais para possibilitar que as bactérias atinjam a hemocele do inseto e afetam
principalmente o sistema imunoldgico inato celular dos mesmos (GOTZ et al., 1981,
BALASUBRAMANIAN et al., 2009; TOUBARRO etal., 2013; ONO; YOSHIGA, 2018), ou seja,
afetam a atividade dos hemacitos, que sdo responsaveis pelo encapsulamento de organismos

invasores nos insetos.

3.3.1. Bactérias simbidticas

As bactérias Xenorhabdus e Photorhabdus estdo presentes no intestino dos NEPs das familias
Steinernematidae e Heterorhabditidae. Os da familia Steinernematidae levam as ceélulas
bacterianas na vésicula intestinal especializada, denominada receptaculo. Essas bactérias
pertencem a familia Enterobacteriaceae (BOEMARE, 2002), apresentando um periodo simbiético
com o NEP, e um periodo patogénico, quando o nematoide atinge o inseto (FORST et al., 1997).
Essas bactérias produzem bacteriocinas, proteinas e diversos metabolitos secundarios (BODE,
2009), possuindo um extenso repertorio de genes relacionado a essas toxinas (CLARKE, 2008).
Suas toxinas sdo capazes de resultar em apoptose nas células essenciais do sistema imunoldgico
dos insetos, dificultando processos de encapsulagdo, nodulagdo e fagocitose, por tanto, causando
a morte do inseto (CLARKE, 2008).

As bactérias simbidticas tém sido isoladas dos nematoides, a fim, de conhecer melhor suas
possibilidades para 0 manejo de pragas e doencas. Existem estudos utilizando essas bactérias
visando o controle insetos pragas (GOTZ et al., 1981; ANSARI et al., 2003; DE PAULA et al.,
2006; CARNEIRO et al., 2008; SALVADORI, 2011; CHACON-OROZCO, 2014), de &caros
predadores (EROGLU et al., 2019; CEVIZCI et al., 2020) e como alternativas para 0 manejo de
doencas com fungos fitopatogénicos (LI et al., 1995; CHEN et al.,1994; CHACON-OROZCO et.
al., 2020).

O estudo de Martin et al. (2007) foi utilizada a cultura da bactéria Chromobacterium subtsugae
contra diferentes pragas, incluindo o percevejo N. viridula, causando mortalidade nesse percevejo

e em outras pragas. E diferentes bactérias: Brevibacillus brevis, Bacillus thuringiensis kurstaki,



27

Bacillus atrophaeus, Bacillus sphaericus, Bacillus cereus, Pantoea agglomerans, Vibrio hollisae
e Pseudomonas flourescens causaram de 75-100% de mortalidade no Halyomorpha halys
(TOZLU etal., 2019). Osresultados sédo promissores, demonstrando a importancia de estudar essas

bactérias, para compreender a melhor maneira de utiliza-las no MIP.

3.3.2. Ciclo de vida dos nematoides entomopatogénicos

A infeccdo dos insetos por nematoides das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae
ocorre através de juvenis infectivos que estdo adaptados em permanecer no solo até encontrarem
um hospedeiro, pois nesse periodo ndo se alimentam e sua sobrevivéncia depende das condicdes
ambientais, principalmente temperatura e umidade (POINAR, 1990). Os juvenis infectivos
penetram 0s insetos por aberturas naturais, como: boca, anus e espiraculo. Os que pertencem a
familia Heterorhabditidae, possuem a capacidade de penetrar também através da cuticula do inseto,
pois possuem um dente quitinoso (POINAR, 1990; DOLINSKI, 2006).

Quando os nematoides entomopatogénicos atingem a hemocele, esses liberam as bactérias
simbioticas, que produzem metabdlitos e toxinas (DOWDS; PETERS, 2002) e se multiplicam
rapidamente, causando a morte dos insetos entre 24/48h (POINAR, 1990). Apos a morte do inseto,
0s nematoides se reproduzem, se alimentando dos nutrientes derivados do inseto e das células
simbiontes (EHLERS, 2001; BODE, 2009).

Uma das diferencas entre as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae, é que enquanto
nos Steinernematidae os juvenis infectivos se desenvolvem em machos e fémeas, o0s
Heterorhabditidae se tornam hermafroditas na primeira geragdo. Com a formacgdo dos adultos,
ocorre a cépula e a postura de ovos, que podem se desenvolver em juvenis (J1, J2, J3, J4) e
posteriormente adultos. Os J3 se referem aos juvenis infectivos, que migram de volta para o solo
quando tiverem esgotados os nutrientes do cadaver do inseto (ADAMS e NGUYEN, 2002). Os
NEPs podem passar duas ou trés geracOes dentro do cadaver dependendo da quantidade de
nutrientes disponiveis (DOLINSKI, 2006), antes de deixar o cadaver, recuperam as bactérias

simbioticas para recomecar o seu ciclo de vida (BODE, 2009).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Controle Bioldgico, localizado no Centro
Avangado em Protecdo de Plantas e Sanidade Animal do Instituto Biologico, em Campinas,

Sao Paulo.

4.2. Criacao de insetos

Os insetos usados nos bioensaios foram provenientes da criacdo de E. heros e Dichelops
melacanthus do Laboratério de Controle Bioldgico de Pragas. Mantidos em bandejas de plastico
(20 X 30) (Figura 1A), acondicionados em sala climatizada (25°C, UR 60+5% e fotofase de 12
horas) e alimentados com dieta natural: vagens de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), amendoim
(Arachis hypogaea L.), semente de girassol (Helianthus annuus L.) e agua filtrada (Figura 1C).
Para as ninfas de 1° instar era disponibilizado agua filtrada e vagem de feijao (Figura 1B), nessa
fase as ninfas permanecem sobre o cdrion, com comportamento gregario, ndo iniciando a
alimentacdo (LOCKWOOD; STORY, 1986). Todos os ensaios foram realizados com insetos

adultos, ap6s uma semana de emergéncia.

