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RESUMO

Isolamento reprodutivo e dorméncia em duas linhagens alopatricas de

Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)

O percevejo-marrom-da-soja, Euschistus heros (F.) (Hemiptera:
Pentatomidae), € uma praga-chave da soja na América do Sul. Recentemente, foi
descoberto a presenca de duas linhagens alopatricas de E. heros no Brasil. Uma
linhagem de ocorréncia predominante na regido Norte/Nordeste (N) e outra
predominate na regido Sul (S) e uma zona sobreposi¢cao entre as linhagens no
Cerrado. O encontro de dois pools génicos pode representar aumento ou diminui¢ao
de vigor das populagdes mediado pelo grau de isolamento reprodutivo. O encontro
das linhagens no Cerrado é uma hipotese para as explosdes populacionais de E.
heros em cultivos de soja e aumento de ocorréncia em cultivos de algodao relatados
nos ultimos anos. Questdes sobre o potencial adaptativo dessas linhagens séo de
grande importancia para entendimento da dindmica e dos surtos populacionais de E.
heros. Assim, nossos objetivos foram: 1) testar a presenca de barreiras reprodutivas
entre as duas linhagens alopatricas de E. heros; e 2) avaliar o efeito da temperatura e
fotoperiodo no tempo de desenvolvimento e viabilidade de fases imaturas e na
expressdo da dorméncia nas linhagens alopatricas de E. heros. Cruzamentos
reciprocos foram realizados com intuito de avaliar o desenvolvimento da prole hibrida
quando comparada com a prole coespecifica. Os parametros biolégicos e de tabela
de vida evidenciaram que o cruzamento entre as duas linhagens n&o representou
diminuicdo de fitness da prole hibrida, portanto, aparente auséncia de
incompatibilidade pés-zigética entre as linhagens de E. heros. Adicionalmente, ovos
das linhagens (S e N) foram incubados em camaras climaticas sob diferentes regimes
de luz (10: 14, 11,5: 12,5 e 14: 10 (L: E)); e temperaturas (14,18, 21 e 25 °C). Ficou
evidente que existe uma relacdo entre temperatura e fotoperiodo no tempo de
desenvolvimento e viabilidade de E. heros. A temperatura de 18 °C e fotoperiodo de
10: 14 (L:E) aumentam o tempo necessario para completar o ciclo e reduzem a
viabilidade. Temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 14: 10 (L:E) diminuem tempo de
desenvolvimento e aumentam a viabilidade nas fases imaturas das duas linhagens. A
expressdo morfolégica do fendtipo da dorméncia foi positivamente afetada por
temperaturas menores e fotoperiodos mais curtos, especialmente para a linhagem
Sul. A linhagem Norte ndo expressou caracteristicas fenotipicas de dorméncia mesmo
sob condigcdes de temperaturas baixas e dias curtos. As diferencas encontradas
possivelmente estédo relacionadas ao local de origem das duas linhagens. Assim, o
encontro de dois pools génicos onde ndo ha barreira reprodutiva aumenta a
diversidade genética nas populagdes e permite a combinagao de alelos que podem
aumentar o vigor das populagdes e a capacidade de adaptagao a ambientes novos e
perturbados, como o ambiente agricola. Os resultados demonstram que as duas
linhagens possuem respostas similares aos fatores de estresses abidticos nas fases
imaturas e distintas na expressao morfolégica do fen6tipo da dorméncia. As respostas
deste trabalho oferecem informacbes uteis para melhor entender a dindmica
populacional contemporanea e para implementagcdo de estratégias menejo mais
eficientes e sustentaveis de E. heros no cenario agricola nacional.
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ABSTRACT

Reproductive isolation and dormancy in two allopatric lineages of Euschistus
heros (Hemiptera: Pentatomidae)

