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RESUMO

Desenvolvimento de dietas artificiais liofilizadas para Euschistus heros (Fabricius, 1798),
com vistas a producao de Telenomus podisi Ashmead, 1893 e Trissolcus basalis (Wollaston,
1858)

O objetivo da presente pesquisa foi desenvolver uma dieta artificial que possa suprir as
necessidades nutricionais de Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae) para
produzir insetos em quantidade, comparaveis aos da natureza e que produzam descendentes,
através das geracOes, possibilitando a criacdo dos parasitoides de ovos, Telenomus podisi
Ashmead, 1893 e Trissolcus basalis (Wollaston, 1858) (Hymenoptera: Platygastridae), para a
liberagdo em campo, em Programas de Controle Bioldgico Aplicado. Verificou-se o efeito das
dietas artificiais selecionadas para a criacdo do percevejo, sobre a sua capacidade alimentar,
utilizando-se o teste da fucsina acida e a capacidade de parasitismo de ambos os parasitoides,
como forma de avaliar a qualidade da dieta. Assim, realizou-se o estudo da biologia de E. heros
em condi¢Oes controladas de temperatura (25£2°C), umidade relativa (60+10%) e fotofase de 14
horas. Treze dietas foram testadas numa sequéncia de experimentos: no primeiro, compararam-se
a dieta natural (vagem de feijdo e amendoim) e a dieta artificial de Panizzi et al. (2000)
modificada por Fortes et al. (2006); na segunda fase, incorporaram-se 0s componentes da dieta
natural numa dieta artificial com vagem de feijdo liofilizada (DAL), comparando-se proporcdes
destes componentes e diferentes anticontaminantes e doses. Foram selecionadas, para a criacao
de E. heros, duas dietas artificiais secas compostas de vagem de feijdo (Phaseolus vulgaris L.,
1753) liofilizada e moida (35%), amendoim (Arachis hypogaea L., 1753) triturado em
liquidificador (35%), sacarose (5%) e agua (25%) mais anticontaminantes, pois foram mais
eficientes do que as dietas natural e liofilizada sem anticontaminantes, ao longo das gerac6es. As
dietas artificiais selecionadas tém a mesma composicdo, porém com anticontaminantes
diferentes; a primeira delas contém nipagin (10000 ppm) + &acido sorbico (800 ppm) e a outra,
nipagin (10000 ppm) + acido sorbico (800 ppm) + tetraciclina (0,0076 ppm). Os insetos da quarta
geracdo, criados nestas dietas artificiais com material liofilizado, tiveram caracteristicas
biol6gicas semelhantes aqueles obtidos na dieta natural, incluindo a razdo sexual, a duracdo do
desenvolvimento (ovo-adulto), as deformacdes de asas e pernas, a longevidade, o periodo de pré-
oviposi¢do, a porcentagem de fémeas que ovipositaram e 0 nimero de ovos por postura. A
viabilidade para o periodo ovo-adulto foi quase duas vezes superior a viabilidade obtida na dieta
natural, sendo de 68% em relacdo aos 38% obtidos na dieta natural; embora o peso de adultos
tenha sido 17% inferior aos criados em dieta natural, a fecundidade foi superior ao valor obtido
na dieta natural (282 ovos/fémea, em media), atingindo a média de 430 ovos/fémea. A taxa
liquida de reproducdo (Ro) aumentou com o passar das geragdes para as dietas com material
liofilizado com anticontaminantes, ocorrendo o inverso com a dieta de material liofilizado sem
anticontaminantes, mostrando a respectiva adaptacdo e degeneracdo ao longo das geracdes. As
dietas com material liofilizado mostraram-se adequadas, pois 0s percevejos causaram danos aos
graos de soja, introduzindo seus estiletes de forma analoga aqueles criados em dieta natural, e 0s
ovos de E. heros, criados nestas dietas, foram igualmente parasitados por T. basalis e T. podisi,
em relagdo aqueles colocados pela espécie criada em dieta natural. As 2 dietas liofilizadas
selecionadas permitiram a producdo de E. heros ao longo de, pelo menos 10 geracGes, sem
degeneracdo e com potencial de producdo dos parasitoides de ovos T. podisi e T. basalis, para
programas de Controle Biol6gico Aplicado na cultura da soja.
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ABSTRACT

Development of lyophilized artificial diets for rearing Euschistus heros (Fabricius, 1798) to
produce Telenomus podisi Ashmead, 1893 and Trissolcus basalis (Wollaston, 1858)

The objective of the present research was to develop an artificial diet to meet the nutritional
needs for the mass production of individuals of Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera:
Pentatomidae), comparable to those produced in Nature and which can produce successive
generations thus making possible the rearing of the egg parasitoids, Telenomus podisi Ashmead,
1893 and Trissolcus basalis (Wollaston, 1858) (Hymenoptera: Platygastridae), for field releasing
in Applied Biological Control Programs. The effect of selected artificial diets on stink bug
feeding capacity, using the acid fuchsin test, and the parasitism capacity of both parasitoids, were
verified as a way of evaluating diet quality. The biology of E. heros was studied under controlled
conditions of temperature (25+2°C), relative humidity (60+20%) and a 14 hour photophase.
Thirteen diets were tested in a series of experiments: in the first experiment, a natural diet (dry
bean and peanut pods) and Panizzi et al.’s (2000) artificial diet, modified by Fortes et al. (2006),
were compared; in the second phase, the components of the natural diet were incorporated into an
artificial diet with lyophilized drybean pods (DAL), comparing different ratios of these
components and different anti-contaminants and dosages. Two dry artificial diets, composed of
lyophilized and ground up dry bean pods (Phaseolus vulgaris L., 1753) (35%), peanuts (Arachis
hypogaea L., 1753) crushed in a blender (35%), sucrose (5%) and water (25%), plus anti-
contaminants, were chosen for rearing E. heros since over the generations they were found to be
more efficient than the natural diet and the lyophilized diet without anti-contaminants. The
selected artificial diets have the same composition but with different anti-contaminants: one with
nipagin (10000 ppm) + sorbic acid (800 ppm) and the other with nipagin (10000 ppm) + sorbic
acid (800 ppm) + tetracyclin (0.0076 ppm). The 4™ generation insects reared on these artificial
diets with lyophilized material had similar biological characteristics as those obtained from the
natural diet, including the sex ratio, development time (egg—adult), wing and leg deformations,
longevity, pre-oviposition period and the percentage of females which oviposited and number of
eggs per oviposition. The viability for the egg-adult period (68%) was almost twice as high for
the artificial diet as that obtained for the natural diet (38%). However, adult weight was 17% less
than for individuals reared on natural diet, although fecundity was higher for insects reared on the
artificial diet, reaching a mean of 430 eggs/female compared to 282 eggs/female on the natural
diet. The net reproduction rate (Ro) increased with the number of generations for diets containing
lyophilized material plus anti-contaminants, with the opposite occurring for the diet of
lyophilized material without anti-contaminants, showing the respective adaptation and
degeneration over the generations. The diets with lyophilized material were considered suitable
because the stink bugs damaged the soybean grains, introducing their stylets in the same way as
those insects reared on the natural diet. Similarly, E. heros eggs reared on these diets were
equally parasitized by T. basalis and T. podisi, in the same way as those laid by the species reared
on the natural diet. The two lyophilized diets selected allowed E. heros production during at least
10 generations, without any degeneration and with a potential to produce the egg parasitoids T.
podisi and T. basalis, for Applied Biological Control Programs in soybeans.

Keywords: Brown stink bug in soybeans; Lyophilized artificial diet; Anti-contaminants; Egg
parasitoids; Biological control
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Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado
em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D1 (dieta natural: vagem de
feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por
Fortes et al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 +
nipagin-8000ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% de vagem de feijéo liofilizada e 15%
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25+2°C; UR: 60+10%, fotofase: 14h. Composicéo da dieta DAL: Vagem de feijdo
liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e
agua (25%). D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D3 (DAL 50:50, sem
anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D6 (DAL 50:50 + nipagin-
8000 ppm + &cido ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm; D8
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Figura 10 - Postura diaria (eixo Y) e acumulada (eixo Y’) de Euschistus heros, criado em dieta
artificial, contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes em
diferentes doses. Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijao liofilizada e moida:
amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D3 (DAL
50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50
+ nipagin-10000 ppm + &cido sorbico-800 ppm); D10 (D9 + formaldeido-3000 ppm
+ tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50
+ nipagin-10000 ppm + &acido propidnico-800 ppm); D13 (DAL 50:50 + nipagin-
10000 ppm + acido benz6ico-2000 ppm). Temp.: 25+2°C; UR: 60+£10%; fotofase:
14h. As setas indicam 90% da POSTUIA...........eeveeiieeieieiie e 70

Figura 11 - Peso de Euschistus heros mantido em 3 dietas artificiais contendo vagem de feijao
liofilizada (DAL) e anticontaminantes ao longo de 10 gerages. Composicédo da dieta
DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador
(70%), sacarose (5%) e agua (25%). D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante),
descartada ap0s da sexta geracdo por apresentar baixa viabilidade; D9 (DAL 50:50 +
nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm).

(*) P: progenitores; (**) F; - Fio: ndmero de geracBes por

Figura 12 - Porcentagem e tempo (dias) de sobrevivéncia de Euschistus heros fémeas, criado em
dieta natural, dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al.
(2006) e dietas artificiais contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e
anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h. Composicdo da
dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em
liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). (dieta natural: vagem de feijdo e
amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al.
(2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagim-8000
ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% de vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de
amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido
ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 +
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nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sorbico-800 ppm);
D10 (D9 + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (D9 +
tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + 4&cido
propidnico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido benzéico-
400 [0 o] o] ) T ST PP PRPPTR 73

Figura 13 - Porcentagem e tempo (dias) de sobrevivéncia de Euschistus heros machos, criado em

dieta natural, dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al.
(2006) e dietas artificiais contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e
anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h. Composi¢do da
dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em
liquidificador (70%), sacarose (5%) e dgua (25%). D1 (dieta natural: vagem de feijao
e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al.
(2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagim-8000
ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% de vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de
amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido
ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 +
nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido sérbico-800 ppm);
D10 (D9 + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (D9 +
tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + 4&cido
propidnico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido benzdico-
2000 PPIM) ittt ettt ettt et et es et ettt et re et e et ebe e e e s ten e nneeneeas 74

Figura 14 - Postura acumulada de Euschistus heros criado em dieta natural, dieta artificial de

Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006) e dietas artificiais contendo
vagem de feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR:
60£10%; fotofase: 14h. Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e
moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%).
Tratamentos: D1 (dieta natural: vagem de feijado e amendoim); D2 (dieta artificial de
Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem
anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagim-8000 ppm); D5 (D2 adicionando-se
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15% de vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em
liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido ascorbico-800 ppm); D7
(DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL
50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800 ppm); D10 (D9 + formaldeido-3000
ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL
50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propidnico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 +
nipagin-10000 ppm + acido benzdico-2000 PPM)......cveieeceeirieieiiee et 75

Figura 15 - Postura diaria (eixo Y) ¢ acumulada (eixo Y”) de Euschistus heros, da quarta geracéo
(F4) criado em 4 dietas artificiais, contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e
anticontaminantes em diferentes doses. Temp.: 25£2°C; UR: 60£10%; fotofase: 14h.
Composicao da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado
em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D3 (DAL 50:50 sem
anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-
10000 ppm + &cido sorbico-800 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm). As setas

INAICaM 909 da POSTUIA. .....eeiiieiieies ittt et er e s e ens 77

Figura 16 - Fenograma UPGMA por distancia Euclidiana média das 4 etapas de aprimoramento
da dieta artificial contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes
para Euschistus heros. Temp.: 25+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h. Composicdo da
dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em
liquidificador (70%), sacarose (5%) e dgua (25%). D1 (dieta natural: vagem de feijao
e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al.
(2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagim-8000
ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% de vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de
amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido
ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 +
nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm);
D10 (D9 + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (D9 +
tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido
propidnico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido benzdico-
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2000 ppm). D1* nas etapas 3 e 4, foram utilizadas as médias do experimento 1 e das
BLAPAS 1 € 2 oo 83
Figura 17 - Freqiiéncia de postura diaria (eixo Y) e acumulada (eixo Y’) de Telenomus podisi e
Trissolcus basalis, desenvolvidos em ovos de Euschistus heros criado em dieta
natural e 2 dietas artificiais contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e
anticontaminantes em diferentes doses. Temp.: 25£2°C; UR: 60+£10%; fotofase: 14h.
Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado
em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D1 (dieta natural: vagem de
feijdio e amendoim); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sorbico-800
ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 PPM ....voviiiiieiiies et 88
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1 INTRODUCAO

A soja, [Glycine max L. Merril (1917)], foi introduzida no Brasil, na Bahia, em 1882,
sendo trazida para Sd8o Paulo pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) em 1892, e,
posteriormente, levada para outras partes do pais (CAMARA, 1998). Comecou a ser cultivada
comercialmente no Rio Grande do Sul em meados de 1940, e, a partir da década de 1970, se
expandiu para as outras regies do Brasil (YUYAMA; SUZUKI; CAMACHO, 2007).
Atualmente, se destaca por apresentar dupla aptiddo: produzir alimentos saudaveis e gerar energia
renovavel, também conhecida como biodiesel (PRADO, 2007), sendo considerada hoje uma
“commoditie nacional” em virtude da alta produtividade e da geracdo de renda no pais, ocupando
o0 segundo lugar do produto interno bruto (PIB) de todo o agronegdcio do pais, colocando o Brasil
como o segundo produtor mundial (FAOSTAT, 2009), com mais de 24 milhdes de hectares
cultivados na safra 2010/11 (CONAB, 2011).

As pragas tém um papel importante no decréscimo da producédo desta leguminosa, sendo de
maior ou menor importancia, dependendo da regido em que a soja é plantada e do manejo da
cultura. Os percevejos da soja representam o principal grupo de pragas, em todo o pais, sendo
Euschistus heros (Fabricius, 1798), hoje, a espécie mais abundante do complexo de
pentatomideos que ocorrem na soja, provavelmente devido a problemas decorrentes da mudanca
climatica, pois esta espécie era mais frequente em areas mais quentes, como norte do Parana e
centro-oeste brasileiro (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999). A criacdo destes pentatomideos
visando ao seu controle bioldgico foi tema relevante no Brasil nas duas ultimas décadas;
entretanto, nos programas de controle bioldgico para percevejos, utilizando-se parasitoides de
0Vvos, 0s insetos sdo criados em dieta natural e, nesta dieta, ndo se consegue manter 0s insetos por
geracOes sucessivas, pois eles degeneram ap6s algumas geracfes em laboratorio. Assim, um dos
entraves para a producdo massal de parasitoides de ovos de percevejos da soja tem sido a
inexisténcia de uma dieta para criacdo das diferentes espéecies de pentatomideos da cultura.

Tem-se tentado, no Brasil, desenvolver dietas artificiais para tais percevejos; a primeira
delas desenvolvida por Panizzi; Parra; Santos e Carvalho (2000), para criacdo de Nezara viridula
(L., 1758), a partir de uma dieta semiliquida relatada por Kamano (1980) para criacdo do alidideo
Riptortus clavatus (Thunberg, 1783) no Japdo, porém utilizando-se componentes facilmente
adquiridos no mercado brasileiro. Posteriormente, Fortes et al. (2006) testaram esta dieta

acrescentando dois tipos de dleo (soja e girassol) para criacdo de N. viridula e E. heros e Siqueira
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(2007) adicionou a referida dieta, frutos de ligustro [Ligustrum lucidum (W. T. Aiton, 1810)],
liofilizados para a produgdo de E. heros; com estas modificagdes, a dieta tornou-se viavel,
alcancando uma viabilidade 2°instar-adulto de 64,1 a 77,8%; entretanto, as mencionadas dietas
necessitam de ajustes para manutencdo continua dos insetos em laboratorio, pois ainda ndo sao
comparaveis a dieta natural.

Os parasitoides de ovos na cultura de soja desempenham importante papel na regulacdo
populacional do complexo de percevejos, principalmente as espécies Trissolcus basalis
(Wollaston, 1858) e Telenomus podisi Ashmead, 1893 consideradas as mais eficientes
(CORREA-FERREIRA; MOSCARDI, 1995), para serem incorporadas em programas de Manejo
Integrado de Pragas (MIP). Uma producdo massal destes inimigos naturais, para liberagdo em
campo, depende da disponibilidade de grandes quantidades de ovos dos hospedeiros
pentatomideos durante todo o ano, tornando-se imprescindivel a criacdo dos percevejos em
laboratério; para isto, ha necessidade de uma metodologia adequada e, sobretudo, que exista uma
dieta nutricionalmente completa de seu hospedeiro para garantir a qualidade e a quantidade dos
inimigos naturais produzidos. Desta forma, o desenvolvimento de dietas artificiais que possam
suprir as necessidades nutricionais de E. heros, produzindo insetos comparaveis aos da natureza e
que produzam descendentes de qualidade ao longo das geracdes foi o objetivo da presente

pesquisa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Distribuicéo e danos de Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae)

E. heros € nativo da regido neotropical e € encontrado na maioria das regides da América
do Sul e possivelmente no Panama (ROLSTON, 1974; PANIZZI; SLANSKY Jr., 1985;
CORREA-FERRREIRA; PANIZZI, 1999); no Brasil, RS, ocorrem, além de E. heros as espécies
E. hansi e E. paranticus (GRAZIA, 1987), E. (M.) irroratus (BUNDE; GRAZIA E
MENDONCA, 2006), E. picticornis (Stal, 1872), (LINK, 1979); no Amazonas e Para ocorre E.
acutus (Dallas, 1851). Esta Gltima espécie tem ampla distribuicdo no Caribe e no Noroeste da
Regido Neotropical, sendo registrada também na Venezuela, Trinidad-Tobago, Peru e Bolivia
(AMORIM; PIRES, 1996).

Estudos de zoneamento ecoldgico, na década de 1990, mostraram que E. heros era mais
abundante na faixa desde o norte do Parana até o Centro-Oeste brasileiro, parecendo ser uma
espécie mais adaptada as regides de temperaturas médias elevadas (CIVIDANES; PARRA, 1994;
HOFFMAN-CAMPO et al., 2000; CORREA-FERREIRA; AZEVEDO, 2002). Segundo estes
mesmos autores, esta espécie em conjunto com Nezara viridula (L., 1758) e Piezodorus guildinii
(Westwood, 1837) formavam o “complexo de percevejos da soja”, e estavam presentes em
frequéncia e abundancia variaveis de regido para regido e de ano para ano, com predominancia de
uma ou outra espécie, dependendo das condic¢des climaticas e da cultivar de soja utilizada.