Figura 1. (A) Criacdo de E. heros e D. melacanthus no Laboratério de Controle Biolégico. (B) Ninfas do 1° instar de
Euschistus heros nas bandejas da criagdo. (C) Bandejas com adultos de Euschistus heros.
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4.3. Multiplicacdo dos nematoides entomopatogénicos

Os NEPs foram multiplicados em larvas de Galleria mellonella L. (3° ao 5° instar), mais
conhecida como “traga dos favos”. A criacdo de G. mellonella foi mantida em dieta artificial a
base de soja e cera de abelha, em estufa (32°C), segundo metodologia citada por Cruz (1988)
(Figura 2B). Os juvenis infectivos foram colhidos em armadilha de White (WHITE, 1927), de
acordo com os procedimentos descritos por Kaya e Stock (1997) (Figura 2C). Apoés a colheita, 0s
JI foram mantidos suspensos em agua, em sala climatizada sob 14°C, no banco de nematoides

entomopatogénicos do Laboratério de Controle Bioldgico (Figura 2A). Esses foram usados nos

testes com no maximo sete dias apos a colheita.

Figura 2. (A) Banco de nematoides entomopatogénicos do Laboratdrio de Controle Biolégico. (B) Criacdo de Galleria
mellonella. (C) Armadilhas White para coleta de juvenis infectivos.

4.4. Multiplicacdo das bactérias simbioticas

Os isolados das bactérias simbiontes de NEPs estdo preservados em glicerol 15%, mantidos a -
80 °C na colecdo do banco de bactérias presente no Laboratério de Controle Biol6gico do Instituto
Biologico. Para a ativagdo dos isolados das bactérias, esses foram cultivados em frasco de
Erlenmeyer de 100 ml contendo 20 ml de meio liquido TSB, mantido em agitacdo (150 rpm) por
24 h, sob 27 °C. Para confirmacdo da fase variante | (fase ativa), 100 ul de cada isolado das
bactérias simbiontes de NEPs foram plaqueados em meio NBTA (agar nutritivo + 0.004 % (p/v)
cloreto de trifenil tetrazdlio + 0.025 % (p/v) azul de bromotimol) (BOEMARE; AKHURST, 1988).
Para a multiplicacdo dessas bactérias, cada isolado (obtido de uma col6nia) foi cultivado em
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frascos de Erlenmeyer (500ml) contendo 300 ml de meio de cultura LB mantido sob agitacdo (150
rpm) por 72 h a 27 °C.

4.5.Viruléncia dos nematoides entomopatogénicos contra Euschistus heros

Foram avaliados 16 isolados (Tabela 1) de NEPs quanto a viruléncia para adultos de E.
heros. Para cada isolado, foram estabelecidas 3 repeti¢@es, sendo cada repeticéo representada por
um pote plastico de 500 ml (9,5 cm @) contendo 100g de areia (14% de umidade), uma vagem de
feijdo e 10 insetos (Figura 3).

Os nematoides foram aplicados sobre o solo com pipeta, gerando a concentracdo de 140
Jis/cm? (1000 Jls/inseto). O tratamento controle foi inoculado com agua. Os potes foram incubados
em sala climatizada (25°C, UR 60+5% e fotofase de 12 horas). A avaliacdo foi realizada no 7° dia
apos a inoculacdo, com base na mortalidade dos insetos. Os insetos foram separados em armadilhas
White visando a confirmagdo de infecgdo por nematoides entomopatogénicos. O experimento foi
conduzido duas vezes no tempo.

Tabela 1. Isolados de NEPs testados quanto a viruléncia para Euschistus heros em substrato

areia.
Nematoide Isolado Local/Origem
H. amazonensis IBCB nl10 Santa Fé do Sul- SP
H. amazonensis IBCB n44 Santa Adélia — SP
H. bacteriophora HB ENO1 Germany*
S. brazilense PONTO 2C Porto Murtinho- MS
S. brazilense IBCB n06 Porto Murtinho- MS
S. carpocapsae All USA
S. carpocapsae IL1 Sao Jodo da Boa Vista- SP
S. carpocapsae IL2 Sao Jodo da Boa Vista- SP
S. carpocapsae IP1 Sao Jodo da Boa Vista- SP
S. diaprepesi AM163 Sinop-MT
S. feltiae IBCB n47 Germany**
S. glaseri CER21 Rio Verde- GO
Steinernema sp. IBCBn20 Itirapina-SP
S. rarum PAM 11 Bagé-RS
S. rarum PAM 13 Bagé-RS
S. rarum PAM 25 Bagé-RS

* Isolado hibrido, originado a partir de cross-breeding entre H. bacteriophora (Nova Jersey) e os isolados HK1 e
HDO1 (Alemanha).

** |solado hidrido, originado a partir de cross-breeding entre 10 isolados europeus de S. feltie (Alemanha, Noruega,
Suécia, Finlandia, Italia e Holanda).

S.: Steienernema e H.: Heterorhabditis.
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Figura 3. Repeticdo do experimento de viruléncia de NEPs no E. heros.