The brown soybean stink bug, Euschistus heros (F.) (Hemiptera:
Pentatomidae), is a key soybean pest in South America. It was recently
discovered the presence of two allopatric lineages of E. heros in Brazil. A
lineage predominantly occurring in the Northern/Northeast region (N) and
another predominate in the Southern region (S) and an overlapping
hybridization zone in the Cerrado region. The meeting of two gene pools
may represent an increase or decrease in the vigor of populations in the
absence of reproductive isolation. The reunion of the lineages in the
Cerrado is a hypothesis for the expressive increase of the species in
soybean cultivations and expansion of problems in the cotton crop.
Questions about the adaptive potential of these lineages are of great
importance for understanding the dynamics and population outbreaks of E.
heros. The present study aims to: 1) verify the presence of reproductive
barriers between the two lineages by means of a low fitness hybrid offspring;
2) to evaluate the effect of temperature and photoperiod on the development
time and viability of immature phases and expression of dormancy in the
allopatric lineages of E. heros. Reciprocal crosses were performed with the
purpose of evaluating the development of the hybrid offspring when
compared to the co-specific offspring. The biological and life table
parameters showed that the crossbreeding between the two lineages did
not represent a decrease in the fitness of the hybrid offspring. Therefore,
there is no post-zygotic incompatibility among the lineages of E. heros.
Additionally, eggs from both lineages (S and N) were incubated in climatic
chambers under different light regimes (10: 14, 11,5: 12,5 and 14: 10 (L: E)
and temperatures (14, 18, 21 and 25°C). It was evident that there is a
relationship between temperature and photoperiod in the development time
and viability of E. heros. The temperature of 18 °C and photoperiod of 10:
14 (L: E) increase the time required to complete the cycle and reduce
viability. Temperature of 25 °C and photoperiod of 14: 10 (L: E) decrease
development time and increase viability in the immature phases of the two
lineages. The expression of the dormancy morphological phenotype was
positively affected by shorter temperatures and shorter photoperiods,
especially for the Southern lineage. The Northern lineage did not express
phenotypic characteristics of dormancy even under low temperature and
short-day conditions. The differences found are possibly related to the
geographical origin of the two lineages. Thus, the meeting of two gene pools
where there is no reproductive barrier increases the genetic diversity in
populations and, allows the combination of alleles that can increase the
vigor of populations and the ability to adapt to new and disturbed
environments, such as the agricultural environment. The results showed
that the two lineages have similar responses to the abiotic stress factors in
the immature phases and distinct in the expression of the dormancy
morphological phenotype. The answers of this work offer useful information
to better understand contemporary population dynamics and to implement



more efficient and sustainable management strategies of E. heros in the
national agricultural scenario.

Keywords: 1. Neotropical brown stink bug; 2. Molecular ecology; 3.
Reproductive isolation; 4. Adaptation.



1. INTRODUGAO
1.1 Euschistus heros F. (HEMIPTERA: HETEROPTERA: PENTATOMIDAE)

A familia Pentatomidae € a quarta maior familia da subordem Heteroptera e
compreende mais de 36 mil espécies, sendo que, sao descritos 760 géneros e 4100
espécies no Brasil (GRAZIA; FORTES; CAMPOS, 1999). O complexo de percevejos
pentatomideos tem grande importancia econémica no cenario agricola devido ao seu
habito alimentar polifago e causar danos as culturas atacadas, com reducdo de
rendimento e qualidade (CORREA-FERREIRA; DE AZEVEDO, 2002; PANIZZI;
SLANSKY, 1985). Dentre o complexo-percevejos, 0 percevejo-marrom-da-soja,
Euschistus heros € praga-chave em cultivos de soja devido sua ampla distribuigao
(PANIZZI, 2015) e dificuldade de controle com inseticidas quimicos (HEGETO et al.,
2015; HUSCH; SOSA-GOMEZ, 2014; SOSA-GOMEZ; SILVA, 2010).