No inicio do plantio de soja [Glycine max (L.) Merril (1917)], no Brasil, E. heros ndo era
encontrado na cultura de soja no RS (COSTA; LINK, 1974). A partir de 1980, foi referido no
Paranéd (PR), como praga secundaria, (PANIZZI, 1985) e como praga da cultura nas regides de
baixas latitudes no RS e PR (VILLAS BOAS et al., 1985; VILLAS BOAS et al., 1990;
CIVIDANES; PARRA, 1994: PANIZZI, 1997; PANIZZI; CORREA-FERREIRA, 1997;
GALLO et al., 2002), sendo a primeira espécie a aparecer na cultura (estadio R3), seguida das
espécies N. viridula e P. guildinii, em Londrina, PR (PACHECO; CORREA-FERREIRA; DE
OLIVEIRA, 1999).

Durante a alimentagdo, 0s percevejos injetam agentes histolisticos que liquefazem as
porcdes sdlidas e semi-sélidas das células, o que permite a ingestdo do alimento (PANIZZI,
1991). Ao se alimentarem, introduzindo os estiletes, ocorre a transmissdo de patogenos,

principalmente a mancha de levedura [Nematospora corylii (Peglion, 1901)], (PANIZZI;
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SLANZKY Jr., 1985). Quando o ataque ¢ precoce, ao sugarem 0S ramos, ocorre a “reten¢ao
foliar” de plantas de soja, pois, ao provocarem a murcha e a ma formagao dos graos e vagens, a
planta de soja ndo amadurece normalmente, permanecendo verde na época da colheita (SOSA-
GOMES; MOSCARDI, 1995).

Ao introduzirem os estiletes na superficie das sementes ou tecidos vegetais, forma-se ao
redor das pecas bucais uma crosta salivar (“flange”), produto da solidificagdo do excesso da
saliva do inseto; essas estruturas, também chamadas de “bainhas estiletares” por pesquisadores
brasileiros (COSTA, 1991; PANIZZI; NIVA; HIROSE, 1995; NUNEZ; CORREA-FERREIRA,
2002; FORTES et al., 2006), permitem fixar as pecgas bucais durante o processo alimentar e tém
sido utilizadas como indicadores da atividade alimentar de percevejos pentatomideos (MILES,
1972; BOWLING, 1980); o dano do percevejo estaria assim relacionado ao nimero de crostas
salivares e ao tempo de alimentagcdo. O tempo de alimentacdo em 24horas para N. viridula, E.
heros, P. guildini e Dichelops melacanthus (Dallas, 1851), foi de 133, 70, 71 e 103 minutos,
respectivamente, existindo uma correlacdo positiva entre tempo de alimentagdo e danos nas 3
primeiras espécies. A profundidade do dano e superficie danificada das picadas de alimentacéo
em gréos de soja foram de 0,8 e 1,2 mm e de 1,0 e 2,4 mm? para E. heros e N. viridula,
respectivamente (DEPIERI; PANIZZI, 2011).

Os numeros de crostas salivares deixados por N. viridula sadios e parasitados por
Trichopoda nitens (Blanchard, 1966) foram 61,2 e 26,7 respectivamente, durante a fase adulta
(COSTA, 1991).

Para E. heros foi utilizada a técnica da fucsina para determinar o efeito do parasitismo por
Hexacladia smithii (Ashmead, 1891) na capacidade de alimentacdo do percevejo (NUNES;
CORREA-FERREIRA, 2002), sendo que os autores encontraram, em 48 horas de alimentacéo,
nos primeiros 10 dias de vida, 9,5 e 10,6 crostas salivares para machos e fémeas respectivamente,
diminuindo para 3,5 e 6,9 crostas salivares a partir dos 20 até 40 dias de idade.

Corréa-Ferreira (2005), avaliando a suscetibilidade da soja a percevejos na fase anterior ao
desenvolvimento das vagens, nos meses de novembro/dezembro, concluiu que as plantas de soja,
mesmo sob o ataque de pesadas infestacdes de percevejos (até oito por planta), no periodo
vegetativo e no florescimento, ndo sofreram reducdes significativas no rendimento. No estadio
R4, o nimero médio de vagens “chochas” foi diretamente proporcional ao aumento do numero de

percevejos por planta. No periodo R5-R6, para as duas espécies de percevejos, 0 nimero de graos
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“picados” e inviabilizados cresceram e os rendimentos médios decresceram com o aumento da
populacgéo, tendo-se obtido, para a qualidade da soja, um dano duas vezes maior para P. guildinii

em relacdo a E. heros.

2.2 Biologia de E. heros

E. heros possui 11 mm de comprimento, é de coloracdo marrom, com dois espinhos laterais
pontiagudos escuros no protérax e uma meia lua amarela na regido do escutelo. As posturas
contém ovos amarelos, colocados em pequenos grupos, contendo de 5 - 7 ovos, em média
(GALLO et al., 2002). Villas Bbas e Panizzi (1980), estudando a biologia de E. heros, alimentado
com vagens de soja, verificaram que o periodo de desenvolvimento de ovo a adulto, a uma
temperatura de 24°C, foi de 34,2 dias. A maior mortalidade ninfal ocorreu no 2° instar. Segundo
esses autores, fémeas de E. heros tiveram um periodo de pré-oviposicdo de 13,4 dias e
fecundidade de 287,2 ovos por fémea. As posturas tinham, em média, 7 ovos e uma viabilidade
de 93%. A longevidade dos machos foi maior do que a das fémeas, em vagens de soja. A
longevidade média dos adultos foi de 116 dias.

A duracgdo da fase de ovo foi de 8 dias quando alimentado com vagem de soja e sementes
de amendoim e soja (CIVIDANES; PARRA, 1994), enquanto que Costa, Borges e Vilela (1998),
constataram uma duracao do periodo embrionario de 7 dias e viabilidade de 92%.

Durante o desenvolvimento ninfal, os pentatomideos passam por cinco instares, sendo que
as ninfas recém eclodidas usualmente permanecem sobre o cérion e, em geral, durante o primeiro
instar, os insetos ndo se alimentam. O comportamento gregario nos primeiros estadios de
desenvolvimento pode ser explicado como uma protecdo contra a dessecacdo; em N. viridula, a
agregacédo ninfal diminui o tempo de desenvolvimento e a mortalidade (LOCKWOOD; STORY,
1986). Segundo Hirose (2005), esta agregacdo marcante sobre as posturas de N. viridula
levantam a possibilidade de aquisicdo de simbiontes depositados na superficie dos ovos. Em
pentatomideos, é possivel que microrganismos simbiontes sejam depositados na superficie dos
ovos pelas fémeas durante a oviposi¢do e, ao eclodirem, as ninfas ingiram ou absorvam esses
possiveis simbiontes que permitiriam um melhor desenvolvimento do inseto (ABE; MIHIRO;
TANAKASHI, 1995; CHAPMAN, 1998).
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Em geral, no 2° instar o impacto do inicio da alimentacdo leva a uma grande mortalidade
ninfal. Entretanto, o 5° instar pode ser considerado o mais critico de todo o desenvolvimento
ninfal dos pentatomideos. Neste instar, o inseto deve utilizar alimentos de alta qualidade
nutricional, a fim de dar origem a um adulto com potencial reprodutivo maximo (RALPH, 1976;
PANIZZI, 1991).

O periodo ovo-adulto com a duracéo e viabilidade dos diferentes instares de E. heros, além
do peso de adultos, nimero de ovos/fémea, e longevidade do inseto criado em diferentes dietas,
obtidos por diferentes autores sdo mostrados na Tabela 1.

As referéncias bibliograficas sobre a fecundidade de E. heros sdo escassas e, as existentes,
indicam variacGes de 88 a 343 ovos/fémea, dependendo do tipo de alimento fornecido (dieta
natural ou artificial). Assim, em grdos de soja, Villas Bbas e Panizzi (1980), obtiveram 287
ovos/fémea; Panizzi e Oliveira (1998), 198 ovos/fémea e Malaguido e Panizzi (1999), 127
ovos/fémea. Quando o inseto foi alimentado com sementes de Helianthus annus (L., 1758),
Malaguido e Panizzi (1999) obtiveram 88 ovos/fémea; Costa; Borges e Vilela, (1998) registraram
de 109 a 131 ovos quando alimentado em vagem de feijao, soja e amendoim; Fortes et al. (2006)
relataram 266 ovos/fémea em sementes de soja, amendoim e frutos de ligustro enquanto Siqueira
(2007) obteve 343 ovos/fémea, quando acrescentou vagem de feijdo a dieta natural utilizada por
Fortes et al. (2006).

Em dieta artificial, Fortes et al. (2006), referiram 121 a 213 ovos/fémea quando o inseto foi
alimentado com a dieta artificial de Panizzi et al. (2000), acrescentada de 6leo de soja (Tabela 1);
por outro lado, Siqueira (2007), registrou 183 ovos/fémea na mesma dieta e 50 - 74 ovos/fémea
quando acrescentou frutos de ligustro liofilizados; nesta dieta, o autor também observou que 30 -
80% das fémeas ovipositaram; o periodo de pré-oviposi¢do variou de 38 - 73 dias; foram obtidos
6-14 posturas/fémea; 4 - 6 ovos por postura e 83 - 93% para viabilidade dos ovos.

Pela importancia de N. viridula para a cultura de soja nas décadas de 1970 a 1980, pois a
cultura era restrita ao sul do pais, as pesquisas com pentatomideos, relacionadas a biologia e
producdo de parasitoides, foram feitas com esta espécie, e, em todos 0s casos relatados, os insetos
utilizados foram trazidos de campo, ou criados em dieta natural composta de sementes de

amendoim, soja, girassol e vagem de feijo.
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Tabela 1 - Duracéo e viabilidade do desenvolvimento parcial e total, longevidade, peso de adultos
e nimero de ovos por fémea de Euschistus heros obtidos por varios autores

Duragéo (dias)

Dieta instares Total Referéncia
Ovo 1° 2° & 4° &®
Vagem de feijéo,
sementes de soja e 71 4,6 71 57 7 71 38,6 Costa et al. (1998)
amendoim
Vagem  de feijéo,
sementes de  soja, 55 4.8 52 8,6 241 Fortes et al. (2006)
amendoim e ligustro
Dieta artificial 5,3-5,6 4951 5,9-6,3 9,4-9,9 25,7-26,9 Fortes et al. (2006)
Dieta artificial 6,7-7,4 59-12,1 6,5-15,5 10,7-20,5 28,5-57 Siqueira (2007)
Viabilidade (%)
Total
Ovo 1° 2° 3° 4° 5°
Vagem de feijéo,
sementes de soja e 91,1 96 89,6 95,4 98 92,5 Costa et al. (1998)
amendoim
Vagem de feijéo,
sementes  de  soja, 88,9 97,3 96,7 97,7 81,6 Fortes et al. (2006)
amendoim e ligustro
Dieta artificial 65,6-70 93,3-98,5 90,1-94,3 91,3-95,8 83-89,6 64,1-77,8 Fortes et al. (2006)
Dieta artificial 82,9-934 Siqueira (2007)
Longevidade (dias) Peso adultos (mg)
N° ovos por fémea
? 6] ? 3
Vagem de feijéo,
sementes de soja e 52,1-825 46,5-99,2 109-131 Costa et al. (1998)
amendoim
Vagem de feijéo,
sementes de  soja, 84,3 81,2 266,2 Fortes et al. (2006)
amendoim e ligustro
Dieta artificial 69,7-87,6 68-89,8 68-78,4 66,4-71,5 120,5-213,4 Fortes et al. (2006)
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2.3 Dieta natural na criacdo de pentatomideos fitéfagos

Menusan Jr., (1943) utilizou pela primeira vez, vagens verdes de feijdo Phaseolus vulgaris
(L., 1753) como fonte alimentar para percevejos; posteriormente, Sailer (1952) criou N. viridula;
Wilde (1968) Acrosternum hilare (Say, 1832) e Mc Pherson (1971), Euschistus tristigmus
tristigmus (Say, 1831) nesta mesma dieta; Harris e Todd (1981) adicionaram, & citada dieta para
criacdo de N. viridula, amendoim, Arachis hypogaea (L., 1753), cru e descascado. Entretanto,
segundo estes autores, esta associacdo gerou problemas de reducdo no vigor e na viabilidade da
coldnia quando os percevejos foram criados por geracfes sucessivas em laboratério. O amendoim
é nativo de América do Sul, as sementes contém componentes ativos como flavonoides, acidos
fenolicos, fitoesterois, alcaldides e estilbeno; tém sido citados para o extrato de sementes de
amendoim alguns efeitos terapéuticos, assim como agdo antioxidante, bactericida e antifungica
(LOPES et al., 2011).

Costa (1991) encontrou que a dieta mais adequada para a manutencdo de N. viridula em
laboratorio foi aquela composta de amendoim e soja ‘Parana’. Corréa-Ferreira (1985) testou uma
nova técnica de criacdo de percevejos utilizando sementes secas de soja e plantas de soja com
vagens, obtendo para N. viridula mortalidade ninfal de 37,5%.

Panizzi et al. (1996) utilizaram frutos de ligustro [Ligustrum lucidum (W. T. Aiton, 1810)],
para criagdo de N. viridula, encontrando um periodo de desenvolvimento ninfal de 30 e 27 dias
para fémeas e machos respectivamente e uma fecundidade de 2 a 3 vezes maior quando
comparada com aquela obtida com outros alimentos, inclusive soja.

Até hoje, as dietas naturais tém se mostrado como as mais adequadas para a criagdo de
percevejos, tendo se aperfeicoado a metodologia de criagdo na EMBRAPA-Soja e sendo
oferecidos os alimentos colados em cartelas de 10 x 8 cm, adicionando-se, separadamente, vagem
de feijdo e frutos de ligustro em gaiolas e/ou potes de plastico com diferentes medidas e
colocando-se no interior, tecido de organza, tule, algoddo ou plantas de soja ou de picdo-preto
como substrato de oviposicilo (CORREA-FERREIRA; AZEVEDO, 1997; CORREA-
FERREIRA; PANIZZI, 1999; BORGES et al., 2006; FORTES et al., 2006).
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2.4 Dieta artificial na criacdo de pentatomideos fitéfagos

Para pentatomideos fitdfagos, ndo houve grande avango no desenvolvimento de dietas
artificiais e elas tiveram como base as dietas utilizadas para Lepidoptera. Euschistus variolarius
(Palisot de Beauvois, 1817) foi a primeira espécie a ser criada em dieta artificial (SCHEEL;
BECK; MEDLER, 1957); Jensen e Gibbens (1973), criaram ninfas de N. viridula em dieta
meridica desenvolvida para lagartas de Lepidoptera, observando que o tempo de
desenvolvimento ninfal dobrou e a mortalidade foi muito alta. Os adultos tiveram menor ganho
de peso e as fémeas ndo colocaram ovos, quando feita a comparacdo com dieta natural a base de
vagem de feijéo.

Posteriormente Kamano (1980), no Japdo, conseguiu criar ninfas de Riptortus clavatus
(Thunberg, 1783) (Hemiptera: Alydidae), em uma dieta holidica seca composta de caseina de
soja, uma mistura de 19 aminoacidos, amido, sacarose, celulose, mistura de sais, colesterol, acido
ascorbico e uma combinacdo de 9 vitaminas do complexo B, com resultados muito aquém da
dieta natural.

Noda e Kamano (2002), adequaram esta dieta de R. clavatus para uma dieta meridica semi-
sOlida, na criacdo de N. viridula e de N. antennata, adicionando dextrina e aumentando a
quantidade de 6leo de soja, observando, para a primeira espécie, uma viabilidade ninfal superior a
87% e fecundidade semelhante aquela das fémeas alimentadas com sementes de soja e
amendoim.

Debolt (1982) foi o primeiro autor a publicar resultados promissores na utilizacdo de dietas
artificiais para heterOpteros, utilizando uma dieta meridica liquida em vidros selados com
“parafilm”. O referido autor conseguiu manter uma colonia de Lygus hesperus (Knight, 1917)
(Hemiptera: Miridae) por mais de 13 geragdes, com as ninfas apresentando tempo de
desenvolvimento semelhante as criadas em dieta natural e com as fémeas colocando maior
namero de ovos em relagdo aquelas criadas em dieta natural, sendo inclusive mais longevas.

Cohen (2000), a partir da dieta de Debolt (1982) e de outra dieta utilizada para a criacdo de
Lygus lineolaris (Palisot de Beauvois, 1818), desenvolveu uma dieta oligidica mais barata e que
exigia menor mdo-de-obra e que permitiu a criacdo de L. hesperus por 15 geracGes e de L.

lineolaris por 5 geragdes.



32

No Brasil, a criacdo de N. viridula em dieta artificial foi iniciada por Panizzi et al. (2000), a
partir de modificagdes da dieta holidica seca utilizada para R. clavatus (KAMANO, 1980), em
uma meridica seca, utilizando componentes adquiridos no mercado brasileiro: germe de trigo,
proteina de soja e fécula de batata, adicionando-se soluc¢do vitaminica e carboidrato (dextrosol),
com resultados de baixa mortalidade ninfal (30%); entretanto, o periodo ninfal foi maior e o peso
dos adultos menor quando comparado com 0s insetos alimentados em vagens de soja.

Fortes et al. (2006), compararam dois tipos de 6leo na dieta utilizada por Panizzi et al.
(2000), observando que para E. heros os melhores resultados foram obtidos com a dieta contendo
6leo de soja; ainda assim, as dietas artificiais utilizadas foram inferiores a dieta natural.

Mais recentemente, Siqueira (2007), avaliou a dieta artificial seca contendo 6leo de soja
desenvolvida por Fortes et al. (2006), acrescentando frutos de ligustro (L. lucidum) liofilizados
para criagdo de E. heros; adicionou 1,0; 5,0 e 10,0 g de frutos de ligustro liofilizados,
correspondendo a 1,49%, 7,44% e 14,89% do total de ingredientes da dieta. Todas as dietas
permitiram o desenvolvimento das ninfas, sendo que com o aumento da quantidade de frutos
liofilizados adicionados, o tempo de desenvolvimento do 2° até o 5° instar foi alongado e a
sobrevivéncia das ninfas decresceu; a producdo de ovos também foi afetada nos diferentes
tratamentos.

Segundo Alves e Moino (1998), uma dieta artificial deve conter anticontaminantes como
antibioticos e substancias fungistaticas que evitem ou reduzam a contaminagdo por
microorganismos. Os agentes quimicos mais utilizados para dietas artificiais sdo: formaldeido
(0,03 - 0,3%), metil parahidroxibenzoato (nipagin) (0,04 - 2%),  butil e
propilparahidroxibenzoato; hipoclorito de sédio (0,01 - 1%), &cido propidnico; benzoato de
sodio, acido benzoico; sorbato de potéssio; acido sorbico (0,05 - 0,15%); estreptomicina,
penicilina e aureomicina (PARRA, 2010). Entretanto, existem poucas pesquisas sobre o uso de
anticontaminantes para dietas de pentatomideos fitofagos.

