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RESUMO

O percevejo-marrom, Euschistus heros (Hemiptera, Pentatomidae) é considerado uma das
pragas-chave mais importantes da soja e tem uso de inseticidas quimicos como o principal
método de controle. Diante dos inimeros problemas que o controle quimico pode causar, 0 uso
da associacdo de agentes de controle biolégico como fungos entomopatogénicos e 0s
parasitoides de ovos para o controle de E. heros podem ser uma alternativa sustentavel. Nesse
sentido, o objetivo da pesquisa foi avaliar isolados de fungos entomopatogénicos nas fases de
desenvolvimento de E. heros (ovo, 3° instar ninfal e adulta) de modo que ndo afetem o
parasitismo realizado por Telenomus podisi (Hymenoptera: Scelionidae). A pesquisa foi
realizada nos laboratorios de Entomologia e Fitopatologia da Universidade Estadual do
Maranhdo, Campus Paulo VI S&o Luis, MA. Os isolados fungicos entomopatogénicos
utilizados foram os das espécies de Metarhizium anisopliae (CG 168 e IBCB 425) e Beauveria
bassiana (LPP 129 e LPP SP1) que foram avaliados no primeiro experimento de patogenicidade
e viruléncia sobre o percevejo-marrom e um outro de seletividade em com o parasitoide, T.
podisi. No primeiro experimento, os isolados entomopatogénicos foram cultivados em meio
batata-dextrose-agar por 14 dias, e posteriormente multiplicados em arroz parboilizado
utilizado como substrato. Apds a multiplicacdo foram preparadas as suspensdes a uma
concentracio de 1 x 108 conidios vidveis/mL+ 0,01% de Tween 80 para avaliagdo em trés
bioensaios nas fases de desenvolvimento de E. heros (ovo, 3" instar ninfal e adulta). No segundo
experimento, dois bioensaios foram conduzidos usando-se 50 ovos ndo parasitados (pré-
parasitismo) e parasitados (pos-parasitismo) fixados com cola branca em cartela de cartolina
(n=20) tratados com 2,5 mL das suspensfes de M. anisopliae (CG 168 e IBCB 425). No
primeiro experimento, os ovos de E. heros foram suscetiveis aos isolados CG 168 e IBCB 425.
Todos os isolados foram patogénicos para ninfas de 3" instar, sendo os isolados LPP 129 e CG
168 mais virulentos com uma taxa de mortalidade de 82% e 86%, respectivamente. A proporcao
da viabilidade de ninfas de 4" instar foi maior nos isolados IBCB 425 (0,62) e LPP S1 (0,79).
Os tratamentos Tween 80® (16,30) e LPP 129 diminuiram o nimero de ovos das fémeas. Os
isolados IBCB 425 e LPP S1 aumentaram o nimero de posturas das fémeas de E. heros. O
isolado CG 168 ocasionou mortalidade de 95% em adultos de E. heros em sete dias. No segundo
experimento, o parasitoide T. podisi parasitou e se desenvolveu em ovos de E. heros
previamente tratados e ndo tratados com M. anisopliae IBCB 425. Conclui-se que todos os
isolados de M. anisopliae e B. bassiana foram patogénicos para E. heros na fase ninfal (3
instar) e adulta, entretanto com niveis de viruléncia distintos. O isolado M. anisopliae CG 168
foi eficiente no controle de E. heros em todas as fases de desenvolvimento, ndo sendo seletivo
ao T. podisi por comprometer o desenvolvimento do parasitoide. O isolado M. anisopliae IBCB
425 foi eficiente no controle de ovos e adultos de E. heros, sendo seletivo para o parasitoide de
ovos T. podisi.

Palavras-chave: Glycine max, percevejo-marrom, manejo integrado de pragas, Metarhizium

anisopliae, Beauveria bassiana.



ABSTRACT

The brown stink bug, Euschistus heros (Hemiptera, Pentatomidae) is considered one of the
most important soybean pests and uses chemical insecticides as the main control method. Given
the numerous problems that chemical control can cause, the use of the association of biological
control agents such as entomopathogenic fungi and egg parasitoids to control E. heros can be a
sustainable alternative. In this sense, the objective of the research was to evaluate isolates of
entomopathogenic fungi in the developmental stages of E. heros (egg, 3rd nymphal instar and
adult) ina way that they do not affect the parasitism carried out by Telenomus podisi
(Hymenoptera: Scelionidae). The research was carried out in the Entomology and
Phytopathology laboratories of the Universidade Estadual do Maranh&o, Campus Paulo VI Sao
Luis, MA. The entomopathogenic fungal isolates used were those of Metarhizium anisopliae
(CG 168 and IBCB 425) and Beauveria bassiana (LPP 129 and LPP SP1) species, which were
evaluated in the first experimente of pathogenicity and virulence on the brown stink bug and
another of selectivity in with the parasitoid, T. podisi. In the first experiment, the
entomopathogenic isolates were cultivated in potato-dextrose-agar medium for 14 days, and
later multiplied in parboiled rice used as substrate. After the multiplication, suspensions were
prepared at a concentration of 1 x 108 viable conidia/mL+ 0.01% Tween 80® for evaluation in
three bioassays in the developmental stages of E. heros (egg, 3rd nymphal instar and adult). In
the second experiment, two bioassays were carried out using 50 non-parasitized (pre-
parasitism) and parasitized (post-parasitism) eggs fixed with white glue on a cardboard sheet
(n=20) treated with 2.5 mL of M anisopliae (CG 168 and IBCB 425). In the first experiment,
E. heros eggs were susceptible to CG 168 and IBCB 425 isolates. All isolates were pathogenic
for 3rd instar nymphs, with LPP 129 and CG 168 isolates being more virulent with a mortality
rate of 82%. and 86%, respectively. The proportion of viability of 4th instar nymphs was higher
in isolates IBCB 425 (0.62) and LPP S1 (0.79). The treatments Tween 80® (16,30) and LPP
129 decreased the number of eggs in females. The isolates IBCB 425 and LPP S1 increased the
number of E. heros females laying eggs. The isolate CG 168 caused a mortality of 95% in adults
of E. heros in seven days. In the second experiment, the parasitoid T. podisi parasitized and
developed in eggs of E. heros previously treated and not treated with M. anisopliae IBCB 425.
It was concluded that all isolates of M. anisopliae and B. bassiana were pathogenic for E. heros
in the nymphal (3rd instar) and adult stages, however with different virulence levels. The isolate
M. anisopliae CG 168 was efficient in controlling E. heros in all stages of development, not
being selective for T. podisi because it compromises the development of the parasitoid. The
isolate M. anisopliae IBCB 425 was efficient in controlling eggs and adults of E. heros, being
selective for the egg parasitoid of T. podisi.

Keywords: Glycine max, brown bug, integrated pest management, Metarhizium anisopliae,

Beauveria bassiana.
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1 INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merr.) destaca-se economicamente no agronegocio por
ser uma das principais comodities produzidas no Brasil em razdo do uso de seus diversos
subprodutos, a exemplo do farelo que € utilizado como fonte de proteina na nutri¢do animal,
da producéo 6leo em menor escala para 0 consumo humano, da producdo de cosméticos,
remédios, plasticos, tecidos, biodiesel e entre outros (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014).

Segundo a COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO (2022), a safra
brasileira 2021/22 de soja atingiu uma producao de 124.047,8 milhdes de toneladas em uma
area plantada 40.950,6 mil/ha com produtividade 3.029 kg/ha. O consumo interno da
oleaginosa no pais foi de 51.396,5 milhdes de toneladas e exportou-se 75.231,6 milhGes de
toneladas.

Em comparacdo com a safra anterior, a producdo e a produtividade da soja
apresentaram decréscimos de 10,2% e 14,1%, respectivamente, apesar do aumento de 4,5%
na area plantada. Entre as causas apontadas para a reducéo tém-se o excesso de chuvas nos
estados da Bahia e Minas Gerais ou a escassez no estado do Mato Grosso do Sul e na Regido
Sul (CONAB, 2022). Assim como o clima, problemas fitossanitarios de incidéncia de
doencas e insetos-praga também agravam as perdas e danos na cultura da soja.

A incidéncia de insetos-praga nas lavouras brasileiras pode ocasionar prejuizos de
aproximadamente US$ 17,7 bilhdes anuais (OLIVEIRA et al., 2014). Dentre os insetos que
atacam os campos de soja estdo 0s percevejos da familia Pentatomidae que sdo de extrema
importancia econémica por atacarem diretamente o produto da colheita (vagens e graos). As
espécies de percevejos que causam danos mais relevantes na soja sdo Piezodorus guildinii
(Westwood, 1837), Nezara viridula (Linnaeus, 1758) e Euschistus heros (Fabricius, 1974)
(Hemiptera, Pentatomidae) (PANIZZI et al., 2012).

E. heros, conhecido popularmente como percevejo-marrom, é considerado um dos
mais importantes porque os danos na soja sdo irreversiveis (SOSA-GOMEZ et al., 2020) e
ocorre de forma predominante nas regides produtoras do Nordeste, Centro-Oeste e Sul do
pais (PANIZZI et al., 2012; SOSA-GOMEZ et al., 2020). O inseto passa por cinco instares
até chegar a fase adulta e seu ciclo de desenvolvimento (ovo-adulto) é de aproximadamente
28,4 dias em uma temperatura de 25°C (CIVIDANES, 1992).

Na fase adulta, o comprimento do percevejo € de aproximadamente 11 mm a 13
mm, apresentando coloragdo marrom-escuro com uma mancha branca em forma de meia-

lua na extremidade do escutelo. O seu pronoto caracteriza-se por exibir dois prolongamentos
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laterais em forma de espinhos pontiagudos (GALLO et al., 2002; SARAN, 2008; SOSA-
GOMEZ et al., 2010).

Os danos ocasionados por E. heros na soja ocorrem quando ninfas a partir do
terceiro instar e adultos sugam as vagens, danificando os grédos e afetando a sanidade das
sementes (SOSA-GOMEZ et al., 2020). E quando na condicdo de alta densidade
populacional, estima-se que na colheita, os gréos atacados apresentam peso 40% inferior
quando comparado aos sadios implicando em perdas de até 10 sacas de soja por hectare
(SOSA-GOMEZ et al., 2014; SOSA-GOMEZ et al., 2020).

O pentatomideo, E. heros, tem sido um desafio no manejo da soja, devido ao uso
limitado de ferramentas de manejo efetivas. Entre as estratégias de controle para manejo, as
pulverizacdes com inseticidas de grupos quimicos como organofosforados, piretroides e
neonicotinoides tém sido muito utilizadas, entretanto, a falta de novas moléculas e a
utilizagdo de produtos com o mesmo modo de acdo tem favorecido o surgimento de
populagBes resistentes em algumas regides do Brasil (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-
GOMEZ; SILVA, 2010; SOSA-GOMEZ et al., 2020).

Diante desse cendrio de resisténcia do percevejo-marrom na soja, 0 Manejo
Integrado de Pragas (MIP) é uma alternativa de manejo que associa 0 ambiente e a dindmica
populacional da espécie, utilizando técnicas apropriadas e disponiveis de métodos de
controle de forma compativel, mantendo a populacdo da praga em niveis abaixo ao de dano
econémico (QUINTELA et al., 2007).

Nesse sentido, o controle bioldgico, destaca-se como um dos métodos de controle
utilizado no MIP e que consiste no uso de um organismo vivo para reduzir a densidade
populacional de outro organismo vivo considerado como praga. Dentre 0S organismos
usados no controle biolégico, destacam-se 0s microrganismos, tais como, fungos, bactérias
e virus, bem como, artropodes predadores e parasitoides que desempenham importante papel
na regulacdo da populacédo do E. heros (FONTES; INGLIS, 2020).

Trabalhos de pesquisa tem apontado com relevancia para 0 manejo de E. heros e
outros percevejos, o uso do controle bioldgico com fungos entomopatogénicos, Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorokin e Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (GROTH et al., 2017;
NORA et al., 2020; OLIVEIRA, 2017) associado ao parasitoide de ovos, Telenomus podisi
(Ashmead, 1893) (Hymenoptera: Scelionidae) (BUENO et al., 2020; CUNHA et al., 2015;
PACHECO; CORREA-FERREIRA, 2000; SILVA et al., 2018).
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A utilizacdo desses dois agentes de controle bioldgico tem sido alvo de estudo, ja
que o fungo entomopatogénico pode exercer impactos negativos sobre o parasitoide como
efeitos letais ou subletais (CLOYD, 2005). Estudos em laboratorio que associam o uso do
isolado de M. anisopliae (AGUERO; NEVES, 2014) ou produtos formulados de M.
anisopliae e B. bassiana com T. podisi, demonstraram que 0s microrganismos sdo seletivos
ao parasitoide pela néo interferéncia no parasitismo, emergéncia e viabilidade (AGUERO;
NEVES, 2014; BATTISTI et al., 2022; BATTISTI et al., 2020). Outros estudos, relataram
que a fase de pupa de T. podisi € suscetivel a infeccdo por M. anisopliae de maneira que
afeta a emergéncia ou pode reduzir a porcentagem de parasitismo (AGUERO; NEVES,
2014; BATTISTI et al., 2020).