O percevejo-marrom-da-soja tem essa denominagao devido a sua coloragao
escura na fase adulta. Sua principal caracteristica € a presengca de uma mancha
branca bem marcada no apice do escutelo, em forma de meia lua. Possui expansdes
laterais do pronoto em forma de espinhos pontiagudos que se desenvolvem no quinto
estadio e completam sua formagao na fase adulta. A postura de E. heros é de
coloracdo amarelada e em fileira dupla que, geralmente, sdo ovipositados sob as
folhas ou vagens do hospedeiro (VILLAS-BOAS; PANIZZI, 1980). As ninfas recém-
eclodidas apresentam habito gregario nas primeiras semanas de vida, sendo mais
acentuado no primeiro instar sendo este habito perdido apds atingir o terceiro instar.
As formas imaturas passam por cinco estadios de ninfa. No segundo instar a espécie
inicia a alimentagcdo em estruturas reprodutivas do hospedeiro (GRAZIA et al., 1980).

Euschistus heros €& abundante nos cultivos de soja entre os meses de
novembro a abril, onde completa ao menos 3 geragcdes. Quando a soja inicia a
maturagdo o percevejo migra para outros hospedeiros como plantas daninhas ou
culturas agricolas como feijao (Phaseolus vulgaris L.), algodédo (Gossypium hirsutum
L.) (SORIA; DEGRANDE; PANIZZI, 2011) e girassol (Helianthus annuus L.) (FROTA;
SANTOS, 2007) onde completa a quarta geragédo. A espécie foi reportada em 21
hospedeiros na regidao Neotropical sendo que seis (Euphorbia heterophylla L.;
Aeschynomene rudis Benth.; Glycine max (L.) Merr.; Lupinus albus L.; P. vulgaris L.;

Pisum sativum L.) sdo hospedeiros que permitem completar seu ciclo (SMANIOTTO;
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PANIZZI, 2015). Encerrado o ciclo de desenvolvimento de seu hospedeiro primario ou
hospedeiro alternativo, E. heros busca refugio sob folhas mortas caidas no solo e
restos de cultura entrando em dorméncia, permanecendo nesta condigéo por até 7
meses no Norte do Parana (KISHINO; ALVES, 1994; PANIZZI; NIVA, 1994). Vale
ressaltar que a dorméncia de E. heros em populagdes de menores latitudes nao foi
testada.

Nas ultimas décadas a espécie E. heros vem aumentando sua importancia
econdmica, considerada a principal praga da soja no Brasil, em virtude de seu dificil
controle (BORTOLOTTO et al., 2015; GRIGOLLI, 2016). Estima-se que em torno de
40% dos inseticidas aplicados na soja sejam para o controle de percevejos (GAZZONI,
2012). Em levantamentos populacionais de pentatomideos em cultivos de soja foi
identificada ser a espécie de maior ocorréncia em Goias (GUIMARAES, 2014) e
inclusive em regides mais frias, onde era considerado incomum como no Rio Grande
do Sul (PEREIRA; SALVADORI, 2008). Além disto, foi a espécie de percevejo fitéfago
predominante em cultivos de soja no Parana (CORREA-FERREIRA et al., 2010,
2013).

Danos a cultura da soja pela espécie sdo majoritariamente observados nos
estadios reprodutivos (CORREA-FERREIRA et al., 2013), podendo ocorrer em todas
as fases de desenvolvimento da cultura. O dano do ataque de E. heros a vagens e
sementes ocorre com a introdugao de aparato bucal e liberagdo de enzimas digestivas
que afetam a produgdo e qualidade dos graos produzidos (PANIZZI; SLANSKY,
1985). O nivel de dano econémico de percevejos para a produgao de graos é de 2
percevejos maiores que 0,5 cm por metro linear de fileiras de soja. O controle de E.
heros €& majoritariamente via inseticidas quimicos durante a fase vegetativa e
reprodutiva da cultura. Vivan & Degrande (2012) constataram que sem controle,
percevejos fitofagos podem reduzir em até 80% o poder germinativo da semente e
reduzir pela metade a produtividade da cultura da soja.