4.6.Viruléncia de bactérias simbioticas para Euschistus heros

Este experimento teve como objetivo avaliar bactérias simbiontes de NEPs quanto a
viruléncia para adultos de E. heros. Os tratamentos foram constituidos de 9 isolados de bactérias
simbiontes de NEPs dos géneros Photorhabdus e Xenorhabdus (Tabela 2) e um controle. Essas
bactérias foram escolhidas pelo fato dos seus nematoides terem apresentado resultados variados
no experimento anterior. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
totalizando trés repeticGes para cada tratamento. Cada repeticdo foi representada por um pote
plastico de 500 ml (9,5 cm @) forrado com papel filtro, contendo uma vagem de feijéo e 10 insetos
(Figura 4).

Os insetos foram mergulhados nos caldos bacterianos ndo diluidos, apds trés dias de
crescimento da bactéria. O tratamento controle foi mergulhado no meio de cultura TSB sem a
bactéria. Caso essas bactérias ndo causassem mortalidade dos insetos com altas concentracdes,
dificilmente apresentardo eficacia no campo, por aspersao. O experimento foi mantido em sala
climatizada (25°C, UR 60+5% e fotofase de 12 horas) e a avaliagdo ocorreu no 7° dia apos a

inoculacdo. O experimento foi conduzido duas vezes no tempo.
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Tabela 2. Isolados de bactérias simbidticas e seus nematoides, testados quanto a viruléncia para

Euschistus heros.

Bactéria Nematoide Isolado Local/Origem

P. luminescens H. amazonenses IBCBn10  Santa Fé do Sul- SP

P. luminescens H. bacteriophora HB ENO1  Alemanha*

Xenorhabdus sp.  S. glaseri CER 21 Rio Verde — GO
Xenorhabdus sp.  Steinernema sp. CER144 Rio Verde — GO
Xenorhabdus sp.  S. carpocapsae IL2 S&o Jodo da Boa Vista- SP
Xenorhabdus sp.  Steinernema sp. AM165 Sinop — MT

Xenorhabdus sp.  S. braziliense Ponto2C  Porto-Murtinho- MS

X. doucetiae S. diaprepesi AM 163 Sinop — MT

X. szentirmaii S. rarum PAM 25 Bagé — RS

* Isolado hibrido, originado a partir de cross-breeding entre H. bacteriophora (Nova Jersey) e os isolados HK1 e

HDO1 (Alemanha).

S.: Steienernema; X.: Xenorhabdus; H.: Heterorhabditis e P.: Photorhabdus.

Figura 4. Repeticdo do experimento de viruléncia de bactérias simbiontes de NEPs no E.heros.

4.7.Viruléncia de Steinernema diaprepesi em diferentes concentracfes para Euschistus

heros

Esse experimento avaliou diferentes concentragdes de Steinernema diaprepesi (NGUYEN;
DUNCAN, 2002) na mortalidade de adultos de E. heros. Cinco tratamentos foram constituidos
das concentracgdes de 0,7; 3,5; 17,6; 88,4 e 442,4 Jl/cm? (= 1; 40; 200; 1000; 5000 Jls/ inseto),

considerando-se o calculo da area na superficie do substrato (113 cm?) no pote plastico de 1,5 L

(12,5 cm @). Cada tratamento teve 4 repeticdes, sendo cada repeticdo representada por um pote

plastico de 1,5 L (12,5 cm @), contendo 100g de areia (14% de umidade), duas vagens de feijdo e
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10 insetos (Figura 5A). O nematoide foi aplicado com o auxilio de pipeta até alcancar as diferentes
concentragdes. O tratamento controle recebeu apenas agua. Os potes foram vedados com o tecido
voil e elastico (Figura 5B), incubados em sala climatizada (25°C, UR 60+5% e fotofase de 12h).
A avaliacdo ocorreu sete dias apds a inoculacdo, com base na mortalidade dos insetos. Os insetos
mortos foram transferidos para armadilhas White (Figura 5C), sendo uma armadilha para cada
repeticdo, para determinar o numero de juvenis infectivos que emergiram por inseto. O

experimento foi conduzido 2 vezes no tempo.

Figura 5. (A) Repeticdes do bioensaio de diferentes concentragdes do Steinernema diaprepesi. (B) Repeticdes vedadas

apds a inoculacdo. (C) Armadilhas White.

4.8. Viruléncia de Steinernema diaprepesi para Euschistus heros em dois substratos com

duas espessuras de camadas

Esse estudo avaliou a viruléncia de Steinernema diaprepesi para E. heros em dois
substratos com duas espessuras de camadas, visando seu controle na entressafra quando encontra-
se sobre 0 solo ou sobre os restos culturais/palhada presentes no campo apés a colheita da cultura.
Foram estabelecidos oito tratamentos: A) areia 200g - 1 cm de espessura da camada; B) areia
1000g - 5 cm de espessura da camada; C) palha 4g — 1 cm de espessura da camada; D) palha 20g
—5 cm de espessura da camada e os respectivos controles (Figura 6). A escolha da areia e da palha
em duas espessuras de camadas foi para constatar se 0 nematoide desceria na espessura maior,
resultando em menores concentracdes na superficie do substrato e, consequentemente, em menores
indices de mortalidade do inseto.