Alverson e Cohen (2002) observaram que 0 nipagin nas concentracGes de 1000, 1500 e
2000 ppm, afetou a sobrevivéncia, peso seco dos insetos (biomassa), fecundidade e o periodo de
desenvolvimento para L. hesperus. Os mesmos pardmetros foram afetados quando foram
adicionadas a dieta esporos de Aspergillus niger e antifingicos para controlar o crescimento do
fungo (ALVERSON, 2003).
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2.5 Producéo de parasitoides

Foram realizadas muitas pesquisas utilizando dieta natural, para obtencdo de posturas dos
percevejos para producdo massal e liberacdo de parasitoides de ovos na cultura de soja. Embora
tenha havido alguns avancos na biologia, eficiéncia de parasitismo e comportamento dos
hospedeiros e parasitoides, as coldnias de percevejos mantidos em laboratdrio, degeneram no
decorrer das geragdes, devendo haver frequentes introducdes de percevejos do campo nas
criagbes de laboratorio (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999; PERES; CORREA-
FERREIRA, 2001; SILVA et al., 2007; SILVA; CALIZOTTI; PANIZZI, 2011); este € 0
principal problema e que impediu o avanco do controle bioldgico nesta cultura no Brasil.

Duas espécies de parasitoides sdo consideradas as mais importantes na cultura de soja:
Trissolcus basalis (Wollaston, 1858) e Telenomus podisi Ashmead, 1893; assim, a predominancia
de uma ou de outra espécie esta intimamente relacionada a abundancia do hospedeiro, embora na
sua auséncia, parasite ovos de outras espécies de pentatomideos (JONES Jr. 1988; CORREA-
FERREIRA, 1986). T. podisi “prefere” parasitar ovos de E. heros, enquanto que T. basalis
“prefere” ovos de N. viridula, chegando a ser responsavel por 98% do parasitismo, na regido
norte do Parand (FOERSTER; QUIROZ, 1990; JONES Jr., 1988; CORREA-FERREIRA,;
MOSCARDI, 1995; MEDEIROS et al., 1997; PACHECO; CORREA-FERREIRA; DE
OLIVEIRA, 2000; CORREA-FERREIRA, 2002; DOETZER; FOERSTER, 2007).

O parasitismo obtido por Fortes et al. (2006), durante 24horas, por T. basalis criado em
ovos de E. heros provenientes da dieta artificial de Panizzi et al. (2000) acrescentado de 6leo de
soja, foi de 85 - 92%; a longevidade variou de 14 - 22 dias para machos e de 14 - 17 dias para
fémeas, sem diferir daqueles insetos provenientes de dieta natural, que foi de 21 e 13 dias para

machos e fémeas, respectivamente.



34



35

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenvolvimento de uma dieta artificial liofilizada para Euschistus heros (Fabricius,
1798) (Hemiptera: Pentatomidae)

Os experimentos foram realizados no laboratério de Biologia de Insetos do
Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ) da Universidade de Sdo Paulo (USP), em Piracicaba, SP. Foram estudadas 13 dietas

nos diversos trabalhos, numeradas de D1 a D13 (Tabela 2).

3.1.1 Criacao estoque de E. heros em laboratorio

A coldnia de E. heros foi iniciada em fevereiro de 2009, com posturas obtidas da criacdo
do Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de Entomologia e Acarologia da
ESALQ, coletada em campo de soja em 2008, em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo; em janeiro de 2010
foram acrescentadas novas posturas de E. heros a criacdo, trazidas da EMBRAPA - Soja,
Londrina, PR.

Os percevejos adultos foram mantidos em gaiolas de 20 x 30 x 40 cm (Figura 1A) com
as 4 laterais feitas de acrilico transparente, para evitar o ressecamento do alimento; no lado
superior, também de acrilico, foi feita uma abertura de 30 x 0,5 cm, onde foi colocado o tecido de
algoddo (substrato de postura), sendo a parte inferior da gaiola de aluminio; o lado inferior
interno foi coberto com papel reciclavel e em cima do papel foi colocada a dieta natural composta
de vagem de feijdo (Phaseolus vulgaris L., 1753), sementes de amendoim (Arachis hypogaea L.,
1753) e de soja [Glycine max (L.) Merril (1917)], em placas de Petri de 9,0 cm de diametro e /ou
tampas de caixas Gerbox de 11 x 11 cm (Figura Al); a dieta foi trocada a cada 6-7 dias. Foram
utilizadas tiras de tecido de algoddo (30 x 25 c¢cm) penduradas no lado superior da gaiola como
substrato de postura e abrigo (Figura A2). Os ovos colocados no tecido foram retirados
diariamente para manutengdo de col6nias de Telenomus podisi Ashmead, 1893 e Trissolcus
basalis (Wollaston, 1858) (Hymenoptera: Platygastridae) e a cada 5 - 6 dias, para continuidade da
criacdo; neste caso, foram colocados em placas de Petri de 9,0 cm (Figura 1B), contendo rolo
dental umedecido no interior das mesmas. As ninfas desenvolveram-se nas placas de Petri e ao

passarem para o segundo instar, eram levadas para bandejas de material plastico de 25 x 25 x 12
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cm (Figura 1C) forradas com papel reciclavel na parte inferior e contendo a dieta natural no seu
interior; a troca da dieta foi feita a cada 6 - 7 dias até a emergéncia. Apos 10 dias do inicio da
emergéncia, os adultos foram transferidos para as gaiolas descritas anteriormente. A sala de

criacdo foi mantida com temperatura de 25+2°C, UR de 60+£10% e fotofase de 14 horas.

Figura 1 - Sequéncia de criagdo de Euschistus heros no Laboratério de Biologia de Insetos da ESALQ. A: Gaiola de
20 x 30 x 40 cm para percevejos adultos, contendo dieta natural: vagem de feijao, amendoim e soja (Al) e
tecido de algoddo (substrato de oviposi¢do) contendo as posturas (A2); B: Ovos e ninfas de primeiro
instar em placas de Petri de 9 cm de didmetro, onde os percevejos permanecem até o 2° instar; C:

Bandejas de material plastico de 25 x 25 x 12 cm para desenvolvimento ninfal (detalhe de ninfas de
terceiro e quinto instares)



Tabela 2 - Dietas utilizadas nos diferentes experimentos para desenvolvimento de uma dieta adequada para Euschistus heros

Dietas Composicao

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

D9

D10

D11

D12

D13

Dieta natural: vagem de feijao e amendoim

Dieta artificial de Panizzi et al. (2000) modificada por Fortes et al. (2006)

Vagem de feijdo liofilizada e moida (35g), amendoim triturado em liquidificador (35g), sacarose (5g) e agua (25 mL) sem anticontaminante
Vagem de feijdo liofilizada e moida (35g), amendoim triturado em liquidificador (35g), sacarose (5g) e agua (25 mL) + nipagin-8000 ppm

D2 adicionando-se 15% de vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em liquidificador

Vagem de feijéo liofilizada e moida (35g), amendoim triturado em liquidificador (35g), sacarose (5g) e &gua (25 mL) + nipagin-8000 ppm +
acido ascorbico-800 ppm

Vagem de feijdo liofilizada e moida (25g), amendoim triturado em liquidificador (75g), sacarose (5g) e agua (25 mL) + nipagin-8000 ppm
Vagem de feijao liofilizada e moida (75g), amendoim triturado em liquidificador (25g), sacarose (5g) e agua (25 mL) + nipagin-8000 ppm

Vagem de feijao liofilizada e moida (35g), amendoim triturado em liquidificador (35g), sacarose (5g) e agua (25 mL) + nipagin-10000 ppm +
acido sorbico-800 ppm

D9 + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm
D9 + tetraciclina-0,00765 ppm

Vagem de feijdo liofilizada e moida (35g), amendoim triturado em liquidificador (35g), sacarose (5g) e &4gua (25 mL) + nipagin-10000 ppm +
acido propidnico-800 ppm

Vagem de feijdo liofilizada e moida (35g), amendoim triturado em liquidificador (35g), sacarose (5g) e agua (25 mL) + nipagin-10000 ppm +
acido benzéico-2000 ppm

LE
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3.1.2 Biologia comparada de E. heros em dieta natural e em dieta artificial

Foram individualizadas cento e cinquenta (150) ninfas de 2° instar de E. heros em placas
de Petri de 9,0 cm de diametro, e alimentadas com a dieta D1: dieta natural, composta de vagem
de feijdo e sementes de amendoim e com a dieta D2: dieta artificial, que foi utilizada por Panizzi
et al. (2000) na criacdo de Nezara viridula (L., 1758) e posteriormente acrescentado 6leo de soja
por Fortes et al. (2006) (Tabela 3). O desenvolvimento e a viabilidade ninfal foram comparados
nas duas dietas, sendo que cada inseto foi considerado uma repeticdo. A vagem de feijao foi
substituida a cada 5 - 6 dias e a dieta artificial a cada 48-72 horas, ao se observar a presenca de

fungos.

Tabela 3 - Composicao da dieta D2 utilizada para Euschistus heros (1)

Componente Quantidade
Germe-de-trigo 125¢g
Proteina-de-soja 200g
Fécula-de-batata 509
Sacarose 5049
Celulose 750
Oleo de soja 12,5 mL
Solucéo vitaminica (2) 5,0 mL
Agua 30,0 mL
Dextrosol 50¢9

(M Dieta artificial confeccionada a partir de Panizzi et al. (2000) e Fortes et al. (2006)
(®» Composicdo da solucdo vitaminica: Niacinamida 1g, pantotenato de célcio 1g, tiamina 0,25g, riboflavina 0,59,
piridoxina 0,25g, acido félico 0,25g, biotina 0,02ml, vitamina B;, 1g, adicionada em 1000 mL de agua destilada

Com 24horas de idade, os adultos foram pesados e formaram-se 30 casais para cada
tratamento (com diferenca maxima entre fémeas e machos de 72 horas); cada casal foi mantido
em copos de material plastico transparente de 350 ml (7,5 e 5,5 cm de didametro e 11 cm de
altura) invertidos sobre uma placa de Petri de 9 cm, com uma tira de tule (2,5 x 10 cm),
pendurada no interior do copo como substrato de oviposicdo; sobre a placa foi colocada a dieta e

um rolo dental umedecido como fonte de agua, fornecida por capilaridade (Figura 2A-C).
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As posturas de cada fémea foram coletadas diariamente, contadas e mantidas em tubos
de ensaio de 1,0 x 7,0 cm, até a eclosdo das ninfas, avaliando-se a viabilidade e a duracdo da fase
de ovo, em 100% das posturas (geracdo Fi); a duracdo do primeiro instar foi determinada
tomando-se 20 posturas ao acaso de cada tratamento e contando-se o niumero de dias desde a
ecloséo das ninfas até o inicio do segundo instar.

Por meio de observacOes diarias foram avaliados os seguintes parametros bioldgicos
(e/ou morfologicos): duragdo do desenvolvimento e viabilidade parcial (por instar) e total do
periodo ovo-adulto; peso dos adultos com 24horas de idade; deformacdes de pernas e asas; razao
sexual: @/ (2 + &); periodo de pré-oviposicéo e oviposicdo; longevidade; nimero de ovos/fémea;
nimero de posturas/fémea; nimero de ovos/postura e porcentagem de fémeas que realizaram
posturas. A sala de criacdo foi mantida com temperatura controlada de 25+2°C, UR de 60£10% e

fotofase de 14 horas.

AL

Figura 2 - Casal de Euschistus heros em copo de material plastico transparente de 350 ml (7,5 e 5,5 cm de diametro e
11 cm de altura) invertido (A), tira do tecido de tule (2,5 x 10 cm) pendurada no interior do copo como
substrato de postura (B), dieta artificial e rolo dental umedecido na placa de Petri de 9 cm (C)
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Os dados biologicos foram submetidos a anélise de variancia e as medias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, num delineamento inteiramente
casualizado. Os dados e 0s pressupostos associados ao modelo utilizado foram analisados
utilizando-se o programa computacional SAS/STAT, 2003.

Para a determinacdo do numero de ovos por fémea, foram considerados 2 casos, ou seja,
considerando-se 100% das fémeas e apenas as fémeas que ovipositaram, utilizando-se o primeiro
caso para elaboracdo dos graficos de frequéncia de postura diaria e acumulada.

A comparagdo das dietas foi feita por uma analise de agrupamento (“cluster analysis”),
usando-se 0s seguintes parametros bioldgicos: duracdo do periodo ovo-adulto, viabilidade ovo-
adulto, peso de machos e fémeas com 24horas de idade, nimero de ovos por fémea, porcentagem
de fémeas que ovipositaram, namero de posturas por fémea, nimero de ovos por postura,
longevidade de fémeas e machos e deformaces de pernas e asas.

Elaboraram-se tabelas de vida de fertilidade para cada etapa da pesquisa, com 0s
resultados obtidos nas diferentes dietas, determinando-se os parametros: Ro (taxa liquida de
reproducdo), T (intervalo médio entre geracdes), TD (tempo de duplicacdo), rm (taxa intrinseca
de crescimento e A (razdo finita de aumento); utilizou-se o0 método de Jackknife na estimativa dos
parametros e a comparacdo dos parametros foi feita pelo teste t. As tabelas de vida de fertilidade
foram elaboradas a partir dos seguintes dados: duracdo e viabilidade do periodo ovo-adulto,
periodo de pré-oviposicéo, razdo sexual, nimero diario de ovos por fémea e mortalidade diaria de

machos e fémeas.

3.2 Aprimoramento da dieta artificial com componentes liofilizados (DAL) e

anticontaminantes para criagao de E. heros

A presente pesquisa constou inicialmente, de 3 etapas, utilizando-se material liofilizado e
anticontaminantes nas dietas artificiais (DAL) e avaliando-se seu efeito na biologia de E. heros; a
quarta etapa foi considerada, para verificar os parametros biolégicos de E. heros na quarta
geracdo (F4), nos tratamentos que permitiram que o inseto atingisse tal geracdo; os tratamentos

que ndo chegaram a quarta geragao, foram descartados (Tabela 4).
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3.2.1 Etapa 1: Comparacéo da dieta natural e artificial contendo material liofilizado (DAL)

e anticontaminantes na biologia de E. heros

Como a dieta natural (D1), utilizada no primeiro experimento (3.1.2) (Tabelas 2 e 4),
superou todas as medias de postura citadas na literatura para E. heros, em diferentes dietas, foram
incorporados nas dietas artificiais, os componentes da dieta natural liofilizados. Para a
liofilizacdo da vagem de feijdo e amendoim, trés amostras de 200 g de vagens divididas em
pedagos de 2,5 - 3 cm e trés amostras de 200 g de sementes de amendoim em recipientes de vidro
de 500 mL foram liofilizados em liofilizador “SAVANT” modelo Novalyphe — NL150 (Figura
3A). Pesando-se as amostras a cada 12h, até peso constante, definiu-se o tempo ideal de
liofilizacao.

Os componentes liofilizados foram moidos e misturados para o preparo da dieta.
Considerando-se a escassa perda de agua no liofilizado das sementes de amendoim (5,9%)
(Figura 3), elas foram adicionadas a dieta sem serem liofilizadas, ap6s serem trituradas em
liquidificador. Assim, a vagem de feijéo liofilizada e moida, mais o amendoim e a sacarose foram
misturados em um recipiente plastico, adicionando-se, a seguir o anticontaminante diluido em
agua, macerando-se, a mistura até se obter uma pasta homogénea. Ela foi colocada nhum molde
(tampa da caixa Gerbox) de 12 x 12 x 0,5 cm, forrado com papel aluminio, distribuida e cortada
em quadrados de 5 a 6 mm (aproximadamente) e envolvida com o mesmo papel aluminio (Figura
3 B-D). Apds esse procedimento, a dieta foi seca em estufa, regulada a 60°C, por 4 horas; a dieta
assim seca foi armazenada a -34°C (freezer). Mostras da dieta liofilizada (DAL) sem
anticontaminantes e dos componentes (vagem de feijao liofilizada e moida e amendoim triturado
em liquidificador) foram enviadas ao Laboratério de Bromatologia do Departamento de

Zootecnia da ESALQ-USP para analise de pH e de proteinas.
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Figura 3 - Obtencdo de material liofilizado e preparo da dieta artificial liofilizada para criacdo de Euschistus heros,
com os diferentes componentes. Liofilizador “SAVANT” modelo Novalyphe — NL150 (A); insumos
(B): vagem de feijdo liofilizada e moida (B1), amendoim triturado em liquidificador (B2), sacarose (B3),
agua (B4) e anticontaminantes: acido sérbico (B5), metil parahidroxibenzoato (nipagin) (B6), tetrex
(tetraciclina) (B7); preparacdo (C): componentes misturados (C1-2), dieta cortada em quadrados de 5 a 6
mm (C2-3) e envolvida em papel aluminio, seca, e armazenada, para, posteriormente, ser oferecida aos
percevejos (D)






Tabela 4 - Etapas de aprimoramento da dieta artificial com material liofilizado (DAL) e anticontaminantes para criacdo de Euschistus heros

Ingredientes D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13

ETAPA 1: Comparagdo da dieta natural e artificial contendo material liofilizado (DAL) e anticontaminantes na criagdo de E. heros

35g 35g D2 adicionando-
35¢ se 15% vagem de
feijéo liofilizada e

Vagem de feijdo liofilizada e moida
Amendoim triturado em liquidificador

Dieta artificial

Dietanatural - " "o iziet 350

(vagem de

Sacarose S al. (2000), 59 59 .
Agua serfﬁéjr?tce)sede modificada por  25mi 25ml moelltrj:eidlosior/; de
Metil parahidroxibenzoato (nipagin) amendoim) For(tzegbg; o 8000ppm triturado em

liquidificador

ETAPA 2: Efeito da proporcéo de vagem liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador, na dieta artificial, na biologia de E. heros

Vagem de feijéo liofilizada e moida 35¢g 35¢g 35¢g 17,509 52,509
Amendoim triturado em liquidificador % 35¢g 35¢g s 35¢g 52,509 17,509
§acarose Dieta natural E 5 5 g 5 50 5
Agua s 25ml 25ml 2 25ml 25ml 25ml
Nipagin é 8000ppm o 8000ppm 8000ppm 8000ppm
Acido ascorbico 800ppm

ETAPA 3: Efeito dos anticontaminantes em diferentes doses da dieta artificial na biologia de E. heros

Vagem de feijdo liofilizada e moida 35¢ 35¢ 359 35¢ 359 359 359
Amendoim triturado em liquidificador 359 359 359 359 359 359 359
Sacarose 50 50 50 50 59 59 59
Agua © 25ml 25ml © © © © 25ml 25ml 25ml 25ml 25ml

- B ks ks B B
Nipagin = 8000ppm = £ = = 10000ppm  10000ppm  10000ppm  10000ppm 10000ppm
Acido sérbico § § § § § 800ppm 800ppm 800ppm
Acido benzoico a ) ] a a 2000ppm
Acido propiénico 800ppm
Formaldeido 3000ppm
Tetraciclina (Tetrex) 0,00765ppm  0,00765ppm

ETAPA 4: Quarta geragéo (F4)
Vagem de feijdo liofilizada e moida 359 359 359 359
Amendoim triturado em liquidificador 35¢g 35¢g 359 359
3+ 3+ 3+ [5+3 3+ 3+ 3+ <

Sacarose 2 59 59 B B 2 2 59 B 5g B B
Agua 5 25ml 25ml 5 5 5 5 25ml 5 25ml 5 5

- 2 b b b b b b b
Nlpagln’ . b 8000ppm b g b b 10000ppm g 10000ppm b g
Acido sdrbico 800ppm 800ppm
Tetraciclina (Tetrex) 0,00765ppm

(1) As dietas que ndo permitiram o desenvolvimento do inseto por geragdes sucessivas, foram descartadas.
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Neste experimento foram consideradas como testemunhas as dietas D1 e D2 que foram
comparadas com dietas contendo anticontaminante e material liofilizado: D3 (vagem liofilizada e
moida: amendoim triturado em liquidificador 50:50 sem anticontaminante); D4 (vagem
liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador 50:50 + metil parahidroxibenzoato
(nipagin 8000 ppm) e D5 (dieta 2 adicionando-se 15% de vagem de feijdo liofilizada e moida e

15% de amendoim triturado em liquidificador).