A mudancga de status da espécie nas ultimas décadas, de praga secundaria
para praga-chave na cultura da soja (PANIZZI; SLANSKY, 1985), é apontada por
fatores como: sistema de cultivo plantio direto, expansao de cultivo da cultura da soja,
mudangas climaticas (SMANIOTTO; PANIZZI, 2015) e dinédmica populacional
contemporanea da espécie (SOARES et al., 2018).

1.2 DINAMICA POPULACIONAL DE E. heros



Segundo COLLEY e FISCHER (2013), o evento cruscial para especiagao € o
isolamento reprodutivo. Os principais e mais aceitos mecanismos de especiagcao sao:
a especiacao alopatrica e simpatrica. A especiacao alopatrica € um evento evolutivo
de formagao de novas espécies em populagdes geograficamente isoladas a partir de
uma mesma espécie ancestral (ELDREDGE, 1985; MAYR, 1963; RIDLEY, 2004). Por
outro lado, a especiagcdo simpatrica é a diferenciagdo de espécies dentro de
populagdes espacialmente contiguas (COYNE; ORR, 2004; ORR; SMITH, 1998;
SMITH, 1962). O processo evolutivo € complexo e dindmico onde varios fatores e
mecanismos podem estar envolvidos.

Em estudo com os marcadores moleculares COI (Citocromo C Oxidase,
subunidade 1), Cytb (Citocromo B) e ITS1 (Espagadores Internos Transcritos),
SOARES et al. (2018) identificaram a ocorréncia de duas linhagens alopatricas de E.
heros no Brasil. Uma linhagem ocorre predominantemente na regido da Mata Atlantica
e Pampa do Brasil e outra predominantemente na regido Amazoénica e Caatinga.
Estima-se que a divergéncia tenha ocorrido a 4,5 milhdes de anos. No Cerrado foi
observada uma regido de mistura entre as duas linhagens de E. heros. Em trabalho
realizado por SOSA-GOMEZ et al. (2004) utilizando marcador RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), com populagbes de E. heros do Parana, Sao Paulo,
Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, concluiram que a populagédo de origem do Mato
Grosso foi a mais divergente possivelmente por ser a mais distante geograficamente.
Embora nao conhecida, a capacidade dispersiva da espécie & considerada baixa
(reduzida capacidade de voo), e sugere que as duas linhagens estiveram separadas
durante milhdes de anos. Um dos fatores que tem acelerado o reencontro das duas
linhagens de E. heros na regido central do Brasil é a expans&o dos cultivos agricolas
e transporte de bens.

Nos ultimos anos, a distribuicdo e ocorréncia de E. heros vem sofrendo
mudangas na América do Sul. A expansdo da soja para as regides Centro-Oeste,
Norte e Nordeste do Brasil gerou novos desafios para o manejo desta praga
(GAZZONI, 2012). Nestas regides vem sendo reportado por extensionistas, aumento
expressivo da espécie em cultivos agricolas. Este crescimento tem sido relacionado a
melhor adaptagdo da espécie a regides mais quentes (CIVIDANES; PARRA, 1994;
PANIZZI; SLANSKY, 1985), ao sistema de cultivo (ndo revolvimento do solo),
adensamento de plantas e sucessdo de culturas (PANIZZI, 2015b). Em adicéo,
CORREA-FERREIRA et al. (2010) constataram altas densidades populacionais
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inclusive durante a fase vegetativa da soja sendo apontados praticas inadequadas de
manejo de inseticidas e mistura de tanque de agrotoxicos como desencadeadores
deste fendbmeno. Além disto, recentemente, E. heros foi detectado atacando soja na
Argentina (SALUSO et al., 2011).