Portanto, a seletividade de fungos entomopatogénicos ao organismo néo-alvo
(parasitoide de ovos) precisa ser considerada no MIP, ja que a associacdo de liberacdes de
parasitoides e aplicagdes de fungos entomopatogénicos nas lavouras de soja pode ser uma
alternativa eficiente no manejo integrado de E. heros.

Dessa forma, torna-se necessario analisar isolados fungicos entomopatogénicos
que sejam eficientes no controle em diferentes fases de desenvolvimento do percevejo-
marrom de forma que o parasitismo, a emergéncia e o desenvolvimento larval de T. podisi

nédo sejam afetados.
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2.1 A CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merrill), originaria do continente asiatico e domesticada
pela China, é considerada a principal fonte de proteina e 6leo vegetal por seus diversos usos
tanto na alimentacdo e na indudstria (JIANG et al., 2019), além de se destacar como fonte
renovavel para producdo de biodiesel (WOYANN et al., 2019).

Para o Brasil, a leguminosa é uma importante fonte de divisas, pois contribui com
uma parcela significativa das exportacdes brasileiras da ordem de 75.231,6 milhGes de
toneladas, sendo a China o seu principal comprador (CONAB, 2022; FARIAS et al., 2007).
Além das exportacGes contribuirem no PIB do pais, o complexo de producdo, transporte e
industrializacdo da soja geram empregos para inimeras familias brasileiras (FARIAS et al.,
2007).

A producdo mundial da soja na safra 2021/2022 foi de 353,2 milhdes de toneladas,
sendo a safra seguinte estimada com uma variagao positiva de 10,3% na producéo (USDA,
2022). No ano agricola 2021/22, o Brasil, assim como na safra anterior, destacou-se como
primeiro produtor mundial da oleaginosa (USDA, 2022) com uma producdo de 125.552,3
milhGes de toneladas em uma area plantada 41.452,0 mil/ha com produtividade 3.029 kg/ha
(CONAB, 2022), passando os Estados Unidos, que foi o segundo com 120,7 milhdes de
toneladas colhidas (USDA, 2022).

Os primeiros plantios de soja no Brasil datam da década de 1940, quando era
plantada em rotacdo com a cultura do trigo. O primeiro registro estatistico nacional de
producdo de soja foi de 457 toneladas no Rio Grande do Sul, onde se adaptou a regido devido
ao clima temperado. Nessa época, a soja era cultivada prioritariamente para produzir feno
para bovinos de leite e os poucos grdos produzidos eram usados internamente nas
propriedades para engorda de suinos, visto que o comércio dos graos era pouco desenvolvido
(DALL"AGNOL, 2016).

A partir de meados da década de 1990, a soja ganhou impulso diferenciado, com
sua producdo crescendo acima das taxas de crescimento dos demais grdos. A média
geométrica anual de crescimento da producdo de soja, para o periodo 1960-2018, foi de
4,45%, enquanto a producio conjunta dos demais grdos cresceu 2,07% ao ano (ARAUJO et
al., 2019).

Com o tempo foram surgindo variedades convencionais e transgénicas langadas
pela EMBRAPA como BRS Sambaiba, BRS 9280RR, BRS 9383IPRO, BRS 9180IPRO e

BRS 8383IPRO que séo adaptadas ao clima tropical dos demais estados, sendo o cerrado
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brasileiro uma zona de expansdo importante para a cultura, principalmente a regido composta
pelos estados do Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia (VILELA et al., 2016), conhecida por
MATOPIBA, onde as terras sdo baratas e tanto o clima quanto a topografia sdo favoraveis
ao plantio da cultura, sendo a soja atualmente a cultura mais produzida na regido (ARAUJO
etal., 2019).

Atualmente, os maiores produtores de soja no Brasil sdo os estados do Mato Grosso
(41,490.2 milhdes t), Parana (12,250.3 milhdes t), Goias (17,389.9 milhdes t), Rio Grande
do Sul (9,111.0 milhdes t) e Mato Grosso do Sul (8,832.2 milhdes t) (CONAB, 2022). A
regido MATOPIBA, que representa quase 15% da producdo total brasileira, as novas
fronteiras agricolas do Cerrado da regido Nordeste, leste da Amazonia e a parte oriental e
sudoeste do Centro-Oeste, tem sido responsaveis por fornecer a demanda adicional do
produto no mercado (DALL"AGNOL, 2016).

No que se refere a producdo da oleaginosa no estado do Maranhéo, é estimada em
3.573,6 milhGes de toneladas ficando atras dos estados da Bahia (7.385,4 milhdes t) e
Tocantins (3.877,1 milhGes t). Na regido Sul do estado do Maranhdo, a distribuicdo e o
acumulado de chuvas favoreceram a obtencéo de rendimentos médios préximos de 56 scs/ha,
0 que representa um retorno relativamente favoravel para o produtor (CONAB, 2022).

Apesar do sucesso da sojicultura brasileira, durante a safra existem varios desafios
enfrentados, tais como, as mudancas climéticas e os problemas fitossanitéarios, sendo um
desses problemas a incidéncia de insetos-praga. A perda anual de producdo causada por
insetos foi estimada em 17,7 bilhdes de ddlares em média, o que representa 25 milhdes de
toneladas de comida, fibras e biocombustiveis perdidos por ano, sendo desse nimero, 4,31
milhdes de toneladas pertencentes a perda na producdo de soja (POZEBON et al., 2020).

Dentre o0s insetos que atacam os campos de soja brasileiros e que sdo conhecidos
mundialmente por serem pragas em diversas culturas, estdo os percevejos da familia
Pentatomidae, a exemplo de Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) (CORREA-
FERREIRA, 2005; KUSS-ROGGIA, 2009; SARAN, 2008), Nezara viridula (Linnaeus,
1758) (PANIZZI, 2002; SARAN, 2008) e Euschistus heros (Fabricius, 1974) (Hemiptera,
Pentatomidae) (CORREA-FERREIRA, 2005; SARAN, 2008; SCOPEL et al., 2016;).
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2.2 O PERCEVEJO MARROM DA SOJA, Euschistus heros

O percevejo marrom, E. heros, é uma espécie nativa da regido Neotropical, onde na
Ameérica do Sul esta presente de forma abundante. No Brasil, concentra-se na regido Centro-
Oeste, Norte do Parana e no Rio Grande do Sul, no entanto, com o avanco de novas fronteiras
agricolas da soja é notada a rapida disperséo e abundancia do percevejo marrom da soja nas
lavouras nas regides norte e nordeste (AQUINO et al., 2019; CORREA-FERREIRA, 2009;
KUSS-ROGGIA, 2009; PANIZZI, 2002; PANIZZI et al., 2000).

E. heros tem a soja como seu hospedeiro principal, sendo bem numeroso e
recorrente nas lavouras, contudo também se relata o seu ataque de forma frequente em
algoddo, Gossypium hirsutum L., provocando perdas na qualidade dos fios e na
produtividade (AZAMBUJA et al., 2013; BUNDY; McPHERSON, 2000; GREENE et al.,
2001; SORIA et al., 2010; SORIA et al., 2016) e de forma eventual tem sido observado
ataque em plantulas ou em espigas em lavouras de milho causando injdrias de diferentes
intensidades (ROZA-GOMES et al., 2011).

A duracdo média do periodo ovo-adulto é de aproximadamente 28,4 dias a 25°C
(Figura 1) (CIVIDANES, 1992; PANIZZI et al., 2012), entretanto varios fatores bioldgicos
como tempo de desenvolvimento, mortalidade de ninfas, fecundidade e longevidade de
fémeas e machos alimentando-se de diferentes plantas hospedeiras, interferem na duracéo
do ciclo bioldgico (PANIZZI; SILVA (2009, 2012)).

A fase de ovo possui duracdo de até 7 dias, medem aproximadamente 0,71 x 0,96
mm e possuem o formato do tipo barril, sendo mais globular em relacdo ao de outras
espécies, como P. guildinii e N. viridula (AQUINO, 2011; SARAN, 2008). A deposicdo
ocorre principalmente nas folhas ou nas vagens de soja em pequenas massas na forma de
coluna. A coloracdo apds a oviposicdo é amarela e com o desenvolvimento do embrido,
adquirem coloracdo rdsea e alaranjada proximo a eclosdo das ninfas (Figura 1) (COSTA et
al., 1998; SARAN, 2008; VILLAS-BOAS; PANIZZI, 1980).

E. heros apresenta cinco ecdises até atingir a fase adulta, sendo os dois primeiros
instares apteros e as trés seguintes providos de tecas alares. As ninfas recém-eclodidas
possuem corpo alaranjado e cabeca preta e medem cerca de 1,3 mm, sendo o habito gregério
e pouco moveis. As ninfas maiores (terceiro ao quinto instar) apresentam coloragao que pode
variar de cinza a marrom (GRAZIA et al.,1980; LEONARD et al., 2011). A duracéo da fase

de 1°instar é de 3 dias, enquanto do 2° ao 4° instar tem duragio média de 4 dias cada. Ninfas
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de 5 instar demoram aproximadamente 7 dias para a mudanca da fase adulta (Figura 1)
(SARAN, 2008).

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento do percevejo-marrom, Euschistus heros na cultura da
soja.
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Fonte: AUTORIA PROPRIA (2022).

As ninfas de 1° instar de E. heros ndo se alimentam, ninfas de 2° instar se alimentam
sem danificar substancialmente as sementes, e a partir do 3° instar danos importantes ocorrem
nas sementes, se tornando mais graves com estagios de desenvolvimento posteriores. O dano
consiste na coalescéncia dos corpos proteicos, com posterior degradacdo e quebra da parede
celular, ocasionando regides escurecidas no tecido embrionario das sementes (Figura 2)
(PANIZZI et al., 2012; TESSMER et al., 2022).
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Figura 2. Danos causados pela insercdo do estilete de ninfas de Euschistus heros em vagens

e sementes de soja em 48 h de alimentacdo.

Extraido de: Adaptada de TESSMER et al. (2022).

Os adultos do percevejo-marrom apresentam coloragdo marrom-escuro com uma
mancha branca em forma de meia-lua na extremidade do escutelo que se encontra acima da
parte membranosa das asas. Mede aproximadamente 11 mm a 13 mm e exibe dois
prolongamentos laterais no pronoto em forma de espinhos pontiagudos (GALLO et al.,
2002; SARAN, 2008; SMANIOTTO; PANIZZI, 2015; SOSA-GOMEZ et al., 2010;
VILLAS-BOAS; PANIZZI, 1980).

As fémeas geralmente sdo maiores que 0os machos e distinguem-se pelo formato da
genitélia, no qual os machos apresentam uma placa Unica e as fémeas duas placas laterais
(CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999). Os adultos de E. heros possuem longevidade
média de 116 dias e atingem a maturidade sexual de 9 a 17 dias ap6s sua emergéncia (Figura
3) (COSTA et al., 1998; LEONARD et al., 2011).
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Figura 3. Diferenciagdo da genitalia de Euschistus heros. Macho (A) — placa Unica e fémea

(B) — duas placas laterais.
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Foto: CARDOSO, P. L. E. C. (2022).

As fémeas ovipositam aproximadamente 6,3 ovos por dia no inicio da oviposicao e
a partir da terceira semana (aproximadamente 25 dias), 0 numero de ovos por dia diminui
para 3,42 com pequenas variacdes (PERES; CORREA-FERREIRA, 2004; SILVA et al.,
2008). A fecundidade das fémeas e o desempenho reprodutivo podem ser reduzidos pela
competicdo entre os machos por acasalamento, locais de oviposicdo, tipo de alimento
ingerido, ocorréncia de interrupcao da alimentacao e troca do alimento de ninfa para adultos
(SILVA et al., 2008).

O ndmero de ovos por postura varia de 1 a 25 ovos, sendo esse numero
inversamente proporcional a idade dos insetos. Como estratégia adaptativa de fuga do
parasitismo de ovos pelos inimigos naturais, as fémeas normalmente fazem posturas
isoladas, j& que os parasitoides comumente preferem massas de ovos para parasitar. O
periodo em que hd um pico de oviposi¢do ocorre apds 11 horas de fotofase, sendo observado
aumento progressivo no nimero de ovos no periodo de 18 até as 21 horas (COSTA et al.,
1998; LEONARD et al., 2011).

O percevejo-marrom, passa por trés geracfes na cultura da soja e pode ser
encontrado de novembro a abril no Parana, sendo a Ultima geragdo completa em plantas
hospedeiras (CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999; PANIZZI et al., 2012; PANIZZI;
ROSSI, 1991). Apresenta enorme potencial para ocasionar prejuizos na soja, pois embora
estejam presentes desde o periodo vegetativo da cultura, € no periodo reprodutivo que €

observado maior incidéncia, por se alimentarem das vagens ocasionando reflexos na
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qualidade fisioldgica e sanitaria da soja (BUENO et al., 2015; PANIZZI et al., 2012;
TESSMER et al., 2022).