O nematoide S. diaprepesi foi aplicado com pipeta, gerando a concentracdo de 88,4 Jls/cm?
(1000 Jis/inseto), a qual proporcionou 0 maior nivel de mortalidade no experimento anterior, com
a maior reproducdo do nematoide por inseto. Cada tratamento teve trés repeticdes, sendo cada
repeticdo representada por um pote plastico de 1,5 L (12,5 cm @) contendo o substrato, duas vagens

de feijdo e 10 insetos adultos. A areia foi umedecida previamente para 14% de umidade, enquanto
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a palha permaneceu submersa em agua por 24 horas, sendo que a dgua foi drenada e a palha
umedecida foi transferida para os potes. Cada um dos tratamentos teve o respectivo controle
contendo apenas agua.

Os insetos foram liberados dentro dos potes ap6s 24 horas da aplicacdo do nematoide,
procurando permitir a distribuicdo prévia dos JIs nos substratos. Os potes foram vedados com o
tecido voil e elastico, incubados em sala climatizada (25°C, UR 60+£5% e fotofase de 12h). A
avaliacdo foi realizada sete dias ap0s a liberacdo dos insetos, com base na mortalidade deles. Os
insetos mortos foram transferidos para armadilha White visando a confirmacéo da infec¢édo pelos

nematoides. O experimento foi conduzido duas vezes no tempo.

A

Figura 6. Tratamentos do bioensaio realizado em dois substratos com duas espessuras de camadas: (A) areia 200g - 1
cm de espessura da camada; (B) areia 1000g - 5 cm de espessura da camada; (C) palha 4g — 1 cm de espessura da

camada; (D) palha 20g — 5 cm de espessura da camada.

4.9. Susceptibilidade comparativa de Dichelops melacanthus e Euschistus heros ao
nematoide Steinernema diaprepesi

Esse estudo comparou duas espécies de percevejos, E. heros (percevejo-marrom) e D.
melacanthus (barriga-verde) quanto a susceptibilidade para o nematoide S. diaprepesi (Figura 7).
Assim, os tratamentos consistiram dos dois insetos tratados com o nematoide e dos dois controles
representados pelos dois insetos tratados com agua. Para cada tratamento foram estabelecidas 3
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por um pote pléstico de 1,5 L (12,5 cm @) contendo
200g de areia (14% de umidade) coberta com 4 g de palha pré-umedecida (24 horas de molho
antes da drenagem da agua), duas vagens de feijao e dez insetos.

S. diaprepesi foi aplicado com pipeta, gerando a concentragdo de 88,4 JI/cm2 (1000

JIs/inseto), a qual proporcionou maior mortalidade do inseto, com maior reproducdo do NEP por
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foram vedados com tecido voil e elastico, e incubados em sala climatizada (25°C, UR 60+5% e

fotofase de 12 horas). As avaliacGes foram realizadas apos sete dias da inoculac¢do, com base na

mortalidade do inseto. O experimento foi conduzido duas vezes no tempo.

Figura 7. Experimento de diferenca de viruléncia do nematoide S. diaprepesi entre percevejos. (A) Repeticdo do E.

heros. (B) Repeticdo do D. melacanthus.

4.10. Viruléncia comparativa de Steinernema diaprepesi e Steinernema carpocapsae

ao

percevejo Dichelops melacanthus

Esse estudo comparou os nematoides S. diaprepesi AM163 e S. carpocapsae IP1 (Weiser,
1955) quanto a viruléncia para o percevejo D. melacanthus, que apresentou maior resisténcia
para S. diaprepesi quando comparado ao percevejo E. heros. Esses dois nematoides foram
selecionados por terem causado 100% de mortalidade do E. heros no primeiro teste, e por
possuirem estratégias de forrageamento diferentes. Enquanto S. diaprepesi é do tipo “cruiser”
(DEL VALLE et al., 2014), que busca seus insetos alvos, o nematoide S. carpocapsae € do
tipo “ambush” (KOPPENHOFER; KAYA, 1996), comportamento conhecido por ficar na
espreita, esperando 0 hospedeiro se aproximar.

O estudo consistiu em trés tratamentos representados pelo inseto tratado com os dois
nematoides e pelo controle (inseto tratado com A&gua). Para cada tratamento foram
estabelecidas trés repeticdes, sendo cada repeticdo representada por um pote plastico de 1,5 L
(12,5 cm @) contendo 200g de areia (14% de umidade) coberta com 4 g de palha pré-
umedecida (24 horas de molho antes da drenagem da agua), duas vagens de feijao e 10 insetos.

Os dois nematoides foram aplicados com pipeta, gerando a concentracdo de 88,4 Jl/cm?

(1000 Jis/inseto). Os potes foram vedados com tecido voil e eléstico, incubados em sala
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climatizada (25°C, UR 60£5% e fotofase de 12 horas). A avaliacdo foi realizada no 7° dia ap6s
a inoculacdo, com base na mortalidade dos insetos. O experimento foi realizado em

delineamento inteiramente casualizado, conduzido duas vezes no tempo.

4.11. Eficéacia de Steinernema diaprepesi no controle de Euschistus heros em casa de

vegetacao

O estudo avaliou a eficacia do nematoide S. diaprepesi no controle de E. heros em
condicdes de casa de vegetacdo, buscando prever sua eficacia no campo. Para simular esse
ambiente, utilizamos a casa de vegetacdo do Laboratério de Controle Bioldgico. Assim, o
estudo consistiu de apenas dois tratamentos: aplicacdo do nematoide e controle.