Um dos fatores determinantes na dispersdao de espécies-praga sdo o
transporte de produtos e maquinarios entre regides. O movimento antropogénico de
espécies pode atuar como forca seletiva em uma populacdo, selecionando
populagcdes com maior potencial invasivo com possibilidade de expansao, que quando
se juntam tem um grande aumento de fithess e capacidade de adaptacdo. Este
fendbmeno foi recentemente denominado "Bridgehead Effect" por LOMBAERT et al.
(2010) e relatado em Harmonia axyridis (LOMBAERT et al., 2010) e em Solenopsis
invicta na China (YANG et al., 2012).

A compatibilidade reprodutiva e as trocas adaptativas entre as linhagens
podem gerar fendtipos hibridos altamente adaptados (FITZPATRICK; SHAFFER,
2007). Por outro lado, hibridos também podem apresentar comportamento meiético
irregular diminuindo seu fitness (SHAW, 1981). As implica¢des deste rencoontro pode
representar incompatibilidades reprodutivas bem como favorecer a combinacao de
alelos distintos aumentando as chances de adaptacdo a novos ambientes. Tendo em
vista o exposto, se fazem necessarios estudos referetes a incompatibilidades
reprodutivas pré ou poés zigéticas para verificar qual o impacto do reencontro das duas

linhagens de E. heros no cenario agricola nacional.

1.3 DORMENCIA

O termo dorméncia ainda possui ambiguidade em seus usos e defini¢cdes e
costuma ser dividido em duas classes, quiescéncia e diapausa e € amplamente
discutida nos trabalhos de DANKS, (1987); KOSTAL, (2006); MANSINGH, (1971) e
TAUBER; TAUBER; MASAKI, (1986). Quiescéncia é definida por KOSTAL, (2006) e
DANKS, (1987) como uma resposta imediata as condigdes ambientais adversas sem
mudangas fisiolégicas profundas sendo revertida rapidamente apds as condigdes
impostas serem revertidas. O mesmo autor define diapausa como uma mudanga mais
profunda e endégena mediada por sucessivas mudancas fisiolégicas desencadeadas
por pistas ambientais antecipadamente e seu fim n&do coincide obrigatoriamente com

o término das condicbes de adversidade. A dorméncia corresponde a qualquer
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supressao de desenvolvimento adaptavel que geralmente é acompanhada por uma
supressdo metabdlica (KOSTAL, 2006).

A dorméncia em geral pode ser dividiva em trés fases distintas: pré-
dorméncia, dorméncia e terminagao da dorméncia. A pré-dorméncia € uma fase
preparatoria e se caracteriza por manter o desenvovlimento normal, porém os
estimulos sdo acumulados (DANKS, 1987; KOSTAL, 2006; TAUBER; TAUBER;
MASAKI, 1986). A partir do momento que é atingido ponto critico as mudancgas
fisiologicas e metabdlicas sao expressas, o inseto entra na fase de dorméncia e
permanece assim por periodo programado ou identificar estimulos de mudancas
ambientais (DANKS, 1987a; TAUBER; TAUBER; MASAKI, 1986). O término da
dorméncia ocorre espontaneamente, promagramado ou via estimulos ambientais
(DANKS, 1987a; MANSINGH, 1971). Este modelo simplificado representa em geral a
sequéncia do fendtipo, porém é variavel e peculiar a espécie.

A dorméncia pode ocorrer em qualquer fase de vida do inseto sendo espécie
especifica. Dorméncias embrionarias sdo comuns em muitos Lepidoptera, Hemiptera
e em alguns Diptera. J&a na fase de larva € mais comumente reportado nos
Lepidoptera, na fase de pupa € destacada em Lepiddptera e Diptera, e por fim,
dorméncia adulta é comum nas ordens Coleoptera, Hemiptera, Homoptera,
Hymenoptera, Orthoptera e Neuroptera (DENLINGER, 2009). Em geral, a dorméncia
ocorre apenas uma unica vez durante a vida dos insetos, salvo raras excecoes
(TAUBER; TAUBER; MASAKI, 1986). Por exemplo, Bombyx mori possui dorméncia
na fase embrionaria, Ostrinia nubilalis no quinto estadio larval, Hyalophora cecropia
em pupa e Leptinotarsa decemlineata como adulto (DENLINGER, 2009). A dorméncia
pode ser obrigatéria ou facultativa sendo dependente das caracteristicas evolutivas
da espécie ou do ambiente que ela ocupa.