A insercdo do aparelho bucal nas vagens e grdos pode ocasionar aborto,
enrugamento, reducdo de massa e volume, diminuicdo do teor de o6leo dos gréos,
inviabilidade da germinacédo e o vigor de sementes. Além disso, podem causar disturbios
fisiol6gicos na planta e servir de porta de entrada para agentes causadores de doencas, como
a exemplo da antracnose (Colletotrichum truncatum) e cancro da haste (Diaporthe aspalathi
e Diaporthe caulivora) (CORREA-FERREIRA; ROGGIA, 2013; PANIZZI et al., 2012;
SARAN, 2008; SCOPEL et al., 2016). Os danos ocasionados por E. heros sobre as vagens
e sementes de soja quando ndo controlado podem atingir 30% na producdo (VIVAN;
DEGRANDE, 2011).

Depois da colheita da soja, o percevejo-marrom migra para locais de refugio apds
atingir o pico populacional durante o inicio da senescéncia das plantas. A medida que as
plantas de soja vao secando na lavoura, o processo de migracdo dos percevejos para plantas
hospedeiras ou para folhas secas se intensificam a fim de iniciar o estado de quiescéncia
(CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999; PANIZZI; VIVAN, 1997).

Ao longo do desenvolvimento do percevejo, antes do estado de quiescéncia, é
acumulado lipidios em seu corpo para sua sobrevivéncia e também para a quebra da
dorméncia quando as condigBes estiverem favoraveis (CORREA-FERREIRA; PANIZZI,
1999; PANIZZI; NIVA, 1994; PANIZZI; VIVAN, 1997). Durante o periodo de entressafra,
as plantas daninhas como amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.) e o carrapicho-de-
carneiro (Acanthospermum hispidum DC) e outras espécies podem ser fontes nutricionais
importantes (PANIZZI; ROSSI, 1991; PANIZZI; LUCINI, 2022).

Para reduzir os prejuizos, o controle do E. heros tem sido comumente manejado
através de aplicacBes de inseticidas quimicos desde a fase vegetativa da planta (CORREA-
FERREIRA, 2005; SOSAGOMEZ; SILVA, 2010). Os resultados desse controle nem
sempre sdo eficientes, porque as pulveriza¢es com inseticidas dos mesmos grupos quimicos
como organofosforados, piretroides e neonicotinoides tem favorecido o surgimento de
populaces resistentes devido a falta de novas moléculas e o uso de produtos com 0 mesmo
modo de acdo (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SOSA-GOMEZ et al., 2020; SOSA-GOMEZ;
SILVA, 2010; TUELHER et al., 2018).

A alta tolerancia aos produtos quimicos e 0s gastos anuais com inseticidas

utilizados na producdo de soja no Brasil, somam mais de 1,3 bilhdes de ddlares, e essas sdo
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as dificuldades encontradas no controle quimico (BASSO et al., 2016; POZEBON et al.,
2020). Como alternativa ao uso dos inseticidas quimicos convencionais, pode-se utilizar o
controle bioldgico com parasitoides e microrganismos entomopatogénicos, ja que
apresentam eficacia no manejo de pragas, seletividade e baixo risco ao meio ambiente
quando comparado com o controle quimico (BUENO et al., 2020; PARRA et al., 2002).

2.3 CONTROLE BIOLOGICO DE PENTATOMIDEOS NA CULTURA DA SOJA

O controle bioldgico (CB), define-se como um fendmeno natural que consiste na
regulagdo populacional de plantas ou animais, por meio de inimigos naturais, 0s quais Sao
agentes de mortalidade bidtica (PARRA, 2019; PARRA et al., 2002). Os inimigos naturais,
gue atuam sobre as populacbes de seus hospedeiros, podem ser patdgenos, predadores,
parasitas, herbivoros ou antagonistas que ao manejados ou inseridos no sistema agricola
suprimem a praga-chave, de forma que substituem ou minimizem o uso dos agrotdxicos,
permitindo, assim uma producdo sustentdvel (DEBACH; ROSEN, 1991; HAIJEK;
EILENBERG, 2007; FONTES; INGLIS, 2020).

Diante disso, o CB é considerado um importante artificio do Manejo Integrado de
Pragas (MIP), visto que atende a demanda por desenvolvimento e pratica de sistemas de
producdo sustentdveis (GALLO et al.,, 2002; MARTINS et al., 2010). No MIP sdo
empregadas técnicas basicas do controle bioldgico que sdo introdugdo, conservagdo e
multiplicacdo. O CB é dividido em natural, classico e aplicado, sendo este Gltimo com carater
aumentativo com liberacGes inundativas de parasitoides, predadores ou entomopatdgenos,
oriundos de criagdo massal em laboratdrio, visando reducdo rapida da populacdo do inseto-
praga ao nivel de equilibrio (BERTI FILHO; MACEDO, 2011; FONTES; INGLIS, 2020;
PARRA et al., 2002)

Praticamente todos 0s inimigos naturais usados para o controle bioldgico de
artropodes matam as pragas diretamente. A mortalidade da praga costuma ser muito rapida
com predadores, mas pode haver um lapso de tempo com parasitas ou patdgenos, porque
eles geralmente se desenvolvem usando os hospedeiros como alimento antes de mata-los
(HAJEK; EILENBERG, 2007). Nesse sentido, a inversdo da tendéncia da curva
populacional da praga é mais facilmente obtida no CB, quando a liberacéo é feita na primeira
geracdo da praga (se for um parasitoide de ovos, quando os primeiros ovos forem colocados;

0 mesmo se aplica a parasitoides larvais, ninfais, pupais e de adultos) (PARRA et al., 2002).
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O inicio dos trabalhos com MIP-Soja no Brasil, aconteceu na metade da década de
1970 com um programa-piloto que foi repetido na safra 1975/1976, sob a coordenagéo do
Centro Nacional de Pesquisa de Soja (atual Embrapa Soja). Com passar dos anos taticas e
planos de CB foram inseridos no programa e difundidos por extensionistas e pesquisadores.
A partir dos anos 90, o CB de pentatomideos da soja por parasitoides de ovos foi incluido
como uma nova tatica de controle. Inicialmente o controle foi realizado através da utilizacdo
do parasitoide de ovos, Trissolcus basalis (Wollaston, 1858), e mais tarde incrementado com
a utilizacdo também do parasitoide, Telenomus podisi (Ashmead, 1893) (BUENO et al.,
2012; CORREA-FERREIRA, 1993).

A producdo desses parasitoides de ovos é um incentivo para a implementacao do
controle biologico de percevejos no Brasil. Recentemente, o MAPA (2019) liberou a
especificacdo de referéncia para comercializacdo T. podisi como produto macrobiol6gico a
qualquer cultura com ocorréncia do alvo biolégico E. heros. Foi recomendada a liberacao de
6.500 adultos ou ovos parasitados/ha de T. podisi, distribuidos em 32 pontos equidistantes.
A primeira liberacdo deve ser realizada em periodos de baixa intensidade solar e com

auséncia de chuvas quando forem encontrados dois percevejos por metro (MAPA, 2019).

2.3.1 Controle microbiano

No controle microbiano, se utiliza de forma racional fungos entomopatdgenos, com
a finalidade de manter o nivel populacional das pragas abaixo do nivel de controle. Esses
fungos sdo encontrados na natureza e causam doencas em populacdes de insetos (ALVES;
LOPES, 2008; MASCARIN; QUINTELA, 2013).

A diversidade e abundancia dos entomopatogenos é afetada por fatores biéticos ou
abioticos que diminuem a capacidade de sobreviver, propagar-se e infectar o seu hospedeiro.
A suscetibilidade e a relagdo com os hospedeiros dependem dos nutrientes presentes nos
insetos, ja que sdo o0 meio de propagacéo, dispersédo e persisténcia dos fungos (PUCHETA
DIAZ et al., 2006).

A utilizacdo de fungos entomopatégenos requer estratégias que devem ser
determinadas em funcdo das caracteristicas do fungo, da praga e das condi¢des da cultura.
Dentre as estratégias temos a introducéo inoculativa, introducgéo inundativa, incrementacéo
e conservacao. Essas estratégias diferenciam-se no tempo da supressao, presenca ou nao dos

fungos, quantidade de liberacdo do patdgeno e preservacdo do indculo (ALVES, 1992).
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Os fungos dos géneros Beauveria sp., Metarhizium sp. e Isaria sp. apresentam
maior potencial para o uso no controle biolégico com modificagdes em seu modo de acédo e
viruléncia. Espécies desses géneros tém sido amplamente usadas para controle de insetos-
pragas no Brasil (MORA et al., 2016).

A espécie Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok € a mais estudada e utilizada no
controle biolégico de pragas. Os primeiros testes com M. anisopliae foram realizados
visando o controle de larvas da broca da beterraba, Asproparthenis punctiventris (Germar,
1824), no século XIX. Posteriormente, surgiram os primeiros resultados praticos, que
implicaram no uso de varios inseticidas bioldgicos a base de fungos comercializados em
diferentes paises (FARIA; MAGALHAES, 2001).

O entomopatégeno M. anisopliae € um deuteromiceto pertencente a ordem
Hypocreales da familia Clavicipitaceae, morfologicamente apresenta-se hifas filamentosas
com um corpo de frutificacdo agregado a hifas intimamente entrelagadas, contendo uma
massa compacta de conidiéforos caracteristicos, simples ou ramificados, resultando em
células esporogénicas (Figura 4) (WANG et al., 2002; WANG et al., 2016). Os conidios séo
uninucleados, hialinos ou fracamente coloridos, se formando sobre conidiéforos simples

que, justapostos, resultam em uma massa regular sobre o inseto (Figura 4).

Figura 4. Detalhes morfoldgicos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae: Estrias com
conidios de coloracdo verde (a), microscopia Optica dos conidios (b), Colénias em meio
BDA (c), desenho das estruturas de conidios e conidi6foros (d).
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Extraido de: HUMBER (2008), adaptada por AUSIQUE, J. J. S. (2019).
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No final da conidiogénese, os cadaveres dos insetos apresentam tons de verde que
variam do claro ao escuro, acinzentado ou ainda esbranquicado e que provocam a doenga
conhecida como muscardine verde (WANG et al., 2002). O processo de infecgdo inicia-se a
partir da germinacdo de tubo germinativo do conidio e a formacdo de apressorio. O
apressorio exerce pressao mecanica na cuticula do inseto e envia uma hifa para a hemocele
acompanhada pela liberacdo de proteases, quitinases e lipases que degradam a cuticula. O
fungo ao entrar na hemocele do inseto transita para um estagio de brotamento denominado
como blastosporos. Durante esta fase, alguns Metarhizium spp. secretam toxinas para matar
0s hospedeiros rapidamente e suprimir a resposta imune (Figura 5) (DESTEFANO, 2003;
SILVA et al., 2015; WANG et al., 2019).

Figura 5. Ciclo de infecgdo de Metarhizium anisopliae em artropodes.
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Extraido de: WANG et al. (2019), adaptada pela autora (2022).

O fungo M. anisopliae é relatado como alternativa promissora para o controle de
percevejos do arroz (FERNANDES et al., 2017; MARTINS et al., 2014; RAMPELOTTI et
al., 2007), soja (SOSA-GOMEZ; MOSCARDI, 1998) e trigo (GROTH et al., 2017) e a sua
utilizacdo segundo Lopes (2016) esté associada a facilidade de producédo das suas unidades
infectivas em escala comercial, facilidade de aplicacdo em condi¢des de campo, o0 baixo
custo decorrido de sua utilizacéo e, principalmente, o reduzido impacto ambiental quando

comparado com inseticidas quimicos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022201197947169#!
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Em lavouras de arroz, M. anisopliae, tém mostrado eficiéncia no controle do
percevejo, T. limbativentris em laboratorio e casa de vegetagdo na fase de ovo, ninfa e adulta
(FERNANDES et al., 2017; MARTINS et al., 2014; RAMPELOTTI et al., 2007). A alta
patogenicidade M. anisopliae também foi verificada em adultos do percevejo-verde, N.
viridula, em condi¢des de laboratorio e casa de vegetacdo no trigo (GROTH et al., 2017) e
na soja (NADA, 2015; SOSA-GOMEZ; MOSCARDI, 1998).

O género Beauveria Vulill foi estabelecido em 1912 por Vuillemin em homenagem
ao renomado entomologista francés Beauverie. O primeiro registro do fungo causando
doenca chamada muscardine branca em insetos foi realizado por Agostinho Bassi no bicho
da seda, Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae). O fungo responsavel por essa doenca
foi inicialmente nomeado de Botrytis bassiana pelo micologista italiano Balsamo, e mais
tarde Vuilleman depois de muitos estudos realizados renomeou para Beauveria bassiana, no
qual permanece até hoje (MORA et al., 2016; SILVA-MATOQOS et al., 2020).