Cada tratamento teve quatro repeticdes distribuidas em blocos ao acaso, sendo cada bloco
constituido de uma caixa de cimento (63 x 83 x 53 cm) preenchida com solo, resultando numa
area (4.800 cm?) para receber os dois tratamentos. Cada repeticao foi representada por um tubo
PVC (25 cm de diametro x 21 cm de altura), aprofundado em 2 cm no solo da caixa, contendo
8g de palha pré-umedecida (24 horas de molho na 4gua antes da sua drenagem) cobrindo o
solo (pré-umedecido com 12L de agua/caixa de cimento), duas vagens de feijao e 10 insetos
(Figura 8). O nematoide Steinernema diaprepesi foi aplicado dentro dos tubos com o auxilio
de um Becker, adicionando-se a supensao até gerar a concentracdo de 88,4 Jl/cm? (= 4.332
Jis/inseto), que proporcionou o maior nivel de mortalidade de insetos (74,6%), com a maior
taxa de reproducdo do nematoide por inseto (5.400 JIs) no experimento aplicado diferentes
concentracdes de S. diaprepesi. Para os tubos do controle, apenas agua foi aplicada. .

O experimento foi irrigado diariamente por microaspersores. Durante 0 experimento, a
temperatura variou entre 18 e 25 ° C e a avaliacdo foi realizada sete dias apds a liberacdo dos
insetos nos tubos, com base na mortalidade dos insetos. Os insetos mortos foram transferidos
para armadilhas Whites para confirmar a infeccdo pelo nematoide. O experimento foi

conduzido duas vezes no tempo.
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Figura 8. Experimento realizado em casa de vegetacdo com o S. diaprepesi visando o controle do E. heros.
4.12. Analises Estatisticas

Os experimentos realizados no laboratdrio foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, enquanto o experimento em casa de vegetacdo foi conduzido em blocos ao acaso.
Para todos os testes, exceto para "viruléncia de NEPs", "viruléncia de bactérias" e "eficacia de S.
diaprepesi”, os dados foram corrigidos usando a formula de Abbott ([sobreviventes no controle -
sobreviventes no tratamento] / sobreviventes em o controle) x 100) (ABBOTT, 1925). Em seguida,
os dados corrigidos foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade das variancias
pelos testes de Shapiro Wilk e Barlett. Para os testes que seguiram os pressupostos, foi realizado
o teste t de Student quando havia apenas duas variaveis, enquanto a analise de variancia (ANOVA)
foi realizada quando havia mais de duas variaveis e, em seguida, o teste de Tukey 5%.

Para o experimento “Viruléncia de Steinernema diaprepesi em diferentes concentragdes para
E. heros”, os dados corrigidos (féormula de Abbott) foram analisados por regressao logaritmica
entre concentragdes de nematoides e mortalidade de insetos. Para analisar o nimero de Jls gerados
por inseto, foi utilizado o Modelo Linear Generalizado (GLM - Modelos Lineares Generalizados)
com distribuicdo Quasipoisson e ligacdo “log”. Posteriormente, foi realizada analise de variancia,
seguida da comparacgdo das médias pelo teste de Tukey a 5%.

Todos os dados percentuais (frequéncias) foram transformados em arco seno Vx / 100 antes da
analise (SOUTHWOOD, 1978). As analises foram realizadas no software SPSS 16.0 e no R 3.6
(R Core Team 2019), por meio dos pacotes Ime4 (BATES etal., 2015), emmeans (SEARLE et al.,
1980), drc (RITZ et al., 2015) e hnp (MORAL et al., 2017).
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5. RESULTADOS

5.1. Viruléncia de nematoides entomopatogénicos para Euschistus heros

Os nematoides Steinernema diaprepesi AM163, S. carpocapsae All e S. carpocapsae IP1
causaram 100% de mortalidade em E. heros (Tabela 3), mas ndo diferiram significativamente dos
outros seis nematoides testados, com mortalidade acima de 88% (Fis, 101 = 27,57, P = 0,71). Em
relacdo aos nematoides menos virulentos, trés deles causaram mortalidade abaixo de 42%, nédo
diferindo do controle (P = 0,2) (Tabela 3). Os insetos mortos foram observados em

estereomicroscopio, sendo possivel observar JIs emergindo dos cadaveres (Figura 9).

Tabela 3. Mortalidade (%) do E. heros sete dias depois da aplicagdo dos 16 isolados de NEPs no

substrato areia, na concentracao de 140 Jis/cm2.

Nematoide Isolado Mortalidade (%)
S. diaprepesi AM163 100+0a

S. carpocapsae All 100+0a

S. carpocapsae IP1 100+0a

S. feltiae IBCBn47 985+19a

S. glaseri CER21 98,3+19a
S. carpocapsae IL2 98,0+20a
S. carpocapsae IL1 95,0+6,0a
Steinernema sp. IBCBn20 933+25a
H. bacteriophaga HB ENO1 88,3+6,2ab
H. amazonensis IBCBN10 73,3+10,9 bc
H. amazonensis IBCBn44 60,0 £ 6,0 cd
S. rarum PAM25 550+119cd
S. rarum PAM13 51,6 £13,8 cd
S. brazilense PONTO2C 41,6 £8,0 cde
S. brazilense IBCBNO6 35,0+£5,0de
S. rarum PAM11 31,6 £6,2de
Controle 150+0,2e

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey 5%.
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Figura 9. (A) Percevejos adultos de E. heros mortos pelo nematoide Steinernema diaprepesi. (B) Nematoides

emergindo do cadaver do inseto.

5.2. Viruléncia de bactérias simbidticas para Euschistus heros

Todas as bactérias simbidticas causaram baixos niveis de mortalidade em E. heros (21,7%
a40,3%), apenas X. doucetiae AM163 e P. luminescens IBCBn10 (associadas a S. diaprepesi e H.
amazonensis, respectivamente) diferiram significativamente do controle (Fo, 59 = 2,58, P = 0,016)
(Tabela 4).