As proporcdes da vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em
liquidificador (50:50) da dieta artificial, foram determinadas a partir de observagdes em que a
mistura nesta proporc¢do levou a uma reducdo do periodo 2° instar-adulto e maior viabilidade do
periodo, em relacdo aos componentes colocados isoladamente na dieta; assim, as proporcdes dos
componentes da dieta: vagem de feijao liofilizada e moida (35%) + amendoim triturado em
liquidificador (35%), sacarose (5%) e agua (25%) foi avaliada pela primeira vez nesta etapa;
desta forma, a vagem liofilizada + amendoim triturado em liquidificador corresponde a 70% da
dieta, repartido por igual proporgdo de cada uma delas 50:50. A concentragdo de nipagin 8000
ppm, também foi determinada em testes preliminares, ao constatar-se que ocorria 100% de
mortalidade de percevejos com 16000 ppm e nenhum efeito sobre o crescimento de fungos com
4000 ppm.

Utilizaram-se 100 ninfas de segundo instar por tratamento, individualizadas em placas de
Petri de 9 cm de didmetro, e alimentadas com as dietas artificiais de cada tratamento; em cada
placa de Petri, foi colocada dieta artificial (quadrados de 5 a 6 mm de lado, aproximadamente) e
rolo dental umedecido, como fonte de 4gua. O experimento constou, portanto, de 5 tratamentos e

100 repeti¢des, sendo que cada ninfa correspondeu a uma repeticéo.

Os adultos foram pesados e formaram-se 30, 17, 25, 28 e 27 cassais com 24 a 48h de
idade para as dietas D1 a D5 respectivamente, os cassais foram acondicionados conforme
descrito em 3.1.2. As condi¢des da sala de criacdo, os parametros biologicos avaliados,
delineamento experimental, teste estatistico, andlise de agrupamento e tabela de vida foram os

mesmos considerados em 3.1.2.
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A viabilidade das geracgdes sucessivas foi avaliada a partir das posturas dos primeiros 15
dias de cada tratamento, colocando-as em placas de Petri de 5 cm de didmetro com um rolo
dental umedecido no seu interior, até que as ninfas atingissem o 2° instar; a partir do segundo
instar, elas foram transferidas para caixas Gerbox (12 x 12 x 3,5 cm). As caixas Gerbox foram
forradas com papel “guardanapo” recoberto com uma tira de papel aluminio, sobre o qual foi
colocada a dieta e rolo dental umedecido, evitando-se assim o umedecimento do papel e eventual
crescimento de fungos na dieta. Apds duas semanas do inicio da emergéncia, em cada geracgdo, ao
se observar as primeiras posturas, foram pesados 10 machos e 10 fémeas de cada tratamento, e, a
seguir, eles foram mantidos em bandejas de material plastico (25 x 25 x 12 cm); a superficie
interna das bandejas foi forrada com papel guardanapo ou reciclavel, recoberto com uma tira de
papel aluminio sobre a qual foram colocadas a dieta e 0 algoddo umedecido como fonte de agua;
para permitir a ventilacdo, as tampas das gaiolas foram recortadas no centro (14 x 14 c¢cm) e
cobertas com tecido de tipo tule. Nas tampas foram também colocadas 4 tiras de tecido de
algoddo (15 x 10 cm), como substrato de postura. Em média, em cada bandeja foram colocados

60 casais. As primeiras posturas foram coletadas como fonte inicial das geracfes subsequentes.

Em cada geracdo, foi considerado, como nimero adequado, para manter as populacdes,
quando emergiram mais de 40 individuos (nimero arbitrario, fruto da experiéncia em laboratdrio).
Avaliou-se, em cada geracgdo a razdo sexual, peso de adultos (machos e fémeas) e deformacdes de

pernas e asas.

3.2.2 Etapa 2: Efeito da proporcdo de vagem liofilizada e moida: amendoim triturado em

liquidificador, na dieta artificial (DAL), na biologia de E. heros

Esta etapa teve por objetivo avaliar a proporgao de vagem liofilizada e moida: amendoim
triturado em liquidificador, na dieta D3 que permitiu que os insetos alcangassem a quarta geracdo

na etapa 1 (item 3.2.1).
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Assim foram comparadas seis (6) dietas: D1 (dieta natural: vagem de feijao e amendoim)
(testemunha), D3 (vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador
50:50 sem anticontaminante); D4 (vagem de feijao liofilizada e moida: amendoim triturado em
liquidificador 50:50 + nipagin 8000 ppm); D6 (vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim
triturado em liquidificador 50:50 + nipagin 8000 ppm + acido ascérbico 800 ppm); D7 (vagem de
feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador 25:75 + nipagin 8000 ppm) e D8
(vagem de feijao liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador 75:25 + nipagin 8000
ppm). A vitamina C (&cido ascorbico) foi incluida no tratamento D6, pelo fato desta vitamina

estar presente na vagem de feijéo.

O experimento constou de 6 tratamentos e 150 repetiches, sendo que cada ninfa
correspondeu a uma repeticdo. As condi¢bes da sala de criacdo, os pardmetros bioldgicos
avaliados, delineamento experimental, teste estatistico, analise de agrupamento e tabela de vida

foram os mesmos considerados em 3.1.2.

Ap0s pesar os adultos emergidos, formaram-se 15 casais provenientes das dietas D1, D3,
D4 e D6; 13 casais da dieta D7 e 10 casais da dieta D8, que foram estudados com a metodologia
descrita em 3.1.2; e da mesma forma descrita em 3.1, foi avaliada a viabilidade das geracdes
sucessivas. A producdo de descendentes de E. heros nas diferentes dietas foi avaliada, utilizando-

se a metodologia e observando-se os parametros mencionados em 3.2.1 para cada geracgéo.

3.2.3 Etapa 3: Efeitos de anticontaminantes, em diferentes doses, adicionados a DAL, na

biologia de E. heros e no desenvolvimento de patdégenos

Neste experimento utilizou-se a dieta artificial composta de vagem de feijdo liofilizada e
moida: amendoim triturado em liquidificador (DAL) na propor¢do 50:50, adicionando-se
sacarose 5% e agua 25% para todos os tratamentos, avaliando-se o efeito de anticontaminantes e
as suas concentracdes na biologia dos percevejos e no desenvolvimento de patdgenos, ja que um

dos principais problemas da dieta artificial é a sua contaminacéo, exigindo trocas periodicas.
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Foram avaliados sete (7) tratamentos: D3 (DAL sem anticontaminantes); D4 (DAL +
nipagin 8000 ppm); D9 (DAL + nipagin 10000 ppm + acido sorbico 800 ppm); D10 (D9 +
formaldeido 3000 ppm + tetraciclina 0,00765 ppm); D11 (D9 + tetraciclina 0,00765 ppm); D12
(DAL + nipagin 10000 ppm + &cido propionico 800 ppm) e D13 (DAL + nipagin 10000 ppm +
acido benzoéico 2000 ppm).

O experimento constou de 7 tratamentos e 100 repeti¢des, sendo que cada ninfa
correspondeu a uma repeti¢do. A substituicdo das dietas foi feita de acordo com o aparecimento
de patégenos (fungos) em cada uma delas. As condicBes da sala de criacdo, 0s parametros
biolégicos avaliados, delineamento experimental, teste estatistico, anélise de agrupamento e
tabela de vida, foram os mesmos considerados em 3.1.2. Apos pesar os adultos emergidos,
formaram-se 28 casais na dieta D3; 25 casais nas dietas D4 e D9; 18 casais nas dietas D10 e D11;

30 casais na dieta D12 e 22casais na dieta D13.

A producéo de descendentes de E. heros nas diferentes dietas foi avaliada, utilizando-se a

metodologia e observando-se os parametros mencionados em 3.2.1 para cada geracéo.

3.2.4 Etapa 4: Quarta geracao (F4)

As dietas DAL D3, D4, D9 e D11, do experimento com anticontaminantes e doses (item
3.2.3) permitiram produzir descendentes nas geragdes sucessivas, sendo testadas na quarta
geracdo (F4). Assim, 0 experimento constou de quatro tratamentos e 150 repeti¢Ges, sendo que
cada ninfa correspondeu a uma repeticdo. Os valores da dieta natural (D1), mostrados nas tabelas
14 e 15 como D1*, correspondem as médias dos 3 primeiros experimentos e ndo foram
considerados nas analise estatisticas. A metodologia utilizada, os parametros biologicos
avaliados, as condicGes da sala de criacdo, delineamento experimental, teste estatistico, analise de

agrupamento e tabela de vida, foram os mesmos considerados em 3.1.2.

Apos pesar os adultos emergidos, formaram-se 20 casais para cada uma das 4 dietas;
sendo os parametros avaliados conforme metodologia descrita em 3.1.2. A producdo de
descendentes de E. heros nas diferentes dietas foi avaliada, utilizando-se a metodologia e

observando-se os parametros mencionados em 3.2.1 para cada geracao.
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3.3 Avaliacdo da qualidade da dieta artificial, utilizando-se como critério, danos de E. heros

e desenvolvimento de parasitoides

3.3.1 Numero de picadas de alimentacdo, em gréos de soja, por E. heros, criado em dieta
natural e em dietas artificiais com material liofilizado (DAL), utilizando-se o teste da

fucsina acida

O trabalho foi realizado com percevejos adultos, criados em dietas artificiais com material
liofilizado (DAL): D9 e D11 e tendo como controle a dieta D1 (dieta natural: vagem de feijao e
sementes de amendoim), desde o 2° instar. Ovos provenientes da criacdo estoque foram
colocados em placas de Petri de 9 cm; apds a eclosdo e quando atingiram o 2° instar, 100 ninfas
por dieta (tratamento) foram separadas em grupos de 10 ninfas por placa de Petri; nas placas,
receberam agua por meio de rolo dental e foram alimentadas com as respectivas dietas até a
emergéncia de adultos.

Os tratamentos selecionados, para o presente trabalho, foram aqueles que permitiram a
producdo de descendentes nas geragdes sucessivas, ou seja, D9 (DAL + nipagin 10000 ppm +
acido sérbico 800 ppm) e D11 (D9 + tetraciclina 0,00765 ppm) e como testemunha, D1 (dieta
natural: vagem de feijdo e sementes amendoim) (Tabelas 2, 4 e 13).

A atividade alimentar de E. heros, foi avaliada pelo nimero de crostas salivares deixadas
na superficie dos grdos de soja. Para testar a atividade alimentar de cada tratamento, foi oferecido
aos machos (20) e fémeas (20) individualizados, com idade entre 48 a 72 horas, um gréo de soja
(cultivar CD 215), em placas de Petri de 9 cm. As placas, com os percevejos, foram mantidas na
sala de criacdo em condigOes controladas de 25+2°C de temperatura, UR de 60+10% e fotofase
de 14 horas.

A cada 24horas, durante 8 dias, os grdos de soja foram renovados; os gréos retirados
foram submetidos ao teste de coloracdo com fucsina acida a 1% (BOWLING, 1980), por 15
minutos; em seguida, foram lavados em agua corrente e feita a contagem das crostas salivares,
marcadas pelo corante (vermelho), com auxilio de microscépio estereoscopico (aumento de 10 a

15 vezes).
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Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, num delineamento inteiramente casualizado. Os dados e
0s pressupostos associados ao modelo utilizado foram analisados, utilizando-se o programa
computacional SAS/STAT, 2003.

3.3.2 Ovos de E. heros criado em dieta natural (D1) e artificial com material liofilizado

(DAL) e seu efeito no parasitismo de T. podisi e T. basalis

A confirmacdo das espécies de parasitoides foi feita pelo Dr. Valmir A. Costa do
Laboratério de Controle Biologico, Centro Experimental Central do Instituto Bioldgico, em
Campinas, que agora pertencem a familia Platygastridae, pois segundo Sharkey (2007), estd em
sinonimia com Scelionidae.

A capacidade de parasitismo de ambos os parasitoides foi avaliada na primeira geracéo
(F1), utilizando-se ovos de E. heros criado nas dietas que conseguiram atingir o maior nimero de
geracOes (Fip), ou seja, as dietas D9 e D11e a dieta D1 como testemunha (Tabelas 2, 4 e 13). A
metodologia de criacdo do percevejo foi a mesma utilizada para o teste da fucsina acida (3.3.1).
Foram separados 30 casais de E. heros por tratamento e mantidos em bandejas de material
plastico de 25 x 25 x 12 cm, como descrito em 3.2.1. As primeiras posturas destes percevejos
foram coletadas e parasitadas por ambos os parasitoides, separadamente durante 48 horas. Os
ovos parasitados foram colocados em placas de Petri de 5 cm, com papel filtro; a sala de criagdo
foi mantida na temperatura de 25+2°C, UR de 60+10% e fotofase de 14 horas.

Dois dias ap6s a emergéncia, para T. podisi e 4-5 dias, para T. basalis (observacdo
pessoal), foram isoladas 15 fémeas de cada espécie, por tratamento, em tubos de ensaio (7 x 1
cm). Para cada fémea dos parasitoides, foram oferecidos 40 ovos do dia de E. heros provenientes
da criagdo estoque, substituindo-os a cada 24horas, até a morte dos parasitoides. Os ovos
parasitados foram mantidos na mesma sala de criagdo mencionada anteriormente, até a
emergéncia dos adultos.

Foram considerados ovos “parasitados” aqueles com a abertura de saida do parasitoide
(Figura 4a) e os de cor escura, que ao serem abertos ou por simples observacao, apresentavam o
parasitoide desenvolvido (Figura 4b); ovos “inviaveis” do hospedeiro foram considerados aqueles

em que nao houve eclosdo de ninfas, geralmente de cor amarela e murchos (Figura 4c e 4d).
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Avaliaram-se: numero de ovos parasitados, porcentagem de parasitismo, viabilidade do
parasitoide, razdo sexual e longevidade das fémeas das duas espécies; foram considerados ovos
predados aqueles em que houve introducdo do ovipositor pelo parasitoide, sem haver, no entanto
eclosdo de ninfas ou emergéncia do parasitoide. Os parametros bioldgicos foram submetidos a
analise de variancia e comparados, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, num

delineamento inteiramente casualizado. Os dados e 0s pressupostos associados ao modelo

utilizado foram analisados utilizando-se o programa computacional SAS/STAT, 2003.

Figura 4 - Ovos de Euschistus heros submetidos ao parasitismo por Telenomus podisi. Cérion mostrando abertura de
saida do parasitoide (a); ovos parasitados invidveis (b); ovos “ndo parasitados” (c); ovos com embrides
desenvolvidos e mortos (d) e corion apés a ecloséo (e)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Biologia comparada de Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae)

em dieta natural e em dieta artificial

A dieta artificial seca desenvolvida por Panizzi et al. (2000) e acrescida de dleo de soja
por Fortes et al. (2006) (D2) afetou significativamente o periodo de desenvolvimento ovo-adulto
de E. heros, que foi de 39,5 dias, bem superior aquele obtido em dieta natural (D1), ou seja, 32,2
dias. O efeito foi mais visivel nos Gltimos instares (4° e 5°), pois, da fase de ovo até o 3° instar,
ndo houve diferenca entre os 2 tratamentos (Tabela 5).

Resultados semelhantes foram observados por Fortes et al. (2006) e Siqueira (2007) que
estudando a mesma dieta artificial, constataram um alongamento do periodo 2° instar- adulto de
E. heros, em cerca de 4 a 6 dias, em relacdo ao mesmo periodo em dieta natural composta de
vagem de feijdo (Phaseolus vulgaris L., 1753), amendoim (Arachis hypogaea L., 1753), e frutos
de ligustro (Ligustrum lucidum W. T. Aiton, 1810).

De forma analoga, a viabilidade na dieta artificial foi menor, especialmente para a fase
de ovo e 4° e 5° instares. Como para a duracdo, a viabilidade inicial de E. heros (1° ao 3°
instares) ndo foi afetada (Tabela 5), provavelmente porque nestes primeiros instares sao
utilizados os recursos nutricionais acumulados nos ovos, que, aparentemente foram suficientes
para o inicio do desenvolvimento do percevejo. A viabilidade do periodo 2° instar-adulto na dieta
natural foi de 82%, préxima aos 91% e 85% obtidos por Fortes et al. (2006) e Siqueira (2007);
por outro lado, a viabilidade para 0 mesmo periodo na dieta artificial no presente trabalho, foi de
41%, proxima aos 40% obtido por Siqueira (2007), porém inferior aos 78% relatados por Fortes
et al. (2006).

Na dieta natural, machos e fémeas foram mais pesados, apresentaram menor porcentagem
de deformagdes de pernas e asas e as fémeas viveram mais, embora a razdo sexual ndo tenha sido
afetada pelas dietas (Tabela 5).

Na dieta artificial, os machos viveram mais, provavelmente, por ndo terem gasto energia,
desde que com a morte prematura das fémeas nao tiveram oportunidade de copular.

O peso observado em dieta natural foi superior aos resultados de Fortes et al. (2006) e
Siqueira (2007) no mesmo tipo de dieta e semelhante aos referidos pelos mesmos autores em

dieta artificial. A dieta artificial afetou o peso dos insetos, desde que, em geral, segundo Slansky
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Jr. (1982), em hemipteros, as fémeas sdo mais pesadas que 0s machos e no presente trabalho os
pesos de machos e fémeas foram semelhantes.