A espécie Beauveria bassiana (Balsamo) WVuillemin, pertence ao grupo
dos Ascomycetos, ordem Clavicipitales, Classe Hyphomycetes, Familia Moniliaceae, sendo
comumente encontrado no solo. Este fungo pode ocasionar graves doengas em mais de 200
espécies de insetos e vem sendo muito utilizado como constituinte ativo de produtos para o
combate de diversas pragas (DALZOTO; UHRY, 2009; UHRY, 2007). As principais
caracteristicas de B. bassiana sdo o filamento micelial de cor branca, cilindrico, 3,5 um de
didametro, hialino septado, conidi6foros simples ou ramificados, ovoides, célula
conidiogénica em forma de garrafa com terminagdo em zigue-zague, medindo de 1,5a5 pum
e conidios globosos (0,5 a 1 um) (Figura 6) (MACLEQOD, 1954).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022201197947169#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022201197947169#!
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Figura 6. Detalhes morfol6gicos de Beauveria sp.: Estruturas de conidios e conidioforos
(a); Estrias com conidios de coloracdo branca (b); Conidios do fungo vistos em microscopia

eletronica de varredura (c - d).

Extraido de: CASTRO et al. (2017), adaptada por AUSIQUE, J. J. S. (2022).

O ciclo de infecgdo do fungo apresenta uma fase saprofitica e outra parasitaria. Na
primeira fase, os conidios da espécie flngica germinam desenvolvendo tubos germinativos,
que posteriormente formam o micélio que originam os conidi6foros simples ou ramificados.
A fase parasitaria inicia-se com a penetracdo tegumentar devido a agdo mecénica e
enzimatica, o que ocorre aproximadamente 12 horas apds o contato com a cuticula do inseto
(Figura 7) (SILVA-MATOS et al., 2020).
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Figura 7. Ciclo de infeccdo de Beauveria bassiana em artropodes.

o
(5 ) , 030

[o) 000
°° = i |
\ Tubo
germinativo =
Apressorio
Procuticula { —

nuununnunmnmnnmu |

Liminabasal (= s e s e s s s s e s S S s S s S E S S S S S s S S S m s e s s e s e s s -

Epicuticula <

Epiderme .

O
& s>
& x R
[<wex) (5 ) Blastoporos/Corpos de hifas
Hemolinfa *»* * Toxina S
Aong KW ~1
- ”::_; Ev-
Crescimento vegetativo s f"; Q\S
e producio de toxinas o 7T TN

a) ~ -3 .,,

Extraido de: MASCARIN e JARONSKI (2016), adaptada pela autora (2022).

A espécie é bem difundida no controle biolégico de pragas, sendo amplamente
utilizado contra lagartas, tripes, hemipteros, incluindo mosca branca, pulgdes, psilideos,
cochonilhas, percevejos, cigarrinhas, além de uma ampla variedade de Curculionidae e
Chrysomelidae (MASCARIN; JARONSKI, 2016).

Como exemplo de uso de B. bassiana no controle de pentatomideos na soja, tem-
se 0 estudo realizado com o percevejo-marrom por Nora et al. (2020) que demonstrou a
eficiéncia de 100% no controle de adultos de E. heros com a aplicacdo de suspensoes
flngicas a uma concentracdo de 1 x 108 conidios/mL dos isolados fiingicos: UFSM-1,
UFSM-2 e UFSM-26 ap06s 15 dias da aplicacdo. Na mesma concentragdo fangica, trabalhos
realizados por Silva-Santana et al. (2021) e Zambiazzi et al. (2012) constataram 96% e 100%
de mortalidade de adultos de E. heros, respectivamente, usando diferentes isolados da
especie.
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2.3.2 O parasitoide de ovos Telenomus podisi

No controle bioldgico os microhimendpteros da ordem Hymenoptera constituidos
por pequenas vespas possuem grande importancia, pois as fémeas realizam suas posturas no
interior do corpo de lagartas, pulgdes e ovos de percevejos. O microhimenoptero Telenomus
podisi Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae) é uma espécie de parasitoide de ovos de
insetos-praga da ordem Hemiptera pertencentes a familia Pentatomidae (FREITAS et al.,
2010; PACHECO; CORREA-FERREIRA, 2000; TOGNON et al., 2013).

O parasitoide tem como hospedeiro preferencial o percevejo, E. heros e na sua
auséncia, pode parasitar ovos de outros pentatomideos como Piezodorus guildinii
(Westwood, 1837), Nezara viridula (Linnaeus, 1758), Tibraca limbativentris (Stal, 1860)
(BORGES et al., 2003; MEDEIRQOS et al., 1997; SUJII et al., 2002) mostrando a sua
adaptacdo a diferentes hospedeiros.

O ciclo de desenvolvimento de T. podisi é de 10 a 13 dias ap0s o0 parasitismo e a
emergéncia dos adultos ocorre quando as condi¢des sdo adequadas. O parasitoide se
desenvolve inteiramente dentro do ovo do hospedeiro passando pelas fases de ovo, larva e
pupa, a temperatura de 25 °C, com duracdo média de 17, 105 e 120 horas, respectivamente,
para cada fase (Figura 8).

O ovo do hospedeiro apresenta coloracdo amarela, com o desenvolvimento do
parasitoide, alteram para a cor cinza que corresponde a fase larval, posteriormente para o
castanho e, na fase de pupa, tornam-se pretos (Figura 8) (BUENO et al., 2012). Os adultos
emergem através de um orificio circular ap6s o corte do opérculo do ovo. Os machos
emergem 1 a 2 dias antes das fémeas para garantir a copula, quando as fémeas iniciam o
processo de emergéncia com a mastigacdo do cérion do ovo, os machos logo séo atraidos
(BUENO et al. 2012; JOHNSON, 1984; HAJEK; EILENBERG, 2007).

O adulto de T. podisi apresenta coloracdo preta, mede aproximadamente 1mm a
2mm de comprimento, alimenta-se de mel e substancias agucaradas (PARRA et al., 2002).
A espécie apresenta dimorfismo sexual pelo tipo de antenas, sendo as da fémea clavada,
enquanto as dos machos filiformes (Figura 8) (MARGARIA et al., 2009).
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Figura 8. Ciclo de desenvolvimento de Telenomus podisi na cultura da soja.
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Extraido de: BUENO et al. (2012).

No campo, as fémeas localizam o hospedeiro por meio de estimulos quimicos
volateis (semioquimicos), estimulos mecanicos como rastros do movimento do hospedeiro
(BORGES et al., 2003; COLAZZA et al., 1999; CONTI; COLAZZA, 2012; FONTES;
INGLIS, 2020), cores do substrato e dos ovos que possuem efeito no comportamento de
busca dos hospedeiros pelos parasitoides (AQUINO et al., 2012; SOUZA et al., 2019).

Os parasitoides podem também ser atraidos por um complexo de volateis liberados
por diversas plantas, como a soja, feijéo, feijao guandu, milho, arroz e girassol, quando as
ninfas e adultos de percevejos induzem a producéo e liberacao pela herbivoria (COLAZZA
et al.,, 2004; DIAS, 2015; MELO-MACHADO et al.,, 2014; MORAES et al., 2008;
MICHEREFF et al., 2011).

Os sinais vibratdrios emitidos para comunicacdo sexual dos percevejos também
ajudam na localizacdo dos ovos pelas fémeas de T. podisi, que ao escutarem 0s sinais

vibratorios, sdo estimuladas a aumentar a taxa de rotacdo por meio da emissao de som pelas
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fémeas dos percevejos, o que indica um efeito no comportamento cinético das fémeas dos
parasitoides (LAUMANN et al., 2007).

As fémeas de T. podisi, ao encontrarem uma massa de ovos de percevejos, utilizam
as antenas em um movimento repetitivo para tatear os ovos, inserem o ovipositor na base do
0VO e assim conseguem perceber se este ja esta parasitado ou ndo (JOHNSON, 1984).
Quando ndo parasitados, injetam substancias que causam a morte do hospedeiro por efeitos
toxicos durante a oviposicao nos ovos do hospedeiro ou o proprio crescimento do embrido
do parasitoide leva o hospedeiro a morte pelo consumo de nutrientes do ovo (BORGES et
al., 1999: CORREA-FERREIRA; PANIZZI, 1999; HAJEK; EILENBERG, 2007; PARRA
etal., 2002).

Ao concluir a oviposicdo, no interior do ovo do hospedeiro, procede a sua marcacao
pela passagem do ovipositor sobre a superficie do ovo parasitado, deixando um feroménio
que servird as demais fémeas para o reconhecimento dos ovos ja parasitados. Em caso de
ocorrer superparasitismo, em que mais de um ovo do parasitoide é depositado em um Unico
ovo hospedeiro, ocorre competicdo entre as larvas do parasitoide de primeiro instar e
somente uma larva sobrevive, completando seu desenvolvimento (HAJEK; EILENBERG,
2007).

As fémeas sdo capazes de ovipositar desde o primeiro dia apds sua emergéncia,
entretanto a taxa de oviposicdo mais elevada ocorre no segundo dia de vida, com alta
producdo de fémeas na progénie, sendo a fecundidade média de 104 ovos (HAJEK;
EILENBERG, 2007; SILVA et al., 2018). Fémeas que ovipositam em ovos do hospedeiro
logo nos primeiros dias de vida, é observada em sua prole uma maior propor¢do de fémeas
em relagdo a machos, mas, conforme aumenta a idade da fémea, ocorre uma inversao nessa
proporcdo (BUENO et al., 2012; PACHECO; CORREA-FERREIRA, 1998).

Devido a eficiéncia no parasitismo de T. podisi, 0 uso do parasitoide tem sido uma
estratégia no manejo integrado de pragas (MIP). A liberacdo de T. podisi em campo para
uso no controle biologico de percevejos deve ser realizado com a chegada dos primeiros
percevejos adultos. As pupas de T. podisi podem ser liberadas encapsuladas ou né&o
protegidas, porque possuem eficacia semelhante (BUENO et al., 2020).

Em areas manejadas da soja com controle biolégico e manejo convencional, Golin
(2014) observou em duas safras que a liberacdo de 5.000 vespas/hectare nao foi suficiente
para reduzir a populacdo de E. heros abaixo do nivel de dano. Pernambuco Filho (2018), ao

testar diferentes quantidades de ovos de E. heros parasitados por T. podisi para liberagcdo em
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lavouras experimentais de soja, observou eficacia no controle apos a liberagdo de 6.500 ovos
parasitados/hectare.

Bueno et al. (2020) em estudo realizado em lavoura de soja no Parana durante safras
consecutivas, observaram que na safra 2018/19 houve aumento do parasitismo de ovos de
E. heros com a liberacdo de 18.750 pupas de T. podisi/hectare encapsuladas ou desprotegidas
associados a pulverizacBes de fungicidas. Também foi constatado que a liberacéo de T.

podisi e a pulverizacdo com uso de inseticida demostrou controle semelhante para E. heros.

2.4 SELETIVIDADE DE INSETICIDAS BIOLOGICOS A Telenomus podisi

Em qualquer lavoura que se utilize do manejo integrado de pragas, a atencdo na
seletividade de produtos quimicos, bioldgicos e ou alternativos usados para controlar a praga
alvo deve ser redobrada, porque esses produtos podem atingir inimigos naturais que sdo
importantes agentes do controle bioldgico. A seletividade é uma propriedade que produtos
podem apresentar por controlar com sucesso a praga visada com o menor impacto possivel
sobre os inimigos naturais (DENT, 2000; FERNANDES et al., 2013).

Produtos fitossanitarios, quando ndo seletivos, podem influenciar na sobrevivéncia
e/ou permanéncia de um inimigo natural na area pelo contato direto, efeito letal e ou efeitos
subletais do produto. A suscetibilidade dos inimigos naturais pode ser maior ou menor
dependendo do tipo parasitoide ou predador, a espécie, a sensibilidade do estagio de vida do
individuo (ovo, larva, pupa ou adulto), o estagio de desenvolvimento do hospedeiro, a taxa
de aplicacdo do produto, o periodo da aplicacdo e 0 modo de acdo do produto (CLOYD,
2005).

Todo produto apresenta dois tipos de seletividade, a fisioldgica e a ecoldgica. A
fisioldgica se manifesta devido a diferencas fisiologicas entre as pragas, predadores e
parasitoides, sendo que as pragas sdo mortas a uma concentra¢do do produto que néo afeta
0s inimigos naturais (SOARES et al., 2008). Os processos envolvidos nesse tipo de
seletividade séo absorcdo, penetracao, transporte e ativacédo de inseticidas, 0s quais quando
agem em diferentes intensidades, resultam em toxicidade diferencial em duas espécies.
Ainda podem ser incluidos nesses fatores, processos como retencdo e excre¢do desses
compostos, detoxificacdo e insensibilidade dos pontos de acdo dos insetos (FOERSTER,
2002; GUSMAO et al., 2000).

A seletividade ecoldgica baseia-se nas diferencas ecoldgicas existente entre as

pragas e 0s inimigos naturais por comportamento ou habitat entre as espécies, possibilitando
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que o produto entre em contato com determinada espécie. Pode-se obter seletividade
ecoldgica dos agrotoxicos em fungdo da estratégia de aplicacdo a ser adotada no controle das
pragas. Essa seletividade requer um conhecimento amplo dos aspectos bioldgicos,
ecologicos, de flutuacdo populacional das pragas e dos artrépodes benéficos (SOARES et
al., 2008; STARK et al., 2007).