Tabela 4. Mortalidade (%) de E. heros apés sete dias da inoculacdo com culturas de bactérias

simbidticas.

Bactéria simbidtica Nematoide Isolado Mortalidade (%)
X. doucetiae S. diaprepesi AM163 40,3+56a
P. luminescens H. amazonensis IBCBN10 370+£91a
X. nematophila S. carpocapsae IL2 29,9+34ab
X. poinarii S. glaseri CER21 28,9+79ab
Xenorhabdus sp. S. braziliense PONTO2C 27,947 ab
X. szentirmaii S. rarum PAM25 241 +53ab
P. luminescens H. bacteriophora HB ENO1 23,2+4,1ab
Xenorhabdus sp. Steinernema sp. CER144 219+4,6ab
Xenorhabdus sp. Steinernema sp. AM165 21,7+6,5ab
Controle 104+38b

* Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey 5%.
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5.3. Viruléncia de Steinernema diaprepesi em diferentes concentragdes para Euschistus heros

A curva logaritmica obtida pela correlagdo das diferentes concentracdes de S. diaprepesi
AM163 com a mortalidade em E. heros foi altamente significativa (R = 0,96) (Figura 10). Com
base na equacéo, o LC50 foi determinado como 24 Jis/cm? e 0 LC80 como 256 Jls/cm?.

O nuamero de JIs produzidos por inseto também foi acrescido com o aumento das
concentragcdes de nematoides. Mas apenas até a concentracdo 88,4 JIs cm2, em que 0S juvenis
infectivos produzidos por inseto atingiram 5.400 Jls, com diferenca significativa apenas em
relacdo as duas menores concentracdes utilizadas: 0,7 Jis/cm? e 3,5 Jis/cm2. (GLM; F = 17,2144;
p <0,0001 / Figura 11).
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Figura 10. Curva obtida por regressdo logaritmica entre as diferentes concentracdes (0,7; 3,5; 17,6; 88,4; 442,4 JI/

cm?) aplicadas do nematoide S. diaprepesi e a mortalidade (%) corrigida (férmula de Abbott) do Euschistus heros,
apds sete dias de aplicacdo dos Jls
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Figura 11. Reproducéo do S. diaprepesi AM163 em E. heros expostos a diferentes concentracdes de juvenis
infectivos. * Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey 5%.

5.4. Viruléncia de Steinernema diaprepesi para Euschistus heros em dois substratos com duas

espessuras de camadas

O nematoide S. diaprepesi aplicado em areia com as espessuras 1 € 5 cm causou 83% e
80% de mortalidade em E. heros, respectivamente, niveis que nédo diferiram daqueles obtidos pela
sua aplicagdo no substrato palha com as mesmas espessuras de 1 (70%) e 5 cm (69%) (Figura 12)
(One-way ANOVA,; F =1,3632; p = 0,2826).
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Figura 12. Mortalidade (%) corrigida de Euschistus heros (formula de Abbott) ap6s 7 dias da aplicacdo do
Steinernema diaprepesi na concentracao de 88,4 JI/cm?, em dois substratos com duas espessuras de camadas. *Médias
seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey 5%
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5.5. Susceptibilidade comparativa de Dichelops melacanthus e Euschistus heros ao nematoide
Steinernema diaprepesi

O nematoide S. diaprepesi apresentou-se significativamente mais virulento para E. heros
que para D. melacanthus (Figura 13), causando 69,1% e 28,8% de mortalidade dos adultos desses

insetos, respectivamente, apds sete dias da aplicagdo (Teste T; t = 3,5162; d.f. 9,4968; p = 0,006).
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Figura 13. Mortalidade (%) corrigida de E. heros e D. melacanthus (férmula de Abbott) sete dias ap6s a aplicacéo de

Steinernema diaprepesi AM163 no substrato palha sobre areia na concentracéo 88,4 Jls/cm? (**p < 0,01; Student's t
test).

5.6. Viruléncia comparativa de S. diaprepesi e S. carpocapsae ao percevejo D. melacanthus

Comparando S. diaprepesi e S. carpocapsae quanto a viruléncia para D. melacanthus
(percevejo mais resistente), ambas as espécies causaram baixos indices de mortalidade (< 25%)
(Figura 14), ndo diferindo significativamente entre si (Teste T; t=-0,6811; d.f. 9,7665; p=0,5116)
e confirmando a maior resisténcia do percevejo D. melacanthus para nematoides
entomopatogénicos com relagdo a E. heros.
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Figura 14. Mortalidade (%) corrigida de Dichelops melacanthus (férmula de Abbott) sete dias depois da aplicacdo de
Steinernema diaprepesi AM163 e Steinernema carpocapsae IP1 no substrato palha sobre areia na concentracéo 88,4
Jis/cm2 (p > 0.05; Student's t test).