A inadequacdo da dieta artificial ficou demonstrada com o aumento de deformagdes nas
asas e nas pernas, embora tais deformacdes, ainda que em menor escala, tenham sido encontradas
nas pernas dos insetos criados na dieta natural (Tabela 5, Figura 5) e na criacdo estoque. Nos
demais parametros bioldgicos estudados, ou seja, periodo de pré-oviposi¢cdo, numero de
posturas/fémea, nimero de ovos/postura, e nimero de ovos/fémea, a dieta natural suplantou a
dieta artificial, inclusive na porcentagem de fémeas que ovipositaram (Tabela 5), além da alta
porcentagem de ovos deformados (observacdo pessoal) obtidos na dieta artificial; no geral, as
poucas ninfas obtidas em F;, na dieta artificial, ndo chegaram ao 4° instar.

Observou-se que o ritmo de postura foi variavel entre os insetos criados nas duas dietas.

Na dieta artificial, como a longevidade foi menor, 100% dos ovos foram colocados até os 90 dias,

enguanto que na dieta natural isto se deu com 150 dias (Figuras 6 e 14).

Figura 5 - Deformac0es de asas e pernas de Euschistus heros criado em dieta natural e na artificial de Panizzi et al.
(2000), modificada por Fortes et al. (2006). Inseto com asas deformadas (vista dorsal) (A), inseto com
pernas deformadas (vista ventral) (B); perna sadia (C) e pernas com diferentes graus de deformacéo (D)
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Figura 6 - Postura diaria (eixo Y) e acumulada (eixo Y’) de Euschistus heros criado em D1 (dieta natural: vagem de
feijdo e amendoim) e D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006)).
Temp.: 254+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h. As setas indicam 90% da postura

Considerando-se os diversos pardmetros avaliados, a dieta natural foi muito superior a
dieta artificial para E. heros, sendo que os resultados obtidos na presente pesquisa em dieta
natural, especialmente com relagdo a fecundidade, foram muito superiores aqueles obtidos por
Villas Bbas e Panizzi (1980); Panizzi e Oliveira (1998); Costa, Borges e Vilela (1998);
Malaguido e Panizzi (1999) e Fortes et al. (2006).

O prolongamento do desenvolvimento ninfal, a diminuicdo da viabilidade no periodo 4°
ao 5° instar, associados ao menor peso e longevidade dos adultos, aumento das deformacdes de
pernas e asas, e a diminui¢do da fecundidade em relacédo a dieta natural, indicaram a inadequacéo
da dieta artificial para E. heros; esta inadequacdo poderia estar associada a deficiéncia ou
desbalanceamento de nutrientes; ou mesmo a auséncia de fagoestimulante na dieta, pois muitos

insetos ndo iniciaram a alimentacdo (PARRA, 2010).






Tabela 5 - Duracdo e viabilidade dos instares e do periodo ovo-adulto, peso de adultos com 24h de idade, deformacdes de pernas e asas,
longevidade, razdo sexual, periodo de pré-oviposicao, fémeas que ovipositaram, nimero de posturas por fémea, nimero de ovos
por postura e nimero de ovos por fémea de Euschistus heros criado em dieta natural e artificial. Temp.: 25+2°C; UR: 60+£10%;

fotofase: 14h

Duracdo (dias)

Tratamentos! Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D1 7,2+0,112a3 3,0+0,00a 54+0,10a 41+0,09a 46+0,10a 7,9+0,09a 32,2+0,30a
D2 7,6+0,24a 3,0+0,00a 5,6 +0,10a 44+0,08a 6,9+0,03b 12,0+£0,30b 395+0,50b
Viabilidade (%)
- - - - - Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D1 85,2+3,30a 91,7+2,40a 86,0+2,00a 915+3,50a 96,6 £0,60 a 947+1,30a 56,0+ 1,86 a
D2 60,7+847b 91,7+240a 89,3+1,30a 86,6 +0,20 a 81,0+£2,40b 87,2+0,50b 30,4+4,64b
Peso (mg) com 24h de idade Deformagdes (%0) Longevidade (dias) .
- - Razé&o sexual
Fémea Macho Pernas Asas Fémea Macho
D1 102,08 +2,34 a 90,02+161a 8,33+1,22b 0,93+041b 93,77+75a 87+8,2a 0,44 a
D2 68,96 +1,75b 68,96 +1,81b 20+0/41a 125+0,41a 46,63+6,9b 68,1+7,3a 0,46 a
Ndmero de ovos/fémea
Periodo de pré-oviposigéo (dias) Fémeas que Namero de Namero de i 0 &
P POsIG ovipositaram (%)  posturas/fémea  ovos/postura  considerando 100%  apenas as femeas
das fémeas gue ovipositaram
D1 13,8+0,8b 96,7+3,33a 285+25a 12,3+0,49 a 340,3+34,61a 352,1+354a
D2 20,3+15a 50,0 +15,28 b 120+15b 8,8+0,76 b 50,8 +20,37 b 101,6 £13,8b

1 D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006));

2+ EP (erro padrao);
3 Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

12°]
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4.2 Desenvolvimento de uma dieta artificial com material liofilizado (DAL)

4.2.1 Etapa 1: Comparacéo da dieta natural e artificial contendo material liofilizado (DAL)
e anticontaminantes, na biologia de E. heros

O tempo de desidratacdo total da vagem de feijao foi determinado como sendo de 60h;
para amendoim este tempo foi de 72h com eliminacdo de 90,6 e 5,9% da agua, respectivamente

(Figura 7); no caso do amendoim, o contetdo de 6leo impede que ele seja moido, optando-se pela
sua trituracdo em liquidificador.

100,00 5 20,4 S0,5 o0,5 o0,5 20,8 20,8
20,0 - - - - -
20,0
—
= TFo.0
—
(=]
= 60,0
(25N
E s00
=
= 40,0
z 30,0
= )
20,0
5.8 5.9 5.9 5.9 5,9
10,0
— - - - O
0,0 . . . ; .
000 24:00 42:00 S0:00 72:00 7200 2000 26:00 Ch)

Tempo de liofilizacao
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Figura 7 - Desidratacdo (%) e tempo de liofilizacdo para vagem de feijdo e sementes de amendoim

A dieta liofilizada (DAL), mostrou-se mais atrativa (maior efeito fagoestimulante) para E.
heros em relacdo a dieta artificial (D2), pois nesta Gltima muitos insetos morreram sem se
alimentar, enquanto que nas dietas liofilizadas os insetos permanecem se alimentando por um
tempo maior, com comportamento gregario semelhante aquele observado na dieta natural (D1).
Aparentemente, a dieta liofilizada, tem fagoestimulantes e nutrientes proximos aos dos alimentos
naturais, pois o material liofilizado mantém a integridade dos componentes da dieta. O teor de
proteina total das dietas com vagem de feijdo liofilizada (DAL) foi de 25,8%, embora

individualmente os valores protéicos variassem de 33,8% para vagem liofilizada e 20,8% para



56

amendoim triturado em liquidificador. Este alto valor proteico poderia explicar o sucesso das

dietas artificiais com material liofilizado (DAL).

Como um dos problemas da dieta artificial é a contaminacdo por fungos e/ou bactérias, a
utilizagdo de anticontaminantes na dieta foi necessaria. Entretanto, é fundamental a determinagao
da dose adequada, pois, em testes preliminares, constatou-se que na concentracdo de 16000 ppm,
0 nipagin (metil parahidroxibenzoato) causou 100% de mortalidade do inseto, enquanto que a
concentragdo de 4000 ppm, ndo afetou o inseto, mais ndo foi eficiente no controle de fungos.
Portanto, a escolha da dose adequada do anticontaminante foi fundamental, pois existe uma ténue
linha entre o controle do patdgeno e o prejuizo ao inseto que esta sendo criado (ALVERSON E
COHEN, 2002).

As dietas afetaram a duracdo do periodo ovo-adulto (Tabela 6); houve como era de se
esperar, um alongamento do referido periodo nas dietas D2 (artificial) e D4 (DAL, mais
anticontaminante), sendo tais diferengas maiores a partir do terceiro instar. A fase de ovo também

foi afetada, sendo alongada quando o inseto foi criado na dieta artificial (D2).

A viabilidade foi superior nas dietas contendo vagem liofilizada e amendoim triturado em
liquidificador, sendo a dieta artificial (D2) a pior dieta com uma viabilidade de apenas 17%. A
viabilidade de ovos também foi afetada em D2, mostrando a inadequacdo nutricional da referida

dieta (Tabela 6). Numericamente, a dieta liofilizada foi a que apresentou maior viabilidade.

O peso dos adultos foi também afetado pela dieta artificial, e, mais uma vez, a dieta D2
foi a menos adequada, embora a dieta D5 tenha sido comparavel a citada dieta. As deformagdes
de pernas e asas variaram bastante em todas as dietas, mostrando como ja comentado em 4.1 que
se trata de uma caracteristica normal da espécie, ndo podendo ser adotado como critério para
selecdo de dietas artificiais para E. heros (Tabela 7); entretanto, de forma semelhante ao que
vinha ocorrendo, nos insetos criados na dieta D2 € que ocorreu 0 maior porcentual de
deformacdes de asas e pernas. A razdo sexual ndo diferiu quando E. heros foi criado nas diversas
dietas (Tabela 7), e portanto ndo deve também ser utilizada como critério para selecdo de dietas
para a referida espécie. Ja o periodo de pré-oviposicao, sem grande relevancia como critério na
selecéo de dietas artificiais (J.R.P. PARRA, 2011 informagdo pessoal), foi menor na dieta natural

em relacdo as dietas artificiais (Tabela 7).
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A longevidade de machos e fémeas, a porcentagem de fémeas que ovipositaram e nimero
de ovos/postura ndo foram afetados pelas dietas, mas o namero de posturas/fémea e o nimero

total de ovos/fémea foram maiores nas dietas D1, D3 e D4 (Tabela 7).

A frequéncia de postura diaria (Figuras 8 e 14) mostrou que nas dietas artificiais menos
adequadas (D2, D3 e D5), mais de 90% da postura ocorreu entre 40 e 60 dias enquanto que na
dieta natural (D1) e na dieta com componentes liofilizados e anticontaminantes (D4), tal
concentragcdo ocorreu entre 75 e 90 dias, pois a fémeas viveram mais quando criadas nestas

Gltimas dietas.

Na dieta com componentes liofilizados sem anticontaminantes (D3) a baixa longevidade
poderia estar relacionada a contaminacdo por fungos na dieta, responsaveis por problemas a
criacdo de varias espécies segundo Kishaba et al. (1968); Singh e Bucher (1971); Mc Laughlin e
Sikorowsky (1978); Thompson e Sikorowsky (1978); Sikorowsky et al. (1980); Sikorowsky e
Thompson (1984); Sikorowsky e Godwinn (1985); Douglas e Sikorowski (2009a); Douglas e
Sikorowski (2009b).

Adultos de E. heros provenientes da dieta D2 (em 4.1 e 4.2.1), apresentaram baixa
porcentagem de acasalamento (observacgdo pessoal), baixa fertilidade e fecundidade, incremento
das deformacdes de pernas e asas e ndo produziram descendentes (Tabela 13). A inadequacdo
desta dieta foi mantida também nos estadios imaturos, mesmo sendo adicionados 15% de vagem
liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em liquidificador (D5), fato que levou a
substituicdo de 100% dos insumos por vagem liofilizada e moida e amendoim triturado em
liquidificador, mantendo invariaveis a quantidade de &gua e a sacarose nos proximos

experimentos.

As dietas artificiais com vagem de feijao liofilizada (DAL) foram as melhores, pois,
foram em todos os parametros superiores a dieta artificial (D2) e comparaveis a dieta natural
(D1). A dieta D4, com nipagin-8000 ppm, permitiu gerar descendentes até a terceira geracao (Fs)

0 que levou a sua selecdo para a seguinte etapa.
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Figura 8 - Postura diaria (eixo Y) e acumulada (eixo Y’) de Euschistus heros, criado em dieta natural, dieta artificial
de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006) e em dietas artificiais contendo vagem de
feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes. Temp.: 25£2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h. Composi¢do
da dieta DAL: Vagem de feijao liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%),
sacarose (5%) e agua (25%). D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de
Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4
(DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% de vagem de feijao liofilizada e 15% de
amendoim triturado em liquidificador). As setas indicam 90% da postura



Tabela 6 - Duracéo e viabilidade dos instares e do periodo ovo-adulto de Euschistus heros criado em dieta natural, dieta artificial de Panizzi

et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006) e em dietas artificiais contendo vagem liofilizada (DAL)! e anticontaminantes.
Temp.: 25£2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h

Duracao (dias)

Tratamentos? Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D1 6,6 + 0,062 b* 3,0+0,00a 53+0,10b 48+0,11c 58+0,10b 9,1+011b 346+0,26b
D2 71+0/16a 3,0+£0,00a 55+0,19b 6,4+0,17a 72+0,16a 10,0+0,11a 39,2+0,37a
D3 6,7+0,06 b 3,0+£0,00a 52+0,14b 56+0,14b 6,2+0,11b 9,3+0,10b 36,0+0,30b
D4 6,6+0,05h 3,0+£0,00a 5,8+0,12 a2 6,7+0,10a 72+019a 9,3+0,12b 386+0,30a
D5 6,5+0,09 b 3,0+0,00a 51+012b 55+0,24c 6,4+0,18b 9,7+0,17 ab 36,2+0,32b
Viabilidade (%0)
Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D1 53,9+6,75ab 91,7+240a 91,0+4,12a 93,2+2,28a 97,6 +2,63a 98,8+1,04a 40,5+6,89a
D2 30,0+8,34b 91,7+240a 81,0+6,19a 926+122a 97,3+2,38a 849+420a 17,0+10,20 b
D3 63,8+5,80a 91,7+240a 87,0+440a 87,4+287a 974+148a 932+147a 40,4+4,85a
D4 63,5+5,35a 91,7+240a 88,0+4,32a 90,8+2,03a 98,9+1,09a 98,6+1,39a 454 +533a
D5 59,3+ 6,63 a 91,7+240a 91,0+526a 91,2+359a 952+2,76a 87,3+3,13a 375+543a

1 Composicao da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e 4gua (25%).

2 D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et. al. (2000), modificada por Fortes et. al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL
50:50 + nipagin-8000 ppm); D5 (dieta artificial de Panizzi et. al. (2000), modificada por Fortes et. al. (2006) adicionando-se 15% de vagem liofilizada e 15% de amendoim triturado em
liquidificador).

3+ EP (erro padréo).

4 Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 7 - Peso de adultos com 24h de idade, deformacdes de pernas e asas, longevidade, razdo sexual, periodo de pré-oviposicdo, fémeas
que ovipositaram, nimero de posturas por fémea, nimero de ovos por postura e nimero de ovos por fémea de Euschistus heros
criado em dieta natural, dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006) e em dietas artificiais contendo
vagem de feijdo liofilizada (DAL)! e anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h

Peso adultos (mg) com 24h de

Deformacdes (%0)

Longevidade (dias)

Tratamentos? idade Raz&o sexual
Fémea Macho Pernas Asas Fémea Macho
D1 103,9 + 2,963 a* 95,8+2,03a 17,5+5,66 a 9,8+1,93ab 67,9+8,09a 62,6 +85a 05a
D2 856+1,95hb 76,4+£2,73b 274+585a 17,7+271a 46,9+5,89a 47,1+6,81a 0,6a
D3 100,8+29a 89,5+2,09a 20,3+6,0a 58+229b 56,4 + 4,59 a 58,0+56a 0,5a
D4 101,4+2,69 a 89,2+224a 11,5+0,85a 10,3+ 3,23 ab 57,0+6,58 a 68,2+ 7,66 a 0,6a
D5 86,4 + 3,34b 754+241b 174+182a 29+3,13b 484 +585a 535+5,33a 05a
A . . NUmero de ovos/fémea
Tratamentos?2  Periodo de pré-oviposi¢éo (dias) [Femeas que Namero de Namero de i 0 &
ovipositaram (%)  posturas/fémea  ovos/postura  considerando 100%  apenas as fémeas que
das fémeas ovipositaram
D1 12,1 +0,463 b* 93,3+3,88a 28,7+3,69a 11,0+0,64a 280,4+35,93 a 300,5+ 3554 a
D2 18,4+2,07a 88,2+ 6,58 a 6,3+1,18b 11,2+0,93a 60,6 + 14,60 c 68,7+ 13,97 ¢
D3 15,0 £ 0,90 ab 92,0+481a 13,7+1,68 b 119+0,77 a 160,7 £ 27,77 ab 174,6 £ 28,35 bc
D4 15,9+0,67a 85,7+10,1a 16,4 £ 1,90 ab 13,1+0,62a 171,4 £ 24,58 ab 200 + 24,06 ab
D5 195+242a 66,7 +£5,38 a 85+1,00b 11,1+0,72a 64,3+ 13,53 ¢ 96,4 £ 15,42 bc

T Composicao da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%, sacarose (5%) e 4gua (25%).

2D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et. al. (2000), modificada por Fortes et. al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL
50:50 + nipagin-8000 ppm); D5 (dieta artificial de Panizzi et. al. (2000), modificada por Fortes et. al. (2006) adicionando-se 15% de vagem liofilizada e 15% de amendoim triturado
em liquidificador).
3+ EP (erro padrdo).

4 Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.2.2 Etapa 2: Efeito da proporcdo de vagem liofilizada e moida: amendoim triturado em

liquidificador, na dieta artificial (DAL), na biologia de E. heros

A duracdo do periodo ovo-adulto, em dieta natural (D1) foi igual ao de insetos criados nas
dietas DAL com diferentes propor¢des de vagem liofilizada e moida: amendoim triturado em
liquidificador (Tabela 8). Entretanto, o tratamento 25:75 (D7), alongou tal periodo a partir do 5°
instar, pois, aparentemente, o amendoim em alta quantidade, afetou o desenvolvimento das
ninfas, pois deu a dieta aparéncia oleosa na superficie, o que causou dificuldade para as ninfas se
locomoverem sobre ela; a dieta D8 (75:25), com a alta quantidade de celulose da vagem
liofilizada, apresentou consisténcia muito seca que também pode ter afetado a alimentacdo das
ninfas. Nao se observaram diferencas de viabilidade, sendo baixa em todas as dietas, variando de
7,5 a 18,2% para D8 e D1 respectivamente (Tabela 8).

Os tratamentos ndo tiveram efeito no peso de fémeas; entretanto, o peso dos machos foi
inferior ao das fémeas em todos os tratamentos, sendo que na dieta D7 foi onde emergiram o0s
machos com menor peso. Ndo se observaram diferencas significativas para deformactes de
pernas e asas, razdo sexual, longevidade, periodo de pré-oviposi¢do, porcentagem de fémeas que
ovipositaram, nimero de posturas, e nimero de ovos por fémea (Tabela 9); pois como ja
mencionado anteriormente (4.2.1), o periodo de pré-oviposicao, a razdo sexual e as deformacdes
ndo parecem importantes para serem utilizados como critérios de selecdo de dietas para E. heros.