Inseticidas quimicos do tipo neurotdxicos como carbamatos, fosforados, piretréides
e neonicotindides, possuem seletividade fisioldgica reduzida, em favor da semelhanca no
processo de transmissdo dos impulsos nervosos da praga e de insetos ndo-alvo (CASIDA,
DURKIN, 2013). A manipulagdo de dosagens € uma alternativa para aumentar a seletividade
fisiologica de maneira que a densidade populacional da praga fique abaixo do limiar de
controle e parametros como sobrevivéncia e reproducdo de inimigos naturais ndo sejam
alteradas (YOUN et al., 2003; YOUSSEF et al., 2004).

Varios trabalhos tém sido realizados para avaliar a seletividade de diferentes classes
de produtos fitossanitarios ao parasitoide de ovos, T. podisi. Apesar do crescimento do uso
de produtos a base de fungos entomopatogénicos por produtores, as pesquisas sobre a
seletividade de organismos ndo-alvo precisam ser melhor desenvolvidas. No estudo
realizado em laboratério por Agtero e Neves (2014), constataram que o isolado UEL 50 de
M. anisopliae ndo afeta o parasitismo e a viabilidade de T. podisi, porém, a emergéncia foi
reduzida em 25,81% quando o fungo foi pulverizado sobre ovos parasitados. Como reducéo
da emergéncia do parasitoide foi pequena em comparacdo a testemunha, os autores
consideraram que M. anisopliae € seletivo a T. podisi, recomendando a separacdo ao maximo
das pulverizagdes do fungo e das liberagdes do parasitoide.

Battisti et al. (2020), verificaram que quando as fémeas de T. podisi sdo expostas
ao parasitismo de ovos de E. heros tratados com produtos formulados e comercializados a
base de Metarril® (M. anisopliae) e Boveril® (B. bassiana), o parasitismo (%) e a
emergéncia (%) da prole ndo sdo afetadas. Um outro estudo de Battisti et al. (2022), com
produtos formulados e comercializados também foram alvo de estudo de Battisti et al.
(2022), em condicGes de laboratdrio, suspensdes dos produtos Metarril® (M. anisopliae) e
Boveril® (B. bassiana) entraram em contato com as fémeas de T. podisi em um periodo de
24 a 72 horas e foi observado que houve reducédo na longevidade das fémeas, entretanto o
parasitismo e a razdo sexual ndo foram afetados. Na porcentagem de emergéncia de F1 das
fémeas expostas a um contato de 72 horas houve redugdo, com 10,3% para M. anisopliae e

10,2% para B. bassiana, em relacdo ao controle (45,3%).
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Patogenicidade e viruléncia de fungos entomopatogénicos sobre o percevejo-marrom

da soja e seletividade ao seu parasitoide de ovos
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Patogenicidade e viruléncia de fungos entomopatogénicos sobre o percevejo-marrom
da soja e seletividade ao seu parasitoide de ovos
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Resumo — Visando selecionar isolados fangicos entomopatogénicos para o controle
microbiano de Euschistus heros sobre suas fases do desenvolvimento (ovo, 3" instar ninfal e
adulta) de maneira que seja seletivo para o parasitoide de ovos, Telenomus podisi,
realizaram-se dois experimentos. No primeiro experimento, avaliou-se a viruléncia e a
patogenicidade dos isolados das espécies Metarhizium anisopliae (CG 168; IBCB 425) e
Beauveria bassiana (LPP 129; LLP SP1) sobre as fases do desenvolvimento de E. heros, no
qual foram preparadas suspensdes a 1x10% conidios viaveis/mL. No segundo experimento,
estudou-se a seletividade ao parasitoide em ovos de E. heros parasitados e ndo parasitados
tratados com as suspensdes dos isolados CG 168 e IBCB 425, que foram escolhidos de
acordo com a suscetibilidade observada na fase de ovo no primeiro experimento. A fase de
ovo de E. heros foi suscetivel aos isolados CG 168 e IBCB 425. Todos os isolados foram
patogénicos para ninfas de 3 instar e adultos de E. heros. O isolado IBCB 425 é seletivo a
Te. podisi em ovos de E. heros. Conclui-se que todos os isolados flngicos foram patogénicos
para E. heros na fase ninfal (3" instar) e adulta, entretanto com nivel de viruléncia diferentes.
O isolado M. anisopliae CG 168 foi eficiente no controle de E. heros em todas as fases de
desenvolvimento, ndo sendo seletivo ao T. podisi por comprometer o desenvolvimento do
parasitoide. O isolado M. anisopliae IBCB 425 foi eficiente no controle de ovos e adultos de
E. heros e seletivo para o parasitoide de ovos T. podisi.

Termos para indexacdo: controle bioldgico, Euschistus heros, Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana, controle microbiano, Telenomus podisi.

Abstract — In order to select entomopathogenic fungal isolates for the microbial control of
Euschistus heros on their developmental stages (egg, 3rd nymphal instar and adult) in a way
that is selective for the egg parasitoid, Telenomus podisi, two experiments were carried out.
In the first experiment, the virulence and pathogenicity of isolates of the species Metarhizium
anisopliae (CG 168; IBCB 425) and Beauveria bassiana (LPP 129; LLP SP1) were
evaluated on the developmental stages of E. heros, in which suspensions were prepared at
1x10® viable conidia/mL. In the second experiment, the selectivity to the parasitoid was
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studied in parasitized and non-parasitized E. heros eggs treated with suspensions of isolates
CG 168 and IBCB 425, which were chosen according to the susceptibility observed in the
egg phase in the first experiment. The egg stage of E. heros was susceptible to isolates CG
168 and IBCB 425. All isolates were pathogenic for 3rd instar nymphs and adults of E. heros.
Isolate IBCB 425 is selective for T. podisi in E. heros eggs.It was concluded that all fungal
isolates were pathogenic for E. heros in the nymphal (3rd instar) and adult stages, however
with different levels of virulence. The isolate M. anisopliae CG 168 was efficient in the
control of E. heros in all stages of development, not being selective to T. podisi for
compromising the development of the parasitoid. The isolate M. anisopliae IBCB 425 was
efficient in controlling eggs and adults of E. heros and selective for the parasitoid of T. podisi

eggs.
Index terms: biological control, Euschistus heros, Metarhizium anisopliae, Beauveria
bassiana, microbial control, Telenomus podisi.

Introducéo

O percevejo-marrom, Euschistus heros (F.) (Hemiptera, Pentatomidae), € um dos
principais insetos-praga da cultura da soja (Glycine max L.), com ocorréncia predominante
nas regides produtoras do Nordeste, Centro-Oeste e Sul do pais (Sosa-Gomez et al., 2020).
Os adultos e ninfas a partir do 3 instar limitam a produtividade da oleaginosa ao inserirem
o aparelho bucal nas vargens e grdos ocasionando a coalescéncia dos corpos proteicos e
degradacéo da parede celular (Tessmer et al., 2022).

A atividade alimentar de E. heros na soja gera consequéncias como escurecimento
do tecido embrionario das sementes, reducdo de massa, volume, diminui¢do do teor de dleo
dos grdos, inviabilidade da germinacdo e do vigor de sementes e a entrada de agentes
patogénicos no tecido vegetal (Sosa-Gémez et al., 2014; Sosa-Gdémez et al., 2020). Os danos
ocasionados na soja sao irreversiveis, ja que em altas densidades populacionais do
pentatomideo, estima-se que na colheita os grdos atacados apresentam peso 40% inferior aos
sadios implicando em perdas de até 10 sacas de soja por hectare (Sosa-Gémez et al., 2014;
Sosa-Gomez et al., 2020).

O manejo de E. heros geralmente é realizado com pulverizagcdes de inseticidas

quimicos de amplo espectro como organofosforados, piretroides e neonicotindides, sendo
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esses compostos presentes na maioria dos 75 produtos registrados para a cultura da soja no
Brasil (Agrofit, 2022). No entanto, a falta de estratégias no manejo de pragas, possibilita o
uso excessivo de produtos com mesmas moléculas quimicas e mesmo modo de acdo, o que
acarreta populagdes resistentes, danos ao ambiente e aos organismos nao-alvos (Tuelher et
al., 2018).

Nesse contexto, a busca por métodos alternativos ao controle quimico ou a
integracao de diferentes taticas de manejo € de suma importancia para o controle de E. heros.
Dentre as possibilidades, o uso do controle biolégico por meio do parasitoide de ovos,
Telenomus podisi (Ashmead, 1893) (Hymenoptera: Scelionidae) é uma alternativa eficiente
de controle, j& que o percevejo E. heros € um hospedeiro preferencial do macrorganismo
(Borges et al., 2003). Além desse himenoptero, destaca-se também os fungos
entomopatogénicos, Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin e Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. (Oliveira et al., 2016; Groth et al., 2017; Nora et al., 2020), os quais podem
atacar todas as fases de desenvolvimento dos insetos.

No Brasil, para E. heros sdo poucos os estudos relacionados ao uso conjunto de
fungos e o parasitoide de ovos, T. podisi (Agliero & Neves, 2014; Pazini et al., 2016; Battisti
et al., 2020). A seletividade de fungos entomopatogénicos a organismos ndo-alvo deve ser
considerada no Manejo Integrado de Pragas (MIP), pois mesmo sendo agentes de controle
biolégico podem afetar no desenvolvimento de inimigos naturais.

Portanto, estudos que avaliam a patogenicidade e viruléncia de fungos associados
a organismos benéficos sdo extremamente importantes, uma vez que a utilizacdo de
diferentes agentes de controle bioldgicos pode melhorar a eficiéncia no manejo de insetos-
praga. Logo, o objetivo da pesquisa foi avaliar a patogenicidade e viruléncia isolados
fangicos sobre o percevejo-marrom da soja e seletividade ao seu parasitoide de ovos T.

podisi.
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Material e Métodos
Local do estudo

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Entomologia e no Laboratorio
de Fitopatologia pertencentes ao Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade
Estadual do Maranhdo (UEMA), em Séo Luis, MA.

Criagao de Euschistus heros e Telenomus podisi

Os insetos utilizados nos experimentos foram oriundos de criagdo mantida no
laboratério de Entomologia em sala de criacdo sob condic¢Ges controladas de temperatura (25
+ 1°C), umidade relativa do ar (60 + 10%) e fotofase (12h). Na criacédo de E. heros, as ninfas
foram mantidas em gaiolas plasticas transparentes de 5L (33 cm x 21,8 cm x 10,3 cm) com
abertura central na tampa, fechada com tela de tecido ‘voil” até atingir a fase adulta. Na fase
adulta, os percevejos foram transportados para gaiolas plasticas transparentes de 7L com
capacidade maxima de 200 individuos (Borges et al., 2006; Silva et al., 2008).

Nas gaiolas de adultos foram dispostos pedacos de tecido ‘tule’ a fim de servir como
substrato para oviposicdo. Em placas de Petri forradas com papel filtro e contendo vagem
fresca de feijdo foram acondicionados os ovos coletados das gaiolas de adultos. A vagem
fresca de feijdo na placa de Petri tem como objetivo de evitar a desidratacdo dos ovos (Silva
et al., 2008).

A dieta dos percevejos foi composta de vagens de feijdo (Phaseolus vulgaris L.,
1753) distribuidas no interior das caixas e um mix de grdos composto de amendoim (Arachis
hypogaea L., 1753), soja [Glycine max (L) Merril (1917)] e semente de girassol (Helianthus
annuus L., 1753) (Borges et al., 2006; Silva et al., 2008; Oliveira et al., 2016).

Para a criagdo de T. podisi utilizou-se ovos E. heros com desenvolvimento

embrionario com menos 24 horas fixados em cartelas de cartolina branca (5,0 cm x 12,0 cm)
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com cola branca atdxica para parasitismo das fémeas por 48 horas. Ap6s o periodo de
parasitismo, as cartelas foram colocadas em recipientes plasticos (14,5 cm de altura x 43,0
cm de didmetro) vedados por filme PVC com pequenos orificios para permitir a oxigenagao.
Os recipientes com as cartelas foram mantidos em sala de criacdo nas mesmas condicoes
descritas anteriormente. Como alimento ao parasitoide foi disponibilizado um filete de mel
puro na lateral do recipiente de criacdo (Smaniotto et al., 2013).

Aquisicdo, cultivo e preparo das suspensdes dos isolados fungicos

Os isolados fungicos entomopatogénicos de M. anisopliae, CG 168 foi adquirido
da Embrapa Arroz e Feijao, GO e o IBCB 425 do Instituto Bioldgico de Campinas, SP,
enquanto os de B. bassiana (LPP 129 e LLP SP1) da Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), RJ.