5.7. Eficécia de S. diaprepesi no controle de E. heros em casa de vegetacao

O nematoide S. diaprepesi causou 72,5% de mortalidade dos adultos de E. heros (Figura
16), diferenciando-se significativamente do controle (5%) (Teste T, t = - 10,42; d.f. = 9,7558; p <
0,0001) (Figura 15).
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Figura 15. Mortalidade (%) de Euschistus heros sete dias ap0s aplicacdo do nematoide Steinernema diaprepesi
AM163 no substrato palha sobre solo, na concentragdo 88,4 Jis/cmz2 (**p < 0.01; Student's t test).
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Mortalidade de E. heros com aplica¢do do nematoide S. diaprepesi na concentragéo 88,4 Jl/cm2 em tubos
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6. DISCUSSAO

Os nematoides S. diaprepesi (AM163), S. carpocapsae (All) e S. carpocapsae (IP1) causaram
100% de mortalidade de E. heros sobre o substrato areia. Sendo selecionado o primeiro isolado
para os proximos ensaios por ser originado de uma regido mais quente do Brasil, Sinop - MT, onde
concentram grandes areas produtoras de soja, podendo ser uma espécie mais adaptada para climas
quentes. Existem apenas alguns estudos de NEPs servindo como agentes de controle bioldgico de
espécies de Hemiptera. Principalmente espécies que permanecem em contato com o solo em algum
estagio do seu ciclo de vida (LEITE et al., 2005; MELO et al. 2006; BATISTA; AUAD, 2010;
VIEUX; MALAN, 2013; MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2013; BATISTA et al., 2014; ALVES et al.,
2009; GUERRERO; PARDEY, 2019; MOUSSA et al., 2021; ZART et al., 2021). Porém também
existem estudos com Hemipteras que permanecem principalmente na parte aérea das plantas
(MARTINEZ-CORDOBA et al., 2011; SHAPIRO-ILAN; MIZELL, 2012; NARANIJO et al.,
2012; NIEKERK; MALAN, 2013; MARRERO et al., 2015; GUIDE et al., 2015; 2019; PLATT et
al., 2020). As suscetibilidades desses insetos variam amplamente, com algumas espécies sendo
mais resistentes do que outros hospedeiros de insetos normalmente testados, exigindo alta
concentracao de NEPs (100 JIs/cm?) para fornecer mortalidade > 70% (GUIDE et al., 2015; 2019).

As bactérias simbidticas testadas proporcionaram baixa mortalidade de E. heros (< 40,3%). Trés
fatores podem contribuir para a baixa viruléncia ou inocuidade das bactérias sobre E. heros. O
primeiro refere-se ao processo de infec¢do, pois as bactérias dependem dos NEPS para serem
introduzidas até o hemocele do inseto (POINAR, 1990; DOLINSKI, 2006). O segundo, as bactérias
podem ser mais virulentas em associagdo com o NEPs, ja que esses podem afetar a atividade de
hemocitos dos insetos infectados, afetando a imunidade dos hospedeiros (BALASUBRAMANIAN
et al.,, 2009; TOUBARRO et al., 2013; ONO; YOSHIGA, 2018). O terceiro fator esta relacionado
com caracteristicas presentes nos percevejos que dificultam a agdo de microrganismos, como a
composi¢do quimica da cuticula (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999; SOSA-GOMEZ et al.,
1997; OLIVEIRA, 2014), volateis produzidos por glandulas metatordxicas (LOPES et al., 2015),
aparelho bucal e fisiologia digestiva de percevejos (LOMATE & BONNING, 2016).

No presente estudo, X. doucetiae ¢ P. luminescens foram as bactérias mais virulentas para E.
heros, diferindo significativamente do controle. Essas mortalidades podem ter sido causadas pelo
efeito toxico produzido pelos metabdlitos ou pela penetracdo das células da bactéria através de
aberturas naturais como espiraculo e anus. Outros estudos também mostraram alguns efeitos de
culturas de bactérias simbidticas em ovos, larvas e pupas de Lepidoptera, bem como em Coleoptera,

Thysanoptera e acaros (ABDEL-RAZEK, 2003; MOHAN et al., 2003; GERRITSEN et al., 2005;
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BUSSAMAN et al., 2009; NAMSENA et al., 2016; EROGLU et al., 2019; CEVIZCI et al., 2020),
destacando o efeito toxico de seus metabolitos para os dois primeiros grupos de artropodes. Mais
recentemente, Incedayi et al. (2021) identificaram os compostos produzidos por X. nematophila e
comprovaram que a xenocoumacina ¢ o composto mais toxico. Enquanto a bactéria ndo simbidtica
Chromobacterium subtsugae, também produziu metabolitos que causaram a mortalidade de N.
viridula (MARTIN et al., 2007). Assim, novos estudos devem ser realizados no sentido de rastrear
bactérias simbiodticas € nao simbioticas contra E. heros, bem como identificar os compostos
produzidos pela bactéria que causaram a mortalidade do inseto.

No teste com S. diaprepesi aplicado sobre o solo em diferentes concentracdes, a mortalidade
de E. heros esteve acima de 50% somente nas concentracGes elevadas de aplicacdo do nematoide,
acima de 24 Jls/cmz2, Para se obter 80% de mortalidade sdo necessarias concentracdes acima de
256 JIs/cm?, algo que ndo condiz com os produtos atualmente disponiveis no mercado, pois é um
valor muito maior que a concentracao de 25 Jls/cmz?, considerada como efetiva para a maioria das
pragas de solo (SHAPIRO-ILAN et al., 2002).

Interessantemente, 0 aumento das concentragcfes resultou em um acréscimo também no niimero
de nematoides produzidos por inseto, porém ate 88,4 JIs/cm?, ja que na concentragdo maior ocorreu
uma queda na producdo por inseto. Assim, concentracbes muito elevadas podem levar
provavelmente a uma maior competicdo dos nematoides por alimento ou a uma maior
contamina¢do no cadaver do inseto, afetando a reproducdo do agente. Outros estudos também
demonstraram essa reducdo na reproducdo de nematoides nas concentracfes mais altas de
Steinernema sp. (640 JIs / inseto), de S. feltiae (FILIPJEV, 1934) (200-400 JIs / inseto) e de S.
thermophilum (100 JiIs / inseto) para larva de Tenebrio molitor (L.) (BALIADI et al. 2011), G.
mellonella (RAHOO et al. 2017) e Athalia lugens proxima (YADAV; LALRAMLIANA 2012),
respectivamente. De acordo com esses estudos, a cocentra¢do que comeca a causar diminuicao na
reproducdo dos nematoides depende da suscetibilidade do hospedeiro.