A frequéncia de posturas e postura acumulada (Figuras 9 e 14) mostraram uma queda do
ritmo de postura apés de 60 dias nas dietas D6 e D8; nas demais dietas, D3, D4 e D7, a
sobrevivéncia das fémeas (até 90 dias) foi comparavel a dieta natural; nesta dieta, o intervalo
entre as posturas foi maior (2 a 3 dias), enquanto nas dietas DAL a frequéncia foi diaria ou
alternada; assim, as fémeas desenvolvidas e mantidas nas dietas com componentes liofilizados
viveram menos do que aquelas provenientes da dieta natural, sem afetar sua fertilidade. Os
machos tiveram maior longevidade do que as fémeas (Tabela 9, Figuras 12 e 13); aparentemente,
este comportamento estaria relacionado com a freqiiéncia de cOpula, ausente pela morte
antecipada das fémeas; entretanto, a longevidade das fémeas mantidas nas diferentes dietas com
vagem liofilizada (DAL), foi similar a das fémeas provenientes da dieta natural (D1).

A melhor propor¢do vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em

liquidificador esta na faixa 25-50:75-50; pois obtiveram-se descendentes até a terca geracdo com
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a proporcao 25:75 (D7) (Tabela 13); entretanto ela foi desconsiderada na presente pesquisa, pela
aparéncia oleosa da dieta. Ndo havendo diferengas para os parametros bioldgicos avaliados no
presente estudo, os tratamentos D3 e D4 foram selecionados para a etapa seguinte, pois a taxa

liquida de reproducéo (Ro), foi proxima aquela da dieta natural (D1) (Tabela 16).
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Figura 9 - Postura diaria (eixo Y) e acumulada (eixo Y’) de Euschistus heros, criado em dieta natural e em dietas
artificiais com diferentes proporcoes de vagem de feijdo liofilizada: amendoim triturado em liquidificador
(DAL) e anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h. Composic¢do da dieta DAL:
Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e 4gua
(25%). D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D3 (DAL 50:50, sem anticontaminante); D4
(DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + acido asc6rbico-800 ppm); D7
(DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm; D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm). As setas indicam 90% da
postura



Tabela 8 - Duracdo e viabilidade dos instares e do periodo ovo-adulto de Euschistus heros criado em dieta natural e em dietas
artificiais com diferentes proporcbes de vagem de feijdo liofilizada: amendoim triturado em liquidificador (DAL)! e
anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60£10%; fotofase: 14h

Duracao (dias)

Tratamentos? Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D1 7,2+0,13%a* 3,0+£0,00a 57+0,22a 52+0,26a 6,7+0,31a 8,6+0,29b 36,4+0,59b
D3 73+011la 3,0+£0,00a 6,7+042a 6,0+0,39a 73+0,30a 9,3+0,33ab 39,5+0,68 ab
D4 78+0,29a 3,0+0,00a 6,5+042a 6,3+0,43a 8,0+051a 10,2+ 0,36 ab 41,8+0,96 ab
D6 74+0,28a 3,0+0,00a 6,3+0,42a 6,4+0,36 a 76+0,35a 9,9+0,40ab 40,6 +0,98 ab
D7 75+0,19a 3,0+0,00a 6,8+0,49a 6,6+043a 78+0,37a 10,4 +£0,39 ab 42,1+0,99 ab
D8 8,1+0,27 a 3,0+0,00a 71+051a 6,4+0,39a 72+021a 10,6 £0,34a 42,3+0,80a
Viabilidade (%0)
Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D1 438+10,12a 91,7+2,40a 62,0+577a 849+559a 949+239a 90,7+517a 18,2+8,38a
D3 61,0+10,852a 91,7+240a 50,7+13,38a 724+704a 945+4,05a 885+130a 172+736a
D4 53,6 +7,21a 91,7+240a 58,0+1514a 77,0+3,19a 85,1+654a 87,7+4,85a 16,4 +6,56 a
D6 449+ 1331la 91,7+2,40a 58,0+ 12,00 a 82,8+9,97a 91,7+2,72a 81,8+544a 148+787a
D7 34,2+1361a 91,7+240a 620+1222a 796+4,46a 878+29a 76,9+4,67a 10,4 +8,66a
D8 30,7+19,60a 91,7+240a 52,7+742a 785+10,37a 839+1160a 769+10,29a 75+935a

1 Composicao da dieta DAL : Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%);

2 D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D3 (DAL 50:50, sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido

ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm; D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm);
3+ EP (erro padréo);
* Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

€9



Tabela 9 - Peso de adultos com 24h de idade, deformacgdes de pernas e asas, longevidade, razao sexual, periodo de pré-oviposicao,
fémeas que ovipositaram, nimero de posturas por fémea, nimero de ovos por postura e nimero de ovos por fémea de
Euschistus heros em dieta artificial com diferentes proporc6es de vagem de feijdo liofilizada: amendoim triturado em
liquidificador (DAL)! e anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h

79

Peso adultos (mg) com 24h de

Deformagdes (%0) Longevidade (dias)

Tratamentos? idade Razao sexual
Fémea Macho Pernas Asas Fémea Macho
D1 97,9 +2,973a* 89,6 +2,94a 27,3+6,00a 59+1,66a 55,9+7,19a 67,2+11,8a 0,6a
D3 91,2+3,26 a 83,3+ 3,63 ab 18,8+9,86a 6,5+4,64a 31,5+31,53a 60,3+ 10,37 a 0,5a
D4 90,9+3,33a 82,4 £2,76 ab 9,2+582a 20+x111la 405+8,32a 53,4+10,42a 0,6a
D6 87,3+3,56a 79,3+2,46 ab 21,3+3,63a 13,0£392a 51,9+8,55a 33,0+4,93a 0,5a
D7 84,8 +5,36a 76,8 +3,09b 31,9+7,00a 40+1,78a 50,2 +£7,67 a 51,3+8,23a 0,4a
D8 84,8 +4,98a 82,6 £2,83 ab 185+9,80a 19+171a 33,2+6,08a 494+124a 0,5a
. , . Numero de ovos/fémea
Periodo de pré-oviposicéo (dias) Femeas que humero de Numero de considerando apenas as fémeas
ovipositaram (%)  posturas/fémea  ovos/postura " penas as T
100% das fémeas  que ovipositaram
D1 17,7+220a 80,0+ 11,56 a 185+3,84a 96+0,83a 155,7+44,11a 194,6 £46,97 a
D3 19,8+2,87a 40,0 £0,00 a 11,7226 a 95+£0,80a 44,7+19,71a 111,8£31,88a
D4 251+4,05a 53,3+t17,64a 48+0,82a 11,2+1,38a 32,1+£931a 53,6 £11,0la
D6 31,9+4,18a 53,3+17,64a 70+£143a 6,6 £0,8la 30,8+14,15a 57,8+23,11a
D7 274+£215a 69,2 +5,00a 70+£186a 79+101a 43,9+19,66a 63,3+24,62a
D8 29,3+8,11a 278+14,70a 3,7+£0,73a 8,1+164a 11,0+£7,37a 36,7+15,15a

1 Composicao da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e 4gua (25%);

2 D1 (dieta natural: vagem de feijao e amendoim); D3 (DAL 50:50, sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido

ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm);

3+ EP (erro padrdo);

* Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.



65

4.2.3 Etapa 3: Efeitos de anticontaminantes em diferentes doses, adicionados a DAL, na

biologia de E. heros e no desenvolvimento de patégenos

Os principais contaminantes presentes nas dietas artificiais foram os fungos Penicillium
spp. e Aspergillus spp., fungos estes identificados no Laboratério de Controle Microbiano e
Patologia de Insetos da ESALQ-USP.

Os estudos com anticontaminantes mostraram que para o desenvolvimento ninfal, a
substituicdo de dieta pode ser realizada a intervalos de tempo maiores ou mesmo ser
desnecessaria, 0 que devera diminuir o custo de producdo dos percevejos em programas de
Controle Biologico Aplicado. Neste experimento, o nimero de “trocas” de dietas para o periodo
2° instar-adulto, variou de 0 — 1 nas dietas artificiais com vagem de feijao liofilizada (DAL) e
anticontaminantes e fizeram-se 8 substitui¢des na dieta DAL (D3) sem anticontaminantes (Tabela
10).

Tabela 10 - Frequéncia de “trocas” da dieta artificial e nimero de dias entre cada
substituicdo durante o periodo 2° instar-adulto na criacdo de Euschistus
heros em dietas artificiais contendo vagem de feijdo liofilizada e moida
(DAL)* e anticontaminantes em diferentes doses. Temp.: 25+2°C; UR:
60+10%; fotofase: 14h

Tratamentos2 Duracéo do perioc_io 2° instar- FreqUéncig datrocade N° de dias entre cadatroca
adulto (dias) dieta de dieta
D3 258 8 3
D4 26,9 1 19
D9 27,5 0 21
D10 28,5 0 28
D11 27,1 1 25
D12 27,2 1 17
D13 28,0 0 28

1 Composicao da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador
(70%), sacarose (5%) e agua (25%);

2 D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-
10000 ppm + acido sdrbico-800 ppm); D10 (D9 + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11
(D9 + tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propionico-800 ppm);
D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido benzdico-2000 ppm).
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Na presente pesquisa, 0s anticontaminantes afetaram o desenvolvimento de E. heros, pois
alongaram o seu desenvolvimento, especialmente nos tratamentos com formaldeido (D10) e
acido benzoico (D13), Como foi discutido em 4.2.1 e 4.2.2, neste estudo, também ndo houve
alongamento das fases de ovo e 1° instar observando-se tais diferencas para o periodo do 2° ao 5°
instar (Tabela 11).

A viabilidade ovo-adulto (Tabela 11) para as dietas com vagem de feijao liofilizada
(DAL), neste experimento, superou as obtidas em testes anteriores, incluindo a dieta natural;
entretanto, foi variavel entre tratamentos, ocorrendo maior viabilidade nas dietas D3 e D11. A
fase de ovo mostrou ser a mais critica para todos os tratamentos, sendo o formaldeido (D10) o
pior tratamento. O efeito negativo de anticontaminantes e doses sobre insetos tém sido relatados,
sendo que Alverson e Cohen (2002) referiram que o nipagin afetou a sobrevivéncia de ninfas,
peso seco de adultos, produgdo de ovos, periodo de desenvolvimento e periodo de inicio de
oviposicdo de Lygus hesperus (Knight, 1917) (Hemiptera: Miridae) nas concentracdes de 1000,
1500 e 2000 ppm.

O peso dos adultos com 24horas de idade também foi afetado significativamente pelos
anticontaminantes, sendo uma vez mais o formaldeido (dietas D9 e D10) o anticontaminante
menos adequado na dieta de E. heros; por outro lado, os adultos obtidos na dieta DAL, sem
anticontaminante (D3), apresentaram maior peso seguido das dietas D12, D4 e D11. De forma
geral, o peso das fémeas foi maior do que o dos machos e a longevidade de machos maior do que
a das fémeas (fato observado em todos os experimentos) (Tabela 12, Figuras 12, 13).

As dietas DAL com anticontaminantes ndo tiveram efeito sobre deformacgdes de pernas,
nem sobre longevidade de fémeas e machos. Por outro lado, houve efeito da dieta nas
deformacdes de asas, apresentando menor deformacdo os insetos provenientes das dietas D3
(testemunha), e a maior deformacao as dietas D10 e D9 com 34 e 25% respectivamente. A razdo
sexual foi, em média, de 0,5 para todos os tratamentos e o periodo de pré-oviposicdo variavel de
9 a1l dias (Tabela 12).

As dietas DAL propiciaram maior fecundidade, sem haver efeito dos anticontaminantes
na porcentagem de fémeas que ovipositaram (86 a 100%), nimero de posturas/fémea (16 - 26),
namero de ovos/postura (12 - 13) e nimero de ovos/fémea (171 - 286), considerando-se 100%
das fémeas. Estes resultados atestam a qualidade nutricional da dieta contendo material
liofilizado (Tabela 12).
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Todas as dietas aumentaram o periodo de oviposi¢ao, concentrando-se 90% das posturas
em 54 dias na testemunha (D3) e em 90 dias no pior tratamento (D10) contendo formaldeido, sem
entretanto, afetar a fecundidade (Figuras 10 e 14); esta constatacdo sugere que O0S
anticontaminantes aumentam a longevidade das fémeas, e conseqientemente o numero de
posturas e de ovos por fémea, fato provavelmente relacionado a acdo destes anticontaminantes
sobre simbiontes eventualmente presentes (SIQUEIRA, 2007; DOUGLAS; SIKOROWSKI,
2009a).

Em todos os tratamentos, a longevidade dos machos foi maior do que das fémeas (Tabela
12, Figuras 12 e 13), fato ja observado nas etapas 4.1 e 4.2; a sobrevivéncia das fémeas
desenvolvidas e criadas em dieta com componentes liofilizados e anticontaminantes foi menor
quando comparada com as fémeas provenientes da dieta natural; porém, as fémeas desenvolvidas
e criadas em dietas artificiais com componentes liofilizados e anticontaminantes viveram mais do
que as fémeas provenientes de dietas sem anticontaminantes, ocorrendo o inverso com o0s
machos.

As dietas D10 e D13 que alongaram a duragdo do periodo ovo-adulto produziram adultos
com boa fertilidade e fecundidade; estes resultados poderiam sugerir que para melhorar o
desempenho das futuras dietas poderia ser levado em conta o efeito tanto de proporgdes dos
componentes liofilizados quanto de anticontaminantes e doses, separadamente para ninfas e
adultos.

No laboratorio, obtiveram-se 10 geracOes (Fio) nas dietas D9 e D11; as dietas D3 (testemunha
sem anticontaminantes) e D4 foram descartadas na sexta geracdo (Fs) ao produzirem poucos
adultos e, portanto, com alta probabilidade de cruzamento entre irméos (“inbreeding”), e pela alta
incidéncia de fungos na dieta D3; as dietas D10 e D13 foram desconsideradas antes de F1, pois o
formaldeido esta saindo do mercado e tem propriedades carcinogénicas, além de ter mostrado
efeito negativo sobre E. heros. O tratamento com acido propionico (D12) foi descartado apos a
geracdo F; (Tabela 13) ao produzir machos com baixo peso, 0 que teria afetado o acasalamento,
causando alta infertilidade e apresentado a mais baixa populacdo de descendentes (observacdo

pessoal).



Tabela 11 - Duracéo e viabilidade dos instares e do periodo ovo-adulto de Euschistus heros criado em dieta artificial, contendo vagem de
feijdo liofilizada (DAL)! e anticontaminantes em diferentes doses. Temp.: 25£2°C; UR: 60+£10%; fotofase: 14h

Duracdo (dias)

Tratamentos? Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D3 7,5+0,103a* 3,0+0,00a 49+0,09b 6,3+0,10c 6,3+0,07b 9,2+0,06 ab 37,3+0,14b
D4 78+0,05a 3,0+0,00a 49+0,11b 6,6 £ 0,14 bc 6,6 £ 0,09 ab 9,1+0,06b 38,0+ 0,14 bc
D9 7,7+0,06a 3,0+0,00a 53+0,17 ab 6,8 +0,12 bc 6,8+0,10a 9,3+0,06 ab 38,8+ 0,15 bc
D10 76+0,12a 3,0+£0,00a 5,1+0,08 ab 72+0,10a 6,8+0,09a 9,4+0,08a 39,1+0,20a
D11 75+0,09 a 3,0+£0,00a 51+0,14 ab 6,5+0,14 bc 6,5+ 0,08 ab 9,3+0,07 ab 37,9+0,17 bc
D12 7,7+0,07 a 3,0+£0,00a 5,4+0,15ab 6,6 £0,11bc 6,5+ 0,09 ab 9,0£0,07c 38,3+0,15 bc
D13 78+0,05a 3,0£0,00a 57+0,13a 6,8+0,11ab 6,6 £0,10 ab 9,2+0,09 ab 39,1+0,18a
Viabilidade (%)
, , , 3 , Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3¢ instar 4° instar 5¢ instar
D3 58,8 +4,97a 91,7+240a 97,0+191ab 99,0+ 1,09 ab 100,0 £ 0,00 a 99,0+1,00a 51,2+6,53 a
D4 58,2+ 3,65a 91,7+240a 96,0+ 1,63 ab 100,0 £ 0,00 a 100,0 + 0,00 a 94,8+2,63a 48,6 £6,51 ab
D9 51,8 +559a 91,7+2,40a 97,0+1,91 ab 100,0 £ 0,00 a 99,0+1,10a 92,7+3,12a 42,3+7,50ab
D10 25,1+5,65b 91,7+2,40a 98,0+2,00a 98,0 £1,20 ab 100,0 £ 0,00 a 91,7+1,62a 20,3+11,88b
D11 62,8 +545a 91,7+240a 98,0+1,15a 959+ 1,63ab 979+1,23a 97,8+1,23a 51,8 +5,66 a
D12 476+4,49a 91,7+240a 97,0+ 1,00 ab 928+355h 100,0 £+ 0,00 a 96,7+2,00a 38,0+ 8,10 ab
D13 54,2+598a 91,7+2,40a 90,0£2,00b 94,4 +£1,06 ab 100,0 £ 0,00 a 95,3+3,37a 40,3+6,83 ab

1 Composicéo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e dgua (25%);

2 D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800 ppm); D10 (D9 + formaldeido-3000 ppm +
tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propi6nico-800 ppm); D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido
benzébico-2000 ppm);

3 + EP (erro padrdo);

4 Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 12 - Peso de adultos com 24h de idade, deformagdes de pernas e asas, longevidade, razdo sexual, periodo de pré-oviposi¢do, fémeas
que ovipositaram, nimero de posturas por fémea, nimero de ovos por postura e nimero de ovos por fémea de Euschistus heros
criado em dieta artificial, contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL)! e anticontaminantes em diferentes doses. Temp.:
25+2°C; UR: 60£10%; fotofase: 14h

Peso (mg) com 24h de idade Deformacdes (%) Longevidade (dias)