A escolha do isolado CG 168 (M. anisopliae) se deve pela eficiéncia no controle do
percevejo-do-colmo do arroz, Tibraca limbativentris e bom desempenho na combinacgao
com inseticidas quimicos (Martins et al., 2004; Silva et al., 2013). O isolado IBCB 425 (M.
anisopliae) do Instituto Bioldgico foi escolhido por estar no mercado fitossanitario como
ingrediente ativo de 66 produtos bioldgicos no controle de algumas pragas como Deois
flavopicta, Bemisia tabaci raca B, Hypothenemus hampei, E. heros e Scaptocoris castanea
(Agrofit, 2022). Os demais isolados, LPP 129 (B. bassiana) e LPP SP1 (B. bassiana), que
séo provenientes da UENF ainda ndo foram utilizados para o controle de insetos.

Os isolados fangicos foram cultivados em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA) e incubados por 14 dias em camara climatizada do tipo B.O.D (26 + 1°C e 12 h de
fotofase). Apos o cultivo, o indculo de cada isolado foi preparado por raspagem dos conidios
presentes no meio de cultura BDA com o auxilio de uma espatula esterilizada e adigdo de 20
mL de espalhante adesivo a 0,01% (Tween 80®). O contelido da raspagem foi transferido

para um becker de vidro (50 mL) esterilizado.
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Para aumentar a quantidade de inoculo de cada isolado a ser utilizado nos
experimentos, usou-se a técnica de fermentacdo solida, descrita por Ferreira (2004) e
Mascarin & Quintela (2013). Para confirmar a viabilidade dos isolados fungicos apos a
multiplicacdo, foi avaliada a porcentagem de germinagdo dos conidios pelo método de
germinacao via espalhamento uniforme usado por Martins et al. (2004).

Apbs a confirmagdo acima de 90% da viabilidade dos isolados, para cada
experimento foram preparadas em camara de fluxo laminar vertical esterilizada com
irradiacdo UV as suspensdes de conidios a partir de 10g de arroz colonizado que foi retirado
com uma espatula esterilizada dos sacos da fermentacgdo solida e transferidos para tubos de
Falcon (50mL). A fim de que todos os conidios desprendessem da superficie dos gréos de
arroz, foi adicionado 40 mL de Tween 80® (0,01%) e com o auxilio do agitador Vortex houve
a separacdo dos conidios.

Em seguida, a suspensdo foi coada com gaze estéril e transferida para um becker
(100 mL) que posteriormente foi ajustada a concentracéo de 1 x 108 conidios/mL através da
contagem de conidios em uma camara de Neubauer com auxilio de um microscépio dptico.
Experimento 1 — Patogenicidade e viruléncia de isolados entomopatogénicos na fase de
ovo, ninfal (32 instar) e adulta de Euschistus heros

Trés bioensaios foram conduzidos com a fase de ovo, ninfal (3° instar) e adulta de
E. heros com os isolados descritos anteriormente. No bioensaio 1, ovos de E. heros (n=50)
com desenvolvimento embrionario inferior a 24 horas foram colocados em béquer (50mL)
e submersos em 2,5 ml de suspensdo flingica a uma concentracdo de 1x10® conidios
viaveis/mL + 0,01% de Tween 80®, durante 1 minuto com 7 repeticdes para cada tratamento
(Resquin-Romero et al., 2020).

No bioensaio 1, ovos de E. heros tratados e os ndo tratados apds as aplicacbes das

suspensoes fangicas foram colocados em placas de Petri forradas com papel filtro e vagem.
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Em seguida, as placas foram acondicionadas em camara climatizada do tipo B.O.D, sob
condigdes de temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70£5% e fotofase de 12 horas.
Para cada repetigdo (n=7) foram registrados diariamente em até dez dias o nimero de ninfas
eclodidas para o célculo da viabilidade dos ovos (%).

No bioensaio 2, ninfas de 3° instar de E. heros (n=25) foram colocadas em béquer
(50mL) e submetidas ao tratamento de 3,0 mL de suspenséo flngica a uma concentracdo de
1x10® conidios viaveis/mL + 0,01% de Tween 80®, durante 2 minutos com seis repeticoes
para cada tratamento (Resquin-Romero et al., 2020). A escolha de ninfas de 3- instar é devido
as sementes de soja atacadas apresentarem danos mais significativos em relacdo a ninfas de
2° instar (Tessmer et al., 2022).

Ap0s o tratamento, as ninfas foram mantidas em gaiolas plasticas forradas com
papel toalha e com a dieta ja descrita conforme a criacdo de E. heros. Posteriormente, as
gaiolas foram acondicionadas em cémara B.O.D nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente.  As ninfas foram observadas até atingirem o 4° instar e registrados
diariamente os dados de mortalidade e a proporcdo da viabilidade ninfal (%).

No bioensaio 3, casais de E. heros (n= 25) foram colocados em béquer (100 mL)
com 4mL de cada suspensdo fungica durante 2 minutos, havendo somente o contato com
insetos. Em seguida, os casais foram acondicionados individualmente em gaiolas plasticas
(7,40 cm de altura x 35,0 cm de diametro) forradas com papel filtro contendo dieta ja descrita
e um pedaco de tecido tipo ‘tule’ como substrato para oviposicdo. Para cada casal (n=25)
foram registrados diariamente em até sete dias o numero de ovos/fémea, nimero de
posturas/fémea e a mortalidade (%).

As testemunhas de todos 0s bioensaios do experimento 1 foram constituidas por
ovos, ninfas (3° instar) e adultos sem tratamento fingico e tratamento com Tween 80® a

0,01% com mesmo volume e tempo de exposi¢do das suspensdes fungicas.
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Experimento 2 - Seletividade de isolados fungicos ao parasitoide Telenomus podisi

Os isolados de M. anisopliae (CG 168 e IBCB 425) foram selecionados para a
montagem de dois bioensaios em réplicas com tratamento de ovos de E. heros em pré e pds-
parasitismo baseados no estudo de patogenicidade e viruléncia avaliados no experimento 1.
Os isolados foram cultivados e realizados testes de viabilidade para o preparo das suspensoes
nas mesmas condigfes conforme descrito anteriormente. Nos dois bioensaios, duas
testemunhas foram utilizadas e constituidas por ovos sem tratamento e ovos tratados com
2,5 mL de Tween 80® a 0,01% por 1 minuto.

Bioensaio 1. Efeito dos fungos entomopatogénicos no parasitismo de Telenomus podisi
(pré-parasitismo) em teste sem chance de escolha

Ovos de E. heros (n=50) com menos de 24 horas de desenvolvimento embrionario
foram tratados em um béquer por 1 minuto com 2,5 mL de suspensdo fungica a uma
concentragdo de 1x108 conidios viaveis/mL + 0,01% de Tween 80®. Apds a imerséo, 0s
ovos foram secos em temperatura ambiente por 1 hora, e em seguida fixados com cola branca
atoxica em cartela branca de cartolina (n=20) (5,0 cm x 0,8 cm).

Em seguida, com a secagem da cola, as cartelas foram colocadas em tubos de vidro
de fundo chato (10 cm de altura x 2,5 cm de diametro) contendo em seu interior um casal de
Te. podisi com até 72 horas apds a emergéncia, sem alimento e sexado de acordo com
dimorfismo das antenas, a fim de que a fémea realizasse o parasitismo por 24 horas. Apds
0 periodo de parasitismo, o casal foi retirado e os tubos foram vedados com filme de
policloreto de vinila (PVC) e acondicionados em estante de tubos em sala de criagdo com
ambiente controlado (25 + 1°C, UR 70 + 5% e 12h de fotofase) (Battisti et al., 2020).
Bioensaio 2. Seletividade de fungos entomopatogénicos para o estagio larval de

Telenomus podisi (p6s-parasitismo).
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Ovos de E. heros (n=50), sem tratamento fungico, fixados em cartelas de cartolina
(n=20) foram oferecidos para um casal de Te. podisi para o parasitismo por 24h. Ap6s o
periodo de parasitismo, as cartelas foram retiradas dos tubos e tratadas com as suspensdes
fangicas com o mesmo volume e tempo de exposi¢do do bioensaio 1. As cartelas foram secas
em temperatura ambiente por 1 hora e em seguida transferidas para novos tubos vidro de
fundo chato devidamente vedados com filme PVC.

Nos dois bioensaios, foram realizadas observacdes diarias até a emergéncia dos
parasitoides e avaliou-se as seguintes caracteristicas bioldgicas: parasitismo (%), emergéncia
(%), numero de ovos parasitados ndo emergidos, niumero de fémeas, numero de machos e
razdo sexual. O parasitismo foi constatado pela coloragdo enegrecida dos ovos, devido a
deposicéo de sais de urato da excregéo das larvas conforme descrito por Cénsoli (1997).
Delineamento experimental e analises matematicas e estatisticas

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) para o experimento de
patogenicidade e viruléncia de isolados entomopatogénicos na fase de ovo, ninfal (3 instar)
e adulta de E. heros, bem como, para o de seletividade ao parasitoide, T. podisi. No
experimento de seletividade ao parasitoide foram realizadas analises matematicas, no qual o
percentual de parasitismo para cada tratamento e controle foram calculados considerando o

numero de ovos por cartela (50) como 100%.

A emergéncia em percentagem foi calculada como: Pe = % %X 100, onde, Pe € a
percentagem de emergéncia; Te é o total emergido; e To é o total de ovos parasitados. A
razdo sexual foi calculada como: R = M:ﬁ , de acordo com a equacéo relatada por Pastori

et al., (2010), onde, R é a razdo sexual da prole; Me € o total de machos emergidos; e Fe é 0

total de fémeas emergidas.
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Antes das analises estatisticas, usando o programa R (R Core Team 4.1.3), todos
dados do experimento foram testados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e homogeneidade de variancias pelo teste de Hartley. Os dados que apresentaram
distribuicdo normal (p>0,05) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando
significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Dados que ndo seguiram normalidade foram analisados pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis.

Alguns dados como viabilidade ninfal, nimero de ovos/fémea e numero de
postura/fémea foram estimados a partir de modelos lineares generalizados (GLM, familia
quasibinomial). Para determinar diferencas entre os tratamentos, foi utilizada analise de

contraste utilizando o pacote RT4Bio e 0 comando coms.

Resultados e Discusséo

Este estudo fornece informacdes sobre a patogenicidade e viruléncia de fungos
entomopatogénicos sobre o0 percevejo-marrom da soja e seletividade ao parasitoide de ovos,
Te. podisi realizado em condi¢des de laboratério, pois a liberacdo da comercializacdo Te.
podisi como produto macrobiol6gico em lavouras de soja no Brasil foi publicada em
especificacdo de referéncia pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento no
Brasil em setembro de 2019 (Mapa, 2019).

A literatura relata varias pesquisas com E. heros quanto ao uso de fungos
entomopatogénicos (Sosa-Gomez & Moscardi, 1998; Oliveira et al., 2016; Nora et al., 2020;
Resquin-Romero et al., 2020) e de T. podisi, no entanto esses estudos foram realizados de
maneira isolada (Aglero & Neves, 2014; Battisti et al., 2020; Battisti et al., 2022). Nesse
sentido, estudos com o uso dos agentes de controle em conjunto abrem perspectivas para o

manejo de E. heros com o uso do controle biol6gico na cultura da soja no Brasil.
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Ao analisar o efeito do tratamento flngico por imersdao nos ovos de E. heros,
verificou-se que o isolado CG 168 influenciou negativamente na viabilidade de ovos de E.
heros. Os resultados mostraram que o isolado CG 168 de M. anisopliae exibiu drastica
reducdo (1,60%), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 1). Além disso,
foi observado crescimento micelial do isolado flngico sobre os ovos de E. heros em cerca
de seis dias apds o tratamento (Figura 2).

Ao analisar o efeito do tratamento flngico por imersdao nos ovos de E. heros,
verificou-se que o isolado CG 168 influenciou negativamente na viabilidade de ovos de E.
heros. Os resultados mostraram que o isolado CG 168 de M. anisopliae exibiu drastica
reducdo (1,60%), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 1). Além disso,
foi observado o crescimento superficial do isolado fingico sobre 0s ovos de E. heros em
cerca de seis dias apos o tratamento (Figura 2).

Essa constatacdo, sugere que o isolado foi capaz de penetrar o cérion, desenvolver-
se dentro do ovo e produzir novos conidios em sua superficie, assim como foi observado por
Garcia et al. (2005) e Sousa et al. (2021) com isolados do género Metarhizium em ovos de
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) e Aedes aegypti (L.) (Diptera:
Culicidae), respectivamente.