O nematoide S. diaprepesi testado sobre E. heros em dois substratos com duas
espessuras de camadas, na concentracdo de 88,4 Jls/cm?, causou alta mortalidade do inseto,
independentemente do substrato e da sua espessura, sendo um pouco maior na areia (83% para
1cm e 80% para 5 cm) que na palha (70 % para 1 cm e 69 % para 5 cm), mas sem diferirem
significativamente. Assim, caso concentracles elevadas sejam viabilizadas para uso, NEPs
poderdo se apresentar como agentes potenciais para o controle desse inseto logo apés a colheita
da soja, quando o inseto é forcado a descer para a palhada, ou no periodo de diapausa nas regides
mais frias, quando o inseto se encontra nos restos culturais. A semelhanca na mortalidade de E.

heros para as duas espessuras das camadas de cada substrato pode sugerir uma igual atracdo dos
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JIs para a superficie do substrato na tentativa de alcancarem os adultos do inseto ali presentes.

Steinernema diaprepesi foi considerado ter um comportamento “cruiser” (DEL
VALLE et al., 2014), podendo gerar melhores resultados contra insetos enterrados em relagédo
aqueles na superficie do substrato (BANU; CANNAYNE; MENNA, 2017). Nesse estudo S.
diaprepesi pode ter forrageado na superficie dos substratos, pois é onde E. heros permanece
preferencialmente, em um comportamento “ambush” ou semelhante a isso. Segundo Wilson et. al
(2012), NEPs podem ter ambos os comportamentos “ambush” e “cruiser” em cada espécie,
podendo haver a predominédncia de um ou de outro dependendo do tipo de substrato.

O nematoide S. diaprepesi apresentou-se mais virulento para E. heros que para D.
melacanthus, mesmo sendo ambos 0s insetos pertencentes a mesma familia Pentatomidae. A
diferenca de susceptibilidade desses dois percevejos pode estar relacionada a diferenca de
comportamentos de ambos. Euschistus heros permanece na parte aérea da soja durante o periodo
reprodutivo dessa cultura (CORREA- FERREIRA et. al., 2009), enquanto D. melacanthus
permanece em contato com o solo ou palhada nos estadios iniciais das plantulas de milho, quando
causa danos a cultura (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999). Esses diferentes habitos podem
ter resultado em uma selecéo distinta, tornando o percevejo que ataca apenas a parte aérea da soja
mais susceptivel a NEPs. E concebivel que os insetos tendem a ser mais resistentes a NEPs se
permanecerem naturalmente mais expostos no solo durante seu ciclo de vida (KAYA etal., 1993,
JACKSON, 1996; 1999).

O percevejo D. melacanthus apresentou-se igualmente resistente para ambos o0s
nematoides S. diaprepesi AM163 e S. carpocapsae IP1, os quais diferem nos seus comportamentos
“cruiser” e “ambush”, respectivamente (DEL VALLE et al., 2014; KOPPENHOFER: KAYA,
1996). Testando S. diaprepesi e S. carpocapsae sobre D. melacanthus, Guide et al. (2019)
obtiveram maiores indices de mortalidade (78 e 64% respectivamente), porém usando
concentracdo maior (100 JIs/cm?) e acondicionando os insetos dentro de placas de Petri (9 cm),
sobre papel de filtro no fundo. O nematoide S. feltiae selecionado por Guide et al. (2019) como
um dos mais virulentos causou 72% de mortalidade em placa de Petri, e menos de 40% em casa
de vegetacgdo, ocorrendo mais de 25% de mortalidade no controle.

No experimento em casa de vegetacdo, S. diaprepesi manteve alta mortalidade em
E. heros (72,5%) na concentracdo elevada de 88,4 Jis/cm?, como observado nos testes em
laboratério. Essa concentracdo é muito elevada, especialmente se comparada a concentracGes
usadas em outros testes contra hemipteros de solo, como aquelas testadas contra cigarrinhas do
género Mahanarva, de 1 a 10 JIs/cm? (LEITE et al., 2005; BATISTA; AUAD, 2010; BATISTA et
al., 2014).
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Esse estudo demonstrou a viruléncia presente dos NEPs emrelacdo ao E. heros, porém de acordo
com o experimento de concentragdes, concluimos que sdo necessarios concentragdes altas 256 JI/
cm? para atingir 80% de mortalidade nesse percevejo. Por isso, estudos na area de producao, podem

possibilitar futuramente tornar viavel essa tecnologia para o controle do E. heros.
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7. CONCLUSOES

Os isolados de nematoides entomopatogénicos apresentaram maior viruléncia ao E. heros

do que as bactérias simbiontes dos NEPs;

O nematoide S. diaprepesi controlou eficientemente o percevejo E. heros na alta

concentracao de 88,4 JI/cm? em diferentes substratos no laboratério e na casa de vegetacao;

O percevejo D. melacanthus demonstrou menor suscetibilidade aos nematoides

entomopatogénicos: S. diaprepesi e S. carpocapsae, se comparado com E. heros.
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