A ampla maioria das espécies da familia Pentatomidae expressa dorméncia
facultativa na fase adulta induzida pelo fotoperido (SAULICH; MUSOLIN, 2012).
Contudo, existem espécies da familia com dorméncia obrigatoria na fase de ovo
(JAVAHERY, 1994; JONES; COPPEL, 1963; LARIVIERE; LAROCHELLE, 1989;
MUSOLIN; SAULICH, 2000), na fase de ninfas (CASPERS, 1961) e em adultos (HORI,
1986; HORI; KIMURA, 1993; KOSHIYAMA; FUJISAKI; NAKASUJI, 1994).

Em Pentatomidae a indu¢cdo da dorméncia pode ser desencadeada pelos
fatores de fotoperiodo, temperatura, ou fator tréfico, sendo o fotoperiodo (dias curtos)

em ampla maioria das espécies estudadas o fator determinante (SAULICH;
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MUSOLIN, 2012). Por outro lado, ha casos onde a temperatura é o fator indutor
(SHINTANI et al., 2010), a temperatura e fotoperiodo (HODEK, 1977; JOHANSEN et
al., 2010; LEE; AHN; KANG, 2001; MCPHERSON, 1982; MCPHERSON; TECIC,
1997; MUSOLIN; SAULICH, 1995), fotoperiodo e escassez de alimento (IKEDA-
KIKUE; NUMATA, 2001; NAKAMURA; NUMATA, 1999) e fotoperiodo, temperatura e
escassez de alimento (HORTON; HINOJOSA; OLSON, 1998).

Em E. heros é observada dorméncia com repouso reprodutivo, reducio
alimentar e mudanga comportamental na fase adulta. Adultos de ambos os sexos
apresentam o fendmeno sazonalmente na regido Sul do Brasil (MOURAO; PANIZZ|,
2000; MOURAOQ; PANIZZI, 2002). Adultos em dorméncia apresentam gdnadas n&o
desenvolvidas, reducdo da frequéncia alimentar e deslocamento para sitios de
hibernagdo (sob palhada) (MOURAO; PANIZZI, 2000). O principal indutor da
dorméncia nesta espécie é o fotoperiodo e as fases jovens de ovo, primeiro, segundo
e terceiro instars sdo as fases sensiveis (MOURAO; PANIZZI, 2002). MOURAO E
PANIZZI (2000a) relatam que ao 3° instar de desenvolvimento ninfal é a fase critica

para a expressao da dorméncia na espécie.

1.4 OBJETIVO

O trabalho de SOARES et al. (2018) identificou duas linhagens alopatricas de E. heros
provenientes de diferentes regides do Brasil. Linhagens podem apresentar diferentes
graus de isolamento reprodutivo e caracteristicas adaptativas distintas promovendo
diferentes respostas aos fatores bidticos e abidticos. Tendo em vista a escassez de
estudos e as recentes descobertas sobre a estrutura populacional de E. heros no
Brasil, o objetivo geral deste trabalho foi estudar o isolamento reprodutivo e o

comportamento de dorméncia das duas linhagens alopatricas de E. heros.
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2 CONCLUOES

* As duas linhagens de E. heros aparentemente ndo apresentam barreiras
reprodutivas pos-zigoticas.

* Os fatores abidticos afetam de maneira similar no tempo de desenvolvimento e
viabilidade das fases jovens de ambas as linhagens.

» Dias curtos e menores temperaturas nao induzem o fendtipo morfolégico da
dorméncia na linhagem Norte.

* Temperaturas menores e dias curtos potencializam indugéo do fenotipo morfolégico

da dorméncia na linhagem Sul.
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