O uso de M. anisopliae (isolado CG 891) sobre ovos de Tibraca limbativentris Stal
1860 (Hemiptera: Pentatomidae) foi utilizado por Rampelotti et al. (2007) que afirmaram
que essa fase é suscetivel ao fungo, apresentando valores de Tempo Letal médio (TL50) de
5,53 dias e percentual de contaminagdo de 83%. Além disso, os autores evidenciaram que
nenhuma ninfa eclodida atingiu o segundo instar de desenvolvimento. Quintela et al. (2009)
ao avaliar os efeitos do isolado CG 168 de M. anisopliae sobre ovos de T. limbativentris nas
concentragdes de 10°, 106, 107, 108 conidios/mL, verificaram a inviabilidade dos ovos em

30, 65, 75 e 95%, respectivamente.
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A fase de ovo, segundo Silva et al. (2015) é o estdgio mais suscetivel para que
ocorra a infec¢do causada por fungos entomopatogénicos. A suscetibilidade nessa fase é
atribuida devido a falta de moléculas fungistaticas nos ovos como exemplo de aldeidos a,b-
insaturados. Os autores ao testarem o isolado fungico CG 168 em ovos com 5 dias de idade
de T. limbativentris nas concentragdes de 5 x 10% e 5 x 107 conidios. mL™, observaram que
houve diminuicdo na viabilidade dos ovos (3,8%) em comparagdo com o controle constituido
por Tween 80 (93,8%). As ninfas que ainda eclodiram foram infectadas por M. anisopliae
resultando em nenhum individuo vivo.

Para as ninfas de 3° instar de E. heros, todos os isolados foram patogénicos,
causando mortalidade em até 86% dos individuos avaliados. Entre os isolados fangicos foi
observada diferenca no grau de viruléncia sobre as ninfas de 3" instar de E. heros. Notou-se
que a mortalidade de ninfas de 3° instar tratadas com os isolados fiingicos CG 168 e LPP
129 foi superior a 80% quando comparados com IBCB 425 e LPP S1 (Figura 3).

Além disso, constatou-se que houve diferenca significativa na viruléncia dos
isolados pertencentes da mesma espécie (M. anisopliae — CG 168 e IBCB 425) e (B. bassiana
— LPP 129 e LPP S1) e quando se comparou com as testemunhas, todos diferiram
significativamente em relagdo ao controle (4%) e Tween 80® a 0,01% (6%) demonstrando
que o espalhante adesivo Tween 80® ndo causa efeito negativo sobre as ninfas e que a
mortalidade acima de 6% depende do isolado contido na suspensdo fungica (Figura 3).

Ao analisar a proporcio da viabilidade de ninfas de 4 instar de E. heros, apés a
infeccéo de ninfas de 3° instar, os isolados flingicos diferiram entre si e apresentaram menor
viabilidade quando comparados com as testemunhas (Figura 4). Os isolados LPP 129 (0,25)
e CG 168 (0,33) afetaram drasticamente na proporg¢do de ninfas vidveis, sendo que mais de
50% das ninfas avaliadas n&o atingiram o 4- instar devido a intensa colonizag&o do patdgeno

no interior do inseto e posterior morte (Figura 5).



323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

62

Além disso, foi observado que diferentes isolados da mesma espécie comportam-
se de maneira diferente em relacdo a patogenicidade. Isolados de uma mesma espécie de
fungo podem variar de maneira expressiva em sua capacidade de infectar, colonizar e matar
0 hospedeiro devido a quantidade de enzimas produzidas que degradam a cuticula do inseto
(Mascarin & Jaronski, 2016; Qu & Wang, 2018; Souza et al., 2020). Essa variabilidade é
reflexo da evolucéo da especificidade do patégeno com o hospedeiro, o que pode resultar
em formas diferentes de viruléncia por conta dos processos de infecgéo e colonizacéo (Joop
& Vilcinskas, 2016).

Em lavouras de soja, a presenca de ninfas de 3° instar de E. heros pode ser um
problema no manejo do percevejo-marrom, pois € nesse estagio em que a atividade alimentar
representa danos significativos (Tessmer et al., 2022). Nesse sentido, sugere-se que com o
monitoramento da populacdo do percevejo na lavoura e a partir de estudos a serem realizados
em condi¢des campo, o produtor podera fazer o uso de isolados fungicos para interromper a
mudanca de estagio de ninfas de E. heros de 3° para 0 4 ° instar.

O uso e eficiéncia de fungos entomopatogénicos na fase ninfal de pentatomideos
fitéfagos ja foi observada por Rampelotti et al. (2007) com M. anisopliae (CG 891) sobre as
fases do desenvolvimento de T. limbativentris em condicGes de laborat6rio e demonstraram
que ninfas de 2° e 3" instar s&o mais suscetiveis a infec¢do do que as ninfas de 4° e 5° instar.

Um outro estudo de Parker et al. (2015) com uso do bioinseticida comercial
(BotaniGard®) a base de B. bassiana sobre ninfas de 2° instar de Halyomorpha halys (Stél,
1855) (Heteroptera: Pentatomidae) observaram que a mortalidade de 80% e 100% foi
atingida em 9 e 12 dias ap6s o tratamento, respectivamente.

Os adultos de E. heros foram suscetiveis a todos os isolados flngicos com a
concentragdo de 1 x 108 conidios viaveis/mL (Figura 6) sem diferencas significativas entre

os isolados, diferindo das testemunhas controle (25%) e Tween 80 (22,5%). O isolado CG
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168 foi responsével por ocasionar 95% de mortalidade de adultos de E. heros em sete dias
apos o tratamento (Figura 6 e 7). Esse resultado sugere que os conidios dos isolados fungicos,
quando em processo de germinacdo, sdo capazes de superar as defesas quimicas do
hospedeiro que incluem compostos antifungicos que se encontram nas ceras epicuticulares
e compostos volateis toxicos produzidos pelas glandulas metatoracicas (Lopes et al., 2015;
Silva et al., 2015).

Um dos trabalhos pioneiros realizados em laboratério e campo de suscetibilidade de
pentatomideo foi realizado por Sosa-Gomez & Moscardi (1998), no qual demonstraram que
o isolado de B. bassiana (CNPSo-Bb56) foi menos eficiente no controle de P. guildinii, N.
viridula e E. heros quando comparado com o isolado de M. anisopliae (CNPSo-Mal2). Na
comparacao da eficiéncia do controle de M. anisopliae entre as espécies de percevejos,
notou-se que E. heros foi menos suscetivel, enquanto P. guildinii foi a espécie mais
suscetivel.

Zambiazzi et al. (2012) em estudo com adultos de E. heros submetidos a inoculacéo
de B. bassiana em diferentes concentra¢des (1 x 108 e 5 x 108 conidios/mL), constataram
100% de adultos mortos em nove dias para a maior concentracao e 95% em 11 dias para
menor concentragao.

A eficiéncia do isolado CG 168 foi reportada por Quintela et al. (2013) na concentracao
de 5 x 108 conidios/mL em adultos de T. limbativentris, no qual causou > 50% de
mortalidade em adultos. Além disso, a eficiéncia de CG 168 aumentou quando combinado
com doses subletais de tiametoxam ou lambda-cialotrina. Outro estudo, com 0 mesmo
isolado, realizado por Silva et al. (2015), nas concentragdes de 5 x 106 e 5 x 107 conidios/mL,
observaram que os adultos foram mais resistentes ao isolado em todas as concentragdes
quando comparado com ovos e ninfas durante 9 dias apds a inocula¢do. Os autores

apontaram que a resisténcia dos adultos é devido a producédo de extratos brutos de glandulas
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odoriferas exdcrinas que prejudicam a germinagdo de esporos, crescimento vegetativo e
esporulacao.

Mais recentemente, Nora et al. (2020) constataram a eficiéncia de 100% no controle
de adultos de E. heros ap6s 15 dias da inoculagdo no dorso dos percevejos de B. bassiana
(isolados UFSM-1, UFSM-2 e UFSM-26) a uma concentragio de 1 x 108 conidios/mL. Na
mesma concentracdo fungica, Silva-Santana et al. (2021) também observaram alta
mortalidade de adultos de E. heros (96%) ap6s 14 dias de inoculagdo com o isolado Unioeste
76 de B. bassiana.

Ao analisar a oviposicdo de fémeas de E. heros tratadas com fungos
entomopatogénicos, observou-se diminui¢cdo no numero de ovos durante sete dias apds a
inoculacdo com o isolado LPP 129 (24,80) que nédo diferiu da testemunha Tween 80 (16,30)
e que diferiram dos outros tratamentos (Figura 7).

Os isolados IBCB 425 (54,70) e LPP S1 (62,20) ndo influenciaram negativamente na
oviposicdo quando comparado ao controle (48,20) (Figura 8). Contudo foi observado
desenvolvimento fangico apds cinco dias da oviposi¢do em alguns ovos de fémeas de E.
heros tratadas com o isolado IBCB 425 (Figura 9), fato esse apenas encontrado no referido
estudo.

Em relacdo ao nimero de posturas por fémea de E. heros apés sete dias da inoculacéo
dos isolados fungicos, foi observado aumento quando as fémeas foram tratadas com os
isolados IBCB 425 e LPP S1, que nédo diferiram entre si, diferindo somente quando
comparados com os demais tratamentos (Figura 10).

Os resultados referentes ao efeito dos fungos entomopatogénicos sobre a oviposicao
das fémeas de E. heros, apontam que o isolado de B. bassiana LPP 129 provavelmente afeta
o potencial reprodutivo das fémeas e que o isolado de M. anisopliae IBCB 425 pode ser

capaz de inviabilizar os ovos das fémeas de E. heros. Nesse sentido, sugere-se que o possivel
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uso desses isolados em uma bioformulagdo pode trazer um aporte novo para novos
bioprodutos a serem langados no mercado fitossanitario.

No que se refere ao parasitoide de ovos, pode-se observar que Te. podisi parasita e
se desenvolve em ovos de E. heros previamente tratados e ndo tratados com M. anisopliae.
No entanto, os isolados de M. anisopliae afetaram as caracteristicas bioldgicas quanto ao
parasitismo, emergéncia, nimero de ovos parasitados ndo emergidos e nimero de fémeas
quando pulverizados antes do parasitismo (Tabela 1). No pos-parasitismo, também se
observou diferencas significativas apenas no parasitismo e no nimero de fémeas (Tabela 1).

O parasitismo de Te. podisi foi maior quando ovos de E. heros foram previamente
tratados com o isolado CG 168 (73,44%) que ndo diferiu das testemunhas, porém a
emergéncia foi afetada (73,20%) quando comparada com os demais tratamentos (Tabela 1).
Para o isolado CG 168, pode-se inferir que a suspensdo fungica foi capaz de penetrar nas
duas camadas protetoras (corion) do ovo do hospedeiro e da fase embrionéaria do parasitoide,
acarretando interferéncia no desenvolvimento larval e refletindo na emergéncia dos adultos.

A aplicacdo do isolado IBCB 425, afetou o comportamento do parasitismo
realizado pelas fémeas de Te. podisi (48,55%) quando comparado com o0s demais
tratamentos, porém a emergéncia dos adultos (90,97%) ndo foi comprometida (Tabela 1). A
diferenca no parasitismo em relacdo aos demais tratamentos indica que a presenca de
conidios do isolado IBCB 425 sobre os ovos de E. heros causou repeléncia nas fémeas de T.
podisi e comprometeu o comportamento de postura.

Nesse sentido, sugere-se que fémeas de Te. podisi podem identificar hospedeiros
contaminados por fungo, dependendo do isolado entomopatogénico, evitando assim que
ovos sejam parasitados. Potrich et al. (2017) observaram em teste de livre escolha com

Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em ovos de Anagasta
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kuehniella (Zeller) o mesmo comportamento observado neste estudo com os isolados
Unioeste 43 e ESALQ 1641 de M. anisopliae.

Fémeas de Te. podisi quando entram em contato com 0s ovos, geralmente, por meio
do contato fisico de suas antenas e sensilas de seu aparelho bucal examinam o hospedeiro.
A partir disso, desenvolvem uma série de comportamentos que incluem o reconhecimento,
a aceitacdo e a adequacgédo do hospedeiro que culminam com a oviposi¢do ou nédo. Estes
comportamentos séo objeto de selecdo para otimizar a oviposicéo e o desenvolvimento da
sua prole (Vinson, 1984).

Em estudo semelhante, Aguero & Neves (2014) verificaram que a pulverizacdo do
isolado UEL 50 de M. anisopliae sobre ovos ndo parasitados de E. heros ndo reduziu o
parasitismo (73,66%) de Te. podisi e a emergéncia dos ovos parasitados (68,80%). Battisti
et al. (2020) ao comparar produtos organicos formulados e comercializados em ovos néo
parasitados de E. heros por Te. podisi constataram que o Metarril ndo afetou o parasitismo
(66,00 %) e a emergéncia (81,93 %) dos parasitoides.

Em outro estudo com produtos quimicos e biologicos na cultura do arroz, Pazini et
al. (2016) observaram que o Metarril ndo interferiu no numero de ovos de E. heros
parasitados por Te. podisi e Tr. pretiosum em relacdo ao controle e que o produto foi
classificado como inofensivo (classe 1), com reducdo do parasitismo ndo superior a 10%
para ambos os parasitoides.