Tratamentos? — — Razéo sexual
Fémea Macho Pernas Asas Fémea Macho
D3 94,5+ 1,723 a* 80,0+1,88a 14,7+3,05a 53+01c 443+4,4a 778+711a 0,5a
D4 83,8 £ 1,79hc 76,6 £1,18a 26,4 +7,64a 11,0+ 4,13 bc 51,8 +5,34a 75,4 £7,68 a 0,6a
D9 794+1,86¢C 67,0+1,17 bc 157+4,42a 24,7+ 4,23 ab 37,4%+3,99a 92,9+10,57 a 0,5a
D10 66,1+1,33d 614+135¢C 20,5+ 4,65a 34,1+5,01a 45,9 +£7,96 a 58,4 £11,27 a 0,5a
D11 83,4 +1,76 bc 76,6 £1,53 a 144 +3,73 a 89+174c 39,3+6,48 a 98,1+9,62a 0,6a
D12 87,3+ 1,66 ab 78,1+1,85a 138+197a 8,1+12lc 56,7 £ 6,16 a 82,6 £10,25a 0,5a
D13 78,9 +2,19¢ 68,3+ 1,67 bc 18,5+ 3,68 a 16,1 + 3,90 bc 48,8 +6,51a 705+9,45a 0,5a
Numero de ovos/fémea
Periodo de pre-oviposicao (dias) Femeas que Numero de Nurero de considerando 100% apenas as fémeas que
ovipositaram (%6) posturas/fémea ovos/postura - > &7
das fémeas ovipositaram
D3 94+041c 100,0 £ 0,00 a 20,4 £2,56 a 128+0,64a 260,1+3418a 260,1+34,18a
D4 9,7+0,33 bc 100,0 £ 0,00 a 242 +2,77 a 12,3+0,48a 286,0+2853a 286,0 £ 28,53 a
D9 10,6 £ 0,39 ab 92,0+7,14a 165+2,19a 11,8+0,58a 171,5+22,72 a 186,4 + 20,90 a
D10 10,9+0,38a 100,0 £ 0,00 a 16,5+4,06a 116+0,76 a 206,9+5351a 206,9 £53,51a
D11 9,6 +0,24 bc 100,0 £ 0,00 a 16,0+2,79a 13,4+0,49 a 211,6 +37,08a 211,6 £37,08a
D12 9,9+0,21 abc 90,0+6,84a 26,2+ 3,27 a 12,0+£0,43a 285,2+38,55a 316,9+35,85a
D13 9,9+0,21 abc 86,4 +4,80 a 22,7+3,30a 12,1+0,44a 2329+4381a 269,6 £41,10 a

L Composicao da dieta DAL : Vagem de feijao liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e 4gua (25%);

2D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm); D10 (D9 + formaldeido-3000 ppm +
tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propi6nico-800 ppm); D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido
benzbico-2000 ppm);

3+ EP (erro padrao);

* Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 10 - Postura diaria (eixo Y) e acumulada (eixo Y”) de Euschistus heros, criado em dieta artificial, contendo vagem de feijéo liofilizada (DAL) e anticontaminantes
em diferentes doses. Temp.: 25£2°C; UR: 60+10%,; fotofase: 14h. Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em
liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 +
nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm); D10 (D9 + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm); D12
(DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propidnico-800 ppm); D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido benzdico-2000 ppm). As setas indicam
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O estudo, ao longo das 10 geragdes, mostrou que as dietas DAL (D9, D11), mantiveram
as caracteristicas desejadas, como razdo sexual em torno de 0,5, menor porcentagem de
deformacBes de pernas e asas e peso dos adultos proximos a 70 mg (Figura 11). Como ja
comentado, a D3 (DAL sem anticontaminantes) foi excluida ap6s a sexta geracdo (Fs), pois 0

numero de descendentes foi insuficiente para continuidade das observacdes.
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Figura 11 - Peso de Euschistus heros mantido em 3 dietas artificiais contendo vagem de feijao liofilizada (DAL) e
anticontaminantes ao longo de 10 geracfes. Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e
moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D3 (DAL 50:50 sem
anticontaminante), descartada apds da sexta geragao por apresentar baixa viabilidade; D9 (DAL 50:50 +
nipagin-10000 ppm + A&cido s6rbico-800 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm). (*) P:
progenitores; (**) Fy - F10: nGmero de geragdes por dieta






Tabela 13 - NUmero de geracOes de Euschistus heros em diferentes dietas artificiais contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL)! e
anticontaminantes, antes de serem descartadas

Geragoes D12 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13
ETAPA 1: Comparagdo da dieta natural e artificial contendo componentes liofilizados e anticontaminantes na criagdo de E. heros
F. desc3 5 Desc desc desc
F, desc g desc desc s
g £
Fs desc 2 desc desc S
Fa desc ° desc a
ETAPA 2: Efeito da propor¢éo de vagem liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador na dieta artificial, na biologia de E. heros
Fi desc desc desc desc desc Desc
F. desc
Fs g desc S
= © ©
a] g a
a

ETAPA 3: Efeito de anticontaminantes em diferentes doses na biologia de E. heros e no desenvolvimento de patdgenos

F. desc desc desc desc desc
F, desc desc desc desc desc
Fs desc desc desc desc desc
F, desc desc desc - desc -
k=] k=]

Fs desc desc desc % desc %
Fe desc desc desc § desc é §
F, = - desc desc 5

=] - 7]
Fe £ g desc desc =

©

Fo 2 3 desc Desc
F1o Q Q desc Desc

1 Composicio da dieta DAL : Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%);

2 D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50
+ nipagim-8000 ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% vagem de feijéo liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido
ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm); D10 (DAL 50:50 +
nipagin-10000 ppm + acido sérbico-800 ppm + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800 ppm + tetraciclina-
0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propi6nico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido benzdico-2000 ppm);

3 desc: produziram descendentes.
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Figura 12 - Porcentagem e tempo (dias) de sobrevivéncia de Euschistus heros fémeas, criado em dieta natural, dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por
Fortes et al. (2006) e dietas artificiais contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60£10%; fotofase: 14h.
Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D1 (dieta
natural: vagem de feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL
50:50 + nipagim-8000 ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-
8000 ppm + &cido ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido sérbico-
800 ppm); D10 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800 ppm + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm +
acido sorbico-800 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propi6nico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido

benzdico-2000 ppm)
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Figura 13 - Porcentagem e tempo (dias) de sobrevivéncia de Euschistus heros machos, criado em dieta natural, dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por
Fortes et al. (2006) e dietas artificiais contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60£10%; fotofase: 14h.
Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D1 (dieta
natural: vagem de feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL
50:50 + nipagim-8000 ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-
8000 ppm + é&cido ascorbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sorbico-
800 ppm); D10 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800 ppm + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm +

acido sorbico-800 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propiénico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido
benzdico-2000 ppm)
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Figura 14 - Postura acumulada de Euschistus heros criado em dieta natural, dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006) e dietas artificiais

contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60+10%,; fotofase: 14h. Composicdo da dieta DAL: Vagem de
feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). Tratamentos: D1 (dieta natural: vagem de feijdo e
amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagim-8000 ppm);
D5 (D2 adicionando-se 15% vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido ascdrbico-
800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + 4cido sorbico-800 ppm); D10 (DAL 50:50
+ nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm +
tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido propidnico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido benzdico-2000 ppm)
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4.2.4 Etapa 4. Quarta geracao (F,)

As dietas contendo vagem de feijao liofilizada e moida (DAL) (D3, D9, D11 e D4),
produziram um namero superior a 40 individuos até a terceira geracdao (F3) (Tabela 13), e, por
este motivo foram comparadas na quarta geracgao (Fa).

O periodo de desenvolvimento ovo-adulto nas dietas DAL desta etapa (33 - 34 dias), foi
similar aquele obtido na dieta D1 do primeiro experimento (4.1) (32 dias), mostrando que 0s
insetos ao permanecerem alimentando-se da mesma dieta, se adaptaram a ela, diferentemente dos
insetos que se alimentaram nas dietas, natural (D1) e DAL sem anticontaminantes, pois nelas o
inseto degenerou ao longo das geracdes (Figuras 11-14), sendo necessario introduzir insetos de
campo para revigorar a populacao.

As dietas ndo afetaram a duracéo da fase de ovo, e nem do 1° e 2° instares (Tabela 14). As
variacdes comecaram a ocorrer a partir do 3° instar, especialmente na dieta D3 em que houve um
alongamento no quinto instar (Tabela 14) N&do houve diferenca na viabilidade dos diferentes
tratamentos, sendo a fase critica a fase de ovo (Tabela 14).

O peso, longevidade de machos e razdo sexual ndo foram afetados pelos
anticontaminantes. A longevidade de machos foi sempre maior aquele das fémeas nas 4 dietas. A
dieta D3 sem anticontaminantes deu origem a fémeas mais pesadas e com menor porcentagem de
deformacdes de pernas e asas (Tabela 15).

Os parametros biologicos, periodo de pré-oviposicdo, porcentagem de fémeas que
ovipositaram, namero de ovos/postura e numero de ovos/fémea ndao foram afetados pelos
anticontaminantes. O nimero de posturas/fémea foi semelhante em todos os tratamentos (Tabela
15).

Na pior dieta (D4), 90% das posturas foram colocadas até os 60 dias, e nas demais entre
75 - 100 dias (Figuras 14 e 15). A sobrevivéncia de fémeas e machos (Tabela 15, Figuras 12, 13)
mostrou a mesma tendéncia observada na etapa 3, ou seja, a longevidade de machos foi maior do
que a das fémeas, e as fémeas por sua vez apresentaram maior sobrevivéncia nas dietas DAL com
anticontaminantes em relacdo a dieta DAL sem anticontaminantes (D3).

A fecundidade na dieta natural (D1) assim como na dieta DAL sem anticontaminantes foi
diminuindo ao longo do tempo, enquanto que, nas dietas DAL com anticontaminantes (D9 e

D11) a fecundidade aumentou de forma significativa, comparada com a fecundidade média em
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dieta natural (282 ovos/fémea), passando para 430 ovos/fémea, demonstrando que nas dietas
DAL (Figura 14), E. heros foi se adaptando ao longo das geragbes, ndo mostrando sinais de

degeneracdo como na dieta natural.

Y S0% Y’ Y Y’

15 D3 r T D4 r 500
400

10

300

Postura diaria

——— Postura diaria

------- Postura acumulada 200

....... Postura acumulada

- 100

Y : Y
15 - D9 ' T 50% [ 2%

NUmero de ovos
O
(=]
Uﬂ
-
<
NUmero de ovos

- 400

- 300

Postura diaria

Postura diaria

....... Postura acumulada «+xssss Postura acumulada

- 200

- 100

0 T T ! T T - O
0 0 60 00 120 150 180 (dias) 0 0 60 o0 120 150 180 (dias)

Figura 15 - Postura diaria (eixo Y) e acumulada (eixo Y”) de Euschistus heros, da quarta geragdo (F,) criado em 4
dietas artificiais, contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes em diferentes doses.
Temp.: 25+2°C; UR: 60+£10%; fotofase: 14h. Composicdo da dieta DAL : Vagem de feijdo liofilizada e
moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e &gua (25%). D3 (DAL 50:50 sem
anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + 4cido
sOrbico-800 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm). As setas indicam 90% da postura
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Tabela 14 - Duracdo e viabilidade dos instares e do periodo ovo-adulto de Euschistus heros da quarta geragdo (F4) criado em 4 dietas
artificiais, contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL)! e anticontaminantes em diferentes doses. Temp.: 25+2°C; UR:
60+£10%; fotofase: 14h

Duracao (dias)

Tratamentos? Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D1* 7,0 3,0 55 4,7 57 8,5 344
D3 7,0 £0,00%a" 3,0+0,00a 57+013a 53+0,20b 52+0,10b 6,7 +0,08 b 33,1+0,32¢c
D4 6,9+6,90a 3,0+£0,00a 59+0,10a 59+0,20a 56+0,10a 7,2+0,08 a 349+0,34a
D9 7,0+£0,00a 3,0+£0,00a 58+0,10a 55+0,20 ab 54+0,10b 7,3+0,08a 34,2+0,27 ab
D11 7,0+£0,00a 3,0+£0,00a 59+0,10a 53+0,10b 54+0,10 ab 7,1+0,07a 33,7+0,20 bc
Viabilidade (%6)
Ovo-adulto
Fase de ovo 1° instar 2° instar 3° instar 4° instar 5° instar
D1* 61,0 91,7 79,7 89,9 96,4 94,7 38,2
D3 83,3+4,84a 91,7+240a 92+2,83a 100+0,00 a 96,7 +2,00 a 96,6+114a 65,7+2,39a
D4 88,4+4,76 a 91,7+240a 93+2,58a 96,8+2,17 a 98,9+1,00a 98,9+1,04a 71,3+174a
D9 85,6 +3,36a 91,7+240a 95+191a 989+1,04a 100,0+0,00 a 979+121a 72,1+222a
D11 82,1+4,47 a 91,7+240a 94+3,46a 989+1,00a 96,8+ 1,04 a 94,4+3,26a 64,0+240a

1 Composicao da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e 4gua (25%);

2 D1* (valores correspondem &s médias dos 3 primeiros experimentos); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL  50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL
50:50 + nipagin-10000 ppm + acido s6rbico-800 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm);

3 + EP (erro padréo);

* Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.



Tabela 15 - Peso de adultos com 24h de idade, deformacdes de pernas e asas, longevidade, razdo sexual periodo de pré-oviposicdo, fémeas
que ovipositaram, namero de posturas por fémea, niUmero de ovos por postura e nimero de ovos por fémea de Euschistus heros
da quarta geracdo (F,) criado em 4 dietas artificiais, contendo vagem de feijdo liofilizada (DAL)!* e anticontaminantes em
diferentes doses. Temp.: 25£2°C; UR: 60+10%; fotofase: 14h.

Peso (mg) com 24h de idade

Deformacdes (%0)

Longevidade (dias)

Tratamentos? Razéo sexual
Fémea Macho Pernas Asas Fémea Macho
D1* 101,3 91,8 17,7 55 72,5 72,3 0,5
D3 932+218a" 79,7+175a 11,6 £3,07 Db 0,0+0,00 b 62,6 + 8,96 ab 107,2+11,01a 0,6a
D4 848+225h 750+152a 20,5+ 1,37 ab 10,2+ 3,57 ab 40,0+£6,57b 107,7+7,64 a 0,6a
D9 846+167hb 779+137a 31,5+6,56 a 10,9+3,07a 72,7£7,63a 103,9+ 10,33 a 05a
D11 834+157hb 76,5+1,48a 18,82 +3,37 ab 7,1+2,38ab 63,6 £ 10,39 ab 104,8+10,94 a 05a
. i i NdUmero de ovos/fémea
i L Fémeas que NUmero de NUmero de _
Periodo de pré-oviposigéo (dias) o . considerando 100% apenas as fémeas
ovipositaram (%) posturas/fémea ovos/postura o
das fémeas gue ovipositaram
D1* 14,5 90,0 25,2 11,0 258,8 282,4
D3 91+0,14a 100,0+0,00 a 32,4 +3,69 ab 139+0,68a 440,2+46,81a 440,2+46,81a
D4 9,4+052a 90,0+5,80a 20,2+2,76 b 140+0,65a 254,9+39,33a 283,2+38,29a
D9 9,6 +0,29a 95,0+5,00a 388+344a 132+051a 4489+ 4441a 4725+4144a
D11 10,6 £0,61a 100,0+0,00 a 33,1+3,76 ab 11,6 £0,47a 411,2 +£53,86 a 411,2 £53,86 a

1 Composicao da dieta DAL : Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e 4gua (25%);

2 D1*(valores correspondem as médias dos 3 primeiros experimentos, ndo foram considerados nas analise estatisticas; D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL
50:50 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido s6rbico-800 ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm);

3 + EP (erro padréo);

* Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.3 Analise de agrupamento

Os resultados da analise de agrupamento, das 4 etapas de desenvolvimento da dieta
artificial com vagem de feijdo liofilizado (DAL) (Figura 16), evidenciaram que na etapa 1
formaram-se 3 grupos diferenciados: no primeiro grupo, a dieta natural (D1) foi superior as
demais; o segundo grupo, formado pelas dietas D2 e D5, contendo os ingredientes da dieta
artificial de Panizzi et al. (2000) modificada por Fortes et al. (2006); ambas as dietas tiveram
efeito adverso na biologia de E. heros, sendo descartadas nesta etapa (Tabelas 4 e 13); o terceiro
grupo, formado pelas dietas D3 e D4, ambas contendo vagem de feijdo liofilizada, com a
diferenca da presenga de anticontaminante na dieta D4; estas dietas foram escolhidas como
testemunhas para as etapas seguintes; a primeira sem anticontaminantes e a segunda com nipagin,
porém ambas constituidas de material liofilizado.

Na segunda etapa, diferenciaram-se 2 grupos; no primeiro, a dieta natural D1
(testemunha) que apresentou os melhores resultados e no segundo grupo as dietas DAL: D4 e D6,
ambas mostraram-se adequadas para E. heros; uniram-se ao grupo as dietas D7, contendo menor
proporcdo de vagem liofilizada e a maior propor¢cdo de amendoim triturado em liquidificador
(25:75) e D3 com propor¢do 50:50 sem anticontaminantes; uniu-se logo ao grupo a dieta D8, com
a maior proporc¢do de vagem liofilizada 75:25 e que afetou a biologia do percevejo; nesta etapa,
foram descartadas as dietas D6, com a proporcao 50:50, contendo acido ascérbico, a dieta D7 que
apresentou aparéncia oleosa na superficie dificultando a locomogao dos insetos e a dieta D8 que
apresentou aparéncia seca devido a maior concentracdo de vagem liofilizada e celulose (Tabelas
4 e 13).

Na etapa 3, a dieta natural (D1) foi considerada como sendo a média dos valores dos 3
primeiros experimentos; nesta etapa, os tratamentos formaram um grupo bem definido, com
unido das dietas D4 e D12, juntaram-se a dieta D1 e a dieta D3; todas tiveram bom desempenho
no desenvolvimento de E. heros; foi descartada apos a terceira geracdo a dieta D12. Os demais
tratamentos: D9, D10, D11 e D13, ndo se agruparam a 40% da distancia, pois as dietas D10 e
D13 como as piores, foram eliminadas nesta etapa; entretanto, as dietas D9, D11, D3 e D4, foram
mantidas no decorrer das geracdes, pois todas elas permitiram a E. heros chegar a terceira
geracdo (Fs3), e ao atingirem a quarta geracdo, foram comparadas para avaliar sua performance

bioldgica.
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Na etapa 4: que corresponde a quarta geracao (F4) dos insetos obtidos na etapa 3, a analise
identificou 2 grupos: no primeiro, formado pelas dietas D4 e D1 pois nesta etapa o nipagin na
concentracao de 8000 ppm afetou a biologia de E. heros; e 0 segundo grupo, formado pelas dietas
que tiveram melhor desempenho para E. heros no decorrer das geracoes, a D3 (testemunha sem
anticontaminante), D9 (maior concentracdo de nipagin-10000 ppm, e acido sorbico-800 ppm) e
D11 (D9 + tetraciclina-0,0076 ppm); assim, D9 e D11 permitiram a reproducéo de E. heros em
laboratério até a décima geracdo de adultos, tendo-se descartado as dietas D3 e D4 na sexta

geracao, de laboratdrio.