Ja em pds parasitismo, quando os ovos de E. heros foram tratados com o isolado
IBCB 425, observou que ndo houve diferenga significativa no parasitismo (67,50%) em
comparagdo com a testemunha controle (68,62%) (Tabela 1). O isolado CG 168 diminuiu o
parasitismo das fémeas de Te. podisi (45,25%), ndo diferindo do tratamento Tween 80 e
diferindo dos demais. A emergéncia, para ambos os isolados, ndo foi afetada quando

comparado com as testemunhas. Nosso estudo aponta que isolados de uma mesma espécie
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podem se comportar de maneira diferente sobre o inimigo natural da praga-chave E. heros,
de forma que o desenvolvimento do parasitoide é prejudicado.

A interferéncia no parasitismo das fémeas de Te. podisi ocasionado por M.
anisopliae CG 168, possivelmente ocorreu devido aos efeitos negativos que o isolado
promoveu na fisiologia do parasitoide. Esses efeitos podem ser o desequilibrio na producéao
de hormonios da ecdise, alteracdo na histogénese, melanizagdo cuticular, interferéncia
durante a mitose e ruptura mitocondrial (Moreira et al., 2010).

A melanizacdo cuticular dos ovos ocorre na fase de pré-pupa, no qual o ovo passa
a apresentar coloracdo enegrecida através do acumulo de sais de urato, processo esse
responsavel pela identificacdo do parasitismo (Consoli, 1997). Logo, possivelmente houve
a morte da larva de Te. podisi pelo fungo M. anisopliae CG 168, o que impediu a mudanca
da coloragéo dos ovos.

Assim como a emergéncia em um teste de pds-parasitismo na fase larval pode ndo
ser afetada, dependendo do isolado fungico e do hospedeiro, Amaro et al. (2015) em teste
sem chance de escolha com aplicacdo de Metarril na fase pupal (92 horas apds parasitismo),
observaram que ndo houve reducdo na emergéncia de Tr. pretiosum. J& no trabalho de
Aguero & Neves (2014), a emergéncia dos parasitoides foi afetada apo6s a pulverizacdo da
suspensdo 1 x 10° conidios viaveis/mL+ 0,01% de Tween 80 de M. anisopliae (Isolado UEL
50) sobre ovos de E. heros por Te. podisi em fase de pupa.

Pode-se notar que houve aumento nos ovos parasitados ndo emergidos quando os
ovos de E. heros foram tratados com o isolado CG 168 (9,94) e posteriormente parasitados
por Te. podisi, apresentando diferenca significativa com os demais tratamentos (Tabela 1).
Isso demonstra que a presenca de conidios do isolado CG 168 no interior do ovo do

hospedeiro afetou o desenvolvimento do parasitoide (Tabela 1).
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O numero de fémeas do parasitoide Te. podisi obtidas de ovos de E. heros em pré
e pos-parasitismo tratados com fungos entomopatogénicos apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos analisados (Tabela 1). No pré-parasitismo, o isolado
IBCB 425 (16,83 %) diferiu da testemunha controle e apresentou 0 menor nimero de fémeas,
enquanto o CG 168 (19,88%) apresentou comportamento intermediario assim como a
testemunha Tween 80 (Tabela 1). No po6s-parasitismo, o isolado CG 168 reduziu o nimero
de fémeas da prole (15,31%) quando comparado com IBCB 425 (24,43%) que ndo diferiu
da testemunha controle (Tabela 1).

Para o numero de machos nao houve diferengas significativas entre os tratamentos,
assim como para a razéo sexual (Tabela 1). Potrich et al. (2017) ao comparar isolados de M.
anisopliae (Unioeste 43 e ESALQ 1641) sobre ovos de A. kuehniella apds 24 horas de
parasitismo de Tr. pretiosum, observaram que ndo houve efeito na razio sexual quando ovos
parasitados foram tratados com os isolados. A razdo sexual € um parametro importante para
0 sucesso em programas de controle bioldgico aplicado, pois quando é proxima de 1 indica
que havera maior emergéncia de fémeas e, portanto, espera-se maior parasitismo (Bueno et
al., 2009).

Em outro estudo de pds-parasitismo realizado por Battisti et al. (2020) observaram
que apbés 24 horas de parasitismo de Te. podisi, a aplicacdo de Metarril sobre ovos
parasitados ndo interfere no nimero de fémeas e de machos, bem como na razdo sexual da
prole quando comparada a testemunha e a outro fungo entomopatogénico comercial a base
de B. bassiana, Boveril (Isolado ESALQ-PL63).

O isolado CG 168, originalmente isolado do percevejo-do-colmo do arroz T.
limbativentris (Silva et al., 2013), destacou-se como eficiente no controle do percevejo-
marrom em todas as fases de desenvolvimento de E. heros. Quando usado associado com

Te. podisi em ovos de E. heros antes do parasitismo sem nenhum intervalo entre 0 uso dos
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agentes bioldgicos, constatou-se que ndo houve repeléncia das fémeas do parasitoide sobre
os ovos de E. heros com os conidios do fungo, entretanto a emergéncia da prole foi
prejudicada em quase 30%.

Em um programa de controle biol6gico, a permanéncia da densidade populacional do
parasitoide que controle a densidade da praga é imprescindivel para 0 sucesso no manejo,
logo sugere-se que estudos em campo devem ser realizados com o isolado CG 168 associado
com a liberacdo do parasitoide Te. podisi em diferentes densidades populacionais, assim
como o estudo de possivel efeito subletal em outras gerac@es do parasitoide em laboratorio.

Em outra estratégia de uso, apds o parasitismo de 24 horas, o isolado CG 168 interfere
no desenvolvimento larval do parasitoide, de modo que os ovos parasitados apresentaram
reducdo abaixo de 50% de adultos sem que houvesse interferéncia na emergéncia. Diante
disso, M. anisopliae CG 168 ndo pode ser usado na fase larval de Te. podisi. Outros estudos
em laboratdrio, que avaliem o uso do CG 168 em ovos parasitados nas fases de pré- pupa e
pupa do parasitoide devem ser realizados com o intuito de verificar o tempo de aplicacdo do
isolado flngico ou o uso em pds-parasitismo.

Os resultados deste estudo apontam M. anisopliae IBCB 425, isolado presente como
ingrediente ativo de muitos produtos bioldgicos comerciais e recentemente liberado para E.
heros pelo MAPA (Agrofit, 2022), apresentou um bom desempenho no controle de ovos e
adultos de E. heros. Somando-se a isso, foi constatado a seletividade do isolado a T. podisi,
apesar da repeléncia que as fémeas sofrem no pré-pasistimo, o desenvolvimento da geracéo
F1 ndo foi afetada demonstrando que esses agentes de controle biolégico podem ser
utilizados conjuntamente em estratégias de manejo do percevejo-marrom na soja.

Nesse sentido, o isolado IBCB 425 de M. anisopliae pode ser utilizado em conjunto
com Te. Podisi em lavouras de soja, desde que outros estudos em condigdes de laboratorio

sejam realizados, levando em consideracdo os efeitos subletais nas proximas geracfes do
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parasitoide. Estudos em condic¢Ges de campo também precisam ser realizados para confirmar
a seletividade, pois os testes de laboratdrio sdo feitos em condigdes totalmente controladas,

0 que n&o ocorre em campo.

Conclusdes

1. Todos os isolados de M. anisopliae e B. bassiana foram patogénicos para E. heros
na fase ninfal (3" instar) e adulta, entretanto com niveis de viruléncia distintos.

2. O isolado M. anisopliae CG 168 foi eficiente no controle de E. heros em todas as
fases de desenvolvimento (ovo, 3° instar ninfal e adulta), ndo sendo seletivo ao T. podisi por
comprometer o desenvolvimento do parasitoide.

3. O isolado M. anisopliae IBCB 425 foi eficiente no controle de ovos e adultos de

E. heros, sendo seletivo para o parasitoide de ovos T. podisi.
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773  Figura 1. Viabilidade de ovos de Euschistus heros tratados com isolados de Metarhizium

774 anisopliae e Beauveria bassiana a uma concentragdo de 1 x 108 conidios/mL.
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776 Letras distintas indicam diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Figura 2. Ovos de Euschistus heros com crescimento fungico do isolado CG 168 a uma

concentragdo de 1 x 108 conidios/mL.
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816  Figura 3. Mortalidade de ninfas 3° instar de Euschistus heros apds a aplicacdo de isolados
817 Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae a uma concentracio de 1x108 conidios

818  viaveis/mL.
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821 Letras distintas indicam diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).
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832  Figura 4. Proporcéo da viabilidade de ninfas 4° instar de Euschistus heros apés aplicagdo de
833 isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae a uma concentragdo de 1x10®

834  conidios viaveis/mL em ninfas 3° instar.
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836 Letras distintas indicam diferencas significativas entre os tratamentos a partir do modelo linear generalizado
837  (GLM, familia quasibinomial) (p<0,05).
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Figura 5. Conidiogénese dos isolados CG 168 de Metarhizium anisopliae (A) e LPP 129 de
Beauveria bassiana (B) na superficie corporal de ninfa de 3° instar de Euschistus heros ap6s

inoculagdo com 1x108 conidios viaveis/mL.
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875 Figura 6. Mortalidade de adultos de Euschistus heros apds a inoculacdo com isolados
876  Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae a uma concentracdo de 1x108 conidios

877  viaveis/mL.
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Figura 7. Conidiogénese do isolado CG 168 de Metarhizium anisopliae na superficie

corporal de adulto de Euschistus heros apds inoculagdo com 1x10® conidios viaveis/mL.
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Figura 8. Oviposicdo de fémeas Euschistus heros apds sete dias da inoculagdo com
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana na concentracdo de 1x10® conidios

viaveis/mL.
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Figura 9. Fémea de Euschistus heros inoculada com isolado IBCB 425 Metarhizium
anisopliae. A — Infeccdo do aparelho reprodutor pelo isolado fungico IBCB 425. B — Ovos

com infec¢do fungica provenientes de fémea inoculada com IBCB 425.
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957  Figura 10. NUmero de posturas em 7 dias de fémeas Euschistus heros inoculadas com
958  Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana na concentragdo de 1x10® conidios
959  viaveis/mL.
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Tabela 1. Caracteristicas biologicas (média + Erro Padrdo) de Telenomus podisi obtidas em ovos de Euschistus heros tratados com Metarhizium

anisopliae em pré e pos-parasitismo em condicGes de laboratorio (Temp. 26 + 2°C, UR de 60 £ 10% e fotofase de 14h). S&o Luis, MA. 2022.

. . Ovos parasitados nao Namero Namero x
Tratamentos Parasitismo Emergéncia emerdidos? de de Razao
(%)* (%)? g fémeas! machos? sexual®
Controle 23942504 893241842 405+0,72b 2561+223a  661+193a 078+005a
Tween80  geoo04420a  9239+165a 261+061b 2227+266ab  7.77+158a 0,70+006a
Pré- CG 168 7344+384a  73.20+269b 994+1,08a 1988+173ab  688+115a 073+004a
parasitismo IBCB425  4855+264b 9097+234a 227+0,69b 1683+1,88b  516+170a 0,76+0,06a
F/H 11,93* 24.72% 27.28% 2 96* 5 89" 358
p-Valor 0,000002 0,0001 0,0001 0,038 0,1168 0,3095
Controle  co604260a  8589+249a 4.93+0,86a 2350+209a 587+13la 086+003a
Tween80 53154281 h  8983+185a 2,75+ 0,49 a 1843+235ab 537+196a 091+00la
e, CGI68  45254617b 839543852 3,68+ 1,022 1531£291b  36:152a 089:002a
parasitismo IBCB425  6750+344a 86,18+169a 456 +056a 2443+219a  475+192a 090+0,00a
F/H 17,89* 1,03 1,59 3.19% 460" 0,24
p-Valor 0,0005 0,5864 0,1990 0,0298 0,203 0,9694

1 Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

2 Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).

"s N&o significativo nos testes de Tukey e Kruskal Wallis.
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4, CONSIDERA(;OES FINAIS

O controle bioldgico de pragas € uma alternativa sustentavel para E. heros na
cultura da soja, como forma de diminuir ou substituir o uso do controle quimico que acarreta
problemas ambientais, resisténcia de insetos e danos aos inimigos naturais. O uso de agentes
microbioldgicos e macrobioldgicos nas lavouras tem crescido nos Gltimos anos com a
insercdo de novas estratégias no manejo de E. heros. Entretanto, trabalhos que relatam a
associacdo desses agentes de controle bioldgico devem ser estudados, de forma que isolados
microbiologicos sejam eficientes para praga-chave e seletivos aos inimigos naturais.

Este trabalho enriquece o conhecimento acerca do comportamento de diferentes
espécies de isolados de fungos entomopatogénicos sobre o percevejo-marrom da soja, E.
heros. Foi possivel constatar na pesquisa que existe diferenca na suscetibilidade do
percevejo-marrom em diferentes fases do desenvolvimento, assim como o potencial de
isolados fangicos nunca antes estudados na literatura para o manejo E. heros.

O estudo de isolados fungicos entomopatogénicos que ja estdo no mercado
fitossanitario para o controle de E. heros sobre os inimigos naturais é de extrema importancia
guando se planeja a associacdo de agentes do controle bioldgico, ja o parasitoide de ovos,