4.4 Tabela de vida de fertilidade de E. heros, criado em diferentes dietas artificiais com

vagem de feijéo liofilizada (DAL) e anticontaminantes

No primeiro experimento, a dieta natural (D1) apresentou uma Ro (taxa liquida de
reproducdo) de 86 ou seja, a populagdo de E. heros aumenta a cada geracdo 86 vezes contra 5,5
vezes quando o inseto foi criado na dieta artificial. Os demais parametros da tabela de vida, ou
seja, rm, taxa intrinseca de crescimento, e razdo finita de aumento (A), que representa 0 nimero
de individuos adicionados a populacdo por fémea que dara fémea, foram superiores na dieta
natural (D1), e, mostrando a adequacdo da dieta natural houve uma diminui¢cdo do intervalo
médio entre geracGes (T) e no tempo de duplicacdo (TD) (Tabela 16).

Na etapa 1, quando foram comparadas diferentes proporcfes de vagem liofilizada e
anticontaminantes, a dieta D1 também foi superior as demais dietas, nos parametros Ro, rm e A
seguida das dietas D3 e D4 (Tabela 16).

Na etapa 2, a dieta D1, embora em proporcdo menor, foi a que apresentou a melhor
adequacdo nutricional para E. heros (Tabela 16) seguindo-se as dietas D3 e D4. Os maiores
valores de A, rm e Ro atestam maior qualidade nutricional, com os menores valoresde T e TD.

Na etapa 3, as dietas com material liofilizado na proporcdo 50:50 (vagem de feijdo
liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador) foram as mais completas sendo a dieta
D4 a melhor delas, seguindo-se a dieta D3 (dieta DAL sem anticontaminante) e D11 (dieta DAL
contendo nipagin, acido sorbico e tetraciclina). Os resultados de Ro, rme A, TD e T , atestam esta

afirmacéo, conforme analise pelo método Jackknife (Tabela 16).
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Enquanto o inseto criado na dieta D1 foi degenerando com o passar das geracdes, aqueles
criados nas dietas com vagem de feijao liofilizado (DAL) foram-se adaptando a elas. Pelos
valores da tabela de vida de fertilidade, a dieta D3 sem anticontaminantes e as dietas D9 e D11
foram as melhores e superiores a dieta D4 (com nipagin-8000 ppm).

Com base nos dados bioldgicos, na tabela de vida de fertilidade e na analise de
agrupamento, realizados na etapa 4, as dietas D3 e D4 foram descartadas apds a sexta geragao
(Fs), pois a presenca constante de fungos na dieta (sem anticontaminantes) dificultam o seu
manejo e a dieta D4 foi inferior na fecundidade as dietas D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm +
acido sorbico-800 ppm) e D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm), que mantiveram um grande
nimero de descendentes até a décima geracao (Fio).

Portanto, as dietas DAL (D9 e D11) contendo de 25,8% de proteina, pH ligeiramente
acido (6,2) e que mantiveram a criacdo de E. heros ao longo das geraces com uma elevada taxa
liguida de reproducdo (132 e 135 para as dietas D9 e D11 respectivamente) podem ser

recomendadas para criagdo em grande escala deste percevejo.
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Figura 16 - Fenograma UPGMA por distancia Euclidiana média das 4 etapas de aprimoramento da dieta artificial contendo vagem de feijao liofilizada (DAL) e
anticontaminantes para Euschistus heros. Temp.: 25+2°C; UR: 60+£10%; fotofase: 14h. Composi¢do da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida:
amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al.
(2000), modificada por Fortes et al. (2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagim-8000 ppm); D5 (D2 adicionando-se 15% vagem de feijao
liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm + &cido ascérbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000
ppm); D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm); D10 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800
ppm + formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50
+ nipagin-10000 ppm + acido propidnico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido benz6ico-2000 ppm). D1* nas etapas 3 e 4, foram utilizadas as
médias do experimento 1 e das etapas 1 e 2

oo
w
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Tabela 16 - Tabela de vida de fertilidade de Euschistus heros, criado em dieta natural, dieta
artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al. (2006) e dietas
artificiais contendo vagem de feijao liofilizada (DAL)? e anticontaminantes em
diferentes doses (Método Jackknife)

Tratamentos® Ro2 T D rm A
Dieta natural versus dieta artificial
D1 86,31 a3 58,22 a 09,04 a 0,076 a 1,0795 a
D2 548D 7152 b 27,58 b 0,024 b 1,0245b

ETAPA 1: Comparacdo da dieta natural e artificial contendo componentes liofilizados e anticontaminantes na
criacdo de E. heros

D1 57,17 a 62,79 b 10,73 d 0,064 a 1,0667 a
D2 03,27 d 65,11 b 35,61a 0,019d 1,0187d
D3 29,52 b 63,89 b 12,99 ¢ 0,053 b 1,0546 b
D4 37,27h 74,06 a 14,13 bc 0,049 b 1,0500 b
D5 9,33¢ 60,42 b 18,36 ab 0,037 ¢ 1,0380 ¢

ETAPA 2: Efeito da proporgdo de vagem liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador na dieta
artificial, na biologia de E. heros

D1 15,76 a 69,28 bc 16,97 ab 0,040 a 1,0411a
D3 3,93b 78,54 ab 30,49 ab 0,019b 1,0190 b
D4 3,20b 63,17 c 33,42 a 0,019b 1,0191b
D6 2,63b 78,82 a 20,14 ab 0,014 bc 1,0138 bc
D7 1,96 bc 84,79 a -103,01 b 0,009 bc 1,0092 bc
D8 0,37c 71,83 abc -42,98 b -0,010¢ 0,9903 ¢

ETAPA 3: Efeito de anticontaminantes em diferentes doses na biologia de E. heros e no desenvolvimento de
patdgenos

D3 66,04 ab 59,94 bc 9,89¢ 0,070 a 1,0726 a
D4 81,49 a 65,77 a 10,34 c 0,067 a 1,0688 ab
D9 38,37¢ 58,97 c 11,17 b 0,062 b 1,0639 ¢
D10 21,92d 67,29 a 14,87 a 0,046 d 1,0475d
D11 65,01 ab 60,75 abc 10,04 c 0,069 a 1,0714 ab
D12 57,33b 62,94 ab 10,74 be 0,064 ab 1,0665 bc
D13 44,86 bc 64,96 a 11,77 b 0,059 be 1,0605 ¢
ETAPA 4: Quarta geracdo (F,)
D3 136,11 a 57,82b 8,14b 0,085a 1,089 a
D4 81,32b 55,26 b 8,66 ab 0,080 ab 1,083 ab
D9 132,21 ab 65,63 a 9,30 a 0,074 b 1,077 b
D11 135,26 ab 63,55a 8,95a 0,077 b 1,080 b

1 Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijao liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%), sacarose (5%)
e agua (25%);

2 Taxa liquida de reproducdo (Ro), intervalo médio entre geragbes (T), tempo de duplicagdo (TD), taxa intrinseca de
crescimento (rm), razéo finita de aumento (A);

3 Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste bilateral de t Student,

* D1 (dieta natural: vagem de feijio e amendoim); D2 (dieta artificial de Panizzi et al. (2000), modificada por Fortes et al.
(2006)); D3 (DAL 50:50 sem anticontaminante); D4 (DAL 50:50 + nipagim-8000 ppm); D5 (D2 adicionando-se 15%
vagem de feijdo liofilizada e moida e 15% de amendoim triturado em liquidificador); D6 (DAL 50:50 + nipagin-8000 ppm
+ acido ascdrbico-800 ppm); D7 (DAL 25:75 + nipagin-8000 ppm); D8 (DAL 75:25 + nipagin-8000 ppm); D9 (DAL 50:50
+ nipagin-10000 ppm + &cido sérbico-800 ppm); D10 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido sdrbico-800 ppm +
formaldeido-3000 ppm + tetraciclina-0,00765 ppm); D11 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800 ppm +
tetraciclina-0,00765 ppm); D12 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + acido propidnico-800 ppm) e D13 (DAL 50:50 +
nipagin-10000 ppm + &cido benz6ico-2000 ppm).
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4.5 Avaliacdo da qualidade da dieta artificial, utilizando-se como critérios danos de E. heros

e desenvolvimento de parasitoides

4.5.1 Numero de picadas de alimentacdo, em gréos de soja, por E. heros, criado em dieta

natural e em dietas artificiais utilizando-se o teste da fucsina acida

Nos resultados, apenas sdo apresentados dados correspondentes aos tratamentos D9 e
D11, pois foram considerados os melhores, por chegarem a geracdo Fio. Assim, o nimero de
crostas salivares deixadas por E. heros sobre grdos de soja, foram significativamente iguais entre
machos (3,9 - 5,4) e fémeas (3,9 - 4,9), bem como para o seu valor médio (4,5 - 4,9) (Tabela 17);
0 nimero de crostas salivares nos tratamentos com componentes liofilizados nas dietas DAL e
anticontaminantes (D9 e D11) foi comparavel aos produzidos em dieta natural (D1),
demonstrando uma boa capacidade de alimentacdo do percevejo criado em dieta com material
liofilizado e anticontaminantes e comprovando a adequagdo do meio artificial desenvolvido, que
promoveu um bom desenvolvimento do inseto, sem alteracdes morfoldgicas visiveis. Numero
igual de crostas salivares foi referido para este percevejo (9,5 e 10,6 crostas salivares para
machos e fémeas em 48 horas) por Nunes; Corréa-Ferreira, (2002). Ja para N. viridula sadios e
parasitados por Trichopoda nitens (Blanchard, 1966) foram referidos 61 e 27 crostas salivares,

respectivamente, durante a fase adulta (COSTA, 1991).
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Tabela 17 - Namero de crostas salivares produzidas diariamente por Euschistus heros em graos
de soja quando criado em dieta natural e duas dietas artificiais contendo vagem de
feijéo liofilizada (DAL)' e anticontaminantes em diferentes doses. Temp.: 25+2°C;
UR: 60£10%; fotofase: 14h

NUmero de crostas salivares de E. heros/dia

Tratamentos®
Fémeas Machos Média
D1 3,89 £0,33%a° 501+0,15a 3,89 £0,24 a
D9 4,95 +0,45 a 475+042a 4,85+0,44 a
D11 4,09 +0,33 a 541+046a 4,75+0,39 a

! Composicdo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador (70%),
sacarose (5%) e agua (25%);

2 + EP (erro padréo);

8 Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade;

* D1 (dieta natural: vagem de feijio e amendoim); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800ppm); D11
(D9 + tetraciclina-0,00765 ppm).

4.5.2 Ovos de E. heros criado em dieta natural e artificial e seu efeito no parasitismo de T.

podisi e T. basalis

T. basalis parasitou maior numero de ovos de E. heros em relagdo a T. podisi,
independente da dieta utilizada. Entretanto, ndo houve variagdo para cada espécie de parasitoide,
em funcgéo da dieta utilizada. Assim, pode-se considerar que com relagdo ao parasitismo, as dietas
DAL (D9 e D11) produziram insetos comparaveis aqueles criados em dieta natural (D1) (Tabela
18, Figura 17). Por outro lado, a viabilidade foi maior para T. podisi, sendo o comportamento
com relacdo as dietas também semelhante ao observado para o parasitismo, ou seja, as dietas
artificiais podem substituir a dieta natural para E. heros. Independente da dieta, para as duas
espécies, houve predomindncia de fémeas, sendo a longevidade das fémeas semelhante nas
diferentes dietas, porém maior para T. basalis (Figura 17). Por outro lado, a dieta D11 reduziu a
longevidade das fémeas de T. basalis (Tabela 18), mostrando, para esta espécie uma ligeira
superioridade da dieta D9, com relagdo a este parametro biologico.

Embora a literatura registre preferéncia de T. basalis por N. viridula e de T. podisi por E.
heros, (JONES Jr. 1988; CORREA-FERREIRA; MOSCARDI, 1995; MEDEIROS et al., 1997;
PACHECO; CORREA-FERREIRA, 2000; CORREA-FERREIRA, 2002; DOETZER;
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FOERSTER, 2007), na presente pesquisa tem-se observado um excelente desenvolvimento de
ambas as espécies em ovos de E. heros, por um periodo superior a 2,5 anos das duas espécies
mantidas no Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de Entomologia e Acarologia
da ESALQ-USP.

Os dados de parasitismo total, obtidos no presente trabalho sdo escassos, sendo que 0s
resultados obtidos nas primeiras 24horas (36 - 87%) sdo inferiores aqueles obtidos por Fortes et
al. (2006) para T. basalis (85 - 92%); por outro lado, a longevidade das fémeas foi maior nesta
pesquisa (14 - 20 dias) em relacdo aos 12 - 14 dias obtidos pelos mesmos autores. O ritmo de
parasitismo é mais concentrado para T. podisi, desde que 90% deste parasitismo € obtido até o 7°
dia, enquanto que para T. basalis esta porcentagem é obtida no 10° dia (Figura 17).

Muitas vezes observou-se, para todas as dietas, que tanto T. basalis quanto T. podisi,
embora ndo parasitando os ovos de E. heros, introduzem o ovipositor, e mesmo ndo parasitando,
danificam tais ovos impedindo a eclosdo de ninfas (Figura 4d). Este valor de “predacao” é
variavel de 81- 87 ovos para T. podisi e de 99 - 147 ovos para T. basalis. Portanto, como se
considera apenas 0 numero de parasitoides emergidos, o parasitismo, pode ser muitas vezes,
subestimado. Este nimero foi semelhante para insetos criados na dieta natural e artificial (Tabela
18). Recomendam-se estudos nesta direcéo.

A razdo sexual, sem diferencas significativas para ambos os parasitoides, foi de 0,78 -
0,83 para T. podisi e de 0,85 - 0,9 para T. basalis.
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Figura 17 - Freqiiéncia de postura diaria (eixo Y) e acumulada (eixo Y’) de Telenomus podisi e Trissolcus basalis,

desenvolvidos em ovos de Euschistus heros criado em dieta natural e 2 dietas artificiais contendo vagem
de feijdo liofilizada (DAL) e anticontaminantes em diferentes doses. Temp.: 25+2°C; UR: 60+10%;
fotofase: 14h. Composicéo da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em
liquidificador (70%), sacarose (5%) e agua (25%). D1 (dieta natural: vagem de feijao e amendoim); D9
(DAL 50:50 + nipagin-10000 ppm + &cido s6rbico-800ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765 ppm). As
setas indicam 90% da postura.



Tabela 18 - Ovos parasitados, viabilidade, “predacdo”, emergéncia, longevidade de fémeas e razdo sexual, da geracdo F, de Telenomus podisi e
Trissolcus basalis desenvolvidos em ovos de Euschistus heros criado em dieta natural e artificial contendo vagem de feijdo
liofilizada (DAL)' e anticontaminantes. Temp.: 25+2°C; UR: 60+£10%; fotofase: 14h

NUmero de adultos emergidos

Tratamentos? Ovos Viabilidade (%) Nlimero de O.YOS I_Aongewdgde Razéo sexual
parasitados predados fémeas machos fémeas (dias)
Telenomus podisi
63.40 + 5,28°
D1 s BT82l28a  860x06la 4033+484a 1587 +48la 1369+111a 0,78 a
DY 69'9?2374)'75 4 8303+057a  833+946a 4647 +4722 1513+353a 14.93 +1,09a 08la
D11 68'5‘?233'57 4 gs54+133a  813+829a 42.33+602a 17.00+4,98 a 1477+101a 0.83a
Trissolcus basalis
D1 10?28(73;:75;*02 6756+148a 1281+1654a  6160+394a 762,032 17,87 +1,18 ab 09a
DY 91’47(34—'5(15’87 q 6498+476a 147,1+2035a 50,93 + 7,31a 87+145a 20,00+ 1,53 a 0,85 a
D11 82'4((’2%73 4 6800+325a  993+1233a 4513+530a 9.7+160a 1407 +1.29b 0,85 a

1 Composicao da dieta DAL: Vagem de feijdo liofilizada e moida: amendoim triturado em liquidificador, sacarose (5%) e 4gua (25%).

2 D1 (dieta natural: vagem de feijdo e amendoim); D9 (DAL 50:50 + nipagin-10000ppm + &cido sérbico-800ppm); D11 (D9 + tetraciclina-0,00765ppm).
3+ EP (erro padrdo)

4 Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

5 ovos de E. heros (média) oferecidos

68
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5 CONCLUSOES

Foram desenvolvidas, para a criacdo de Euschistus heros (Fabricius, 1794), duas dietas
artificiais secas compostas de vagem de feijdo (Phaseolus vulgaris L., 1753) liofilizada e moida
(35%), amendoim (Arachis hypogaea L., 1753) triturado em liquidificador (35%), sacarose (5%)
e agua (25%), mais anticontaminantes, que sdo mais eficientes do que as dietas, natural e
liofilizada sem anticontaminantes, ao longo das geracdes. As duas dietas artificiais tém a mesma
composicdo, porém com anticontaminantes diferentes. A primeira delas contendo nipagin (10000
ppm) + acido sérbico (800 ppm) e a outra, nipagin (10000 ppm) + acido sorbico (800 ppm) +
tetraciclina (0,0076 ppm);

Os insetos da quarta geracao, criados nas dietas artificiais com material liofilizado, tém
caracteristicas biologicas semelhantes aqueles obtidos na dieta natural, incluindo a razao sexual, a
duracdo do desenvolvimento (ovo—adulto), as deformacgfes de asas e pernas, a longevidade, o
periodo de pré-oviposicdo, a porcentagem de fémeas que ovipositaram e o nUmero de ovos por

postura;

A viabilidade dos insetos criados nas dietas com material liofilizado para o periodo ovo—

adulto, na quarta geracdo (F4) é quase duas vezes superior a viabilidade obtida na dieta natural;

Embora o peso de adultos nas dietas de material liofilizado selecionadas tenha sido 17%

inferior aos criados em dieta natural, a fecundidade é superior ao valor obtido na dieta natural;

A taxa liquida de reproducdo (Ro) aumenta com o passar das geracdes para as dietas
com material liofilizado com anticontaminantes, ocorrendo o inverso com a dieta de material
liofilizado sem anticontaminantes, mostrando a respectiva adaptacéo e degeneracao ao longo das
geracoes;

As dietas com material liofilizado mostram-se adequadas, pois 0s percevejos causaram
danos aos graos de soja, introduzindo seus estiletes de forma analoga aqueles criados em dieta

natural;
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Ovos de E. heros, criados nas duas dietas selecionadas, sdo igualmente parasitados por

T. basalis e T. podisi, em relacdo aqueles colocados pela espécie criada em dieta natural;

As 2 dietas liofilizadas selecionadas permitem a producao de E. heros ao longo de, pelo
menos 10 geragdes, sem degeneracdo e com potencial de producdo dos parasitoides de ovos T.

podisi e T. basalis, para programas de Controle Biologico Aplicado na cultura da soja.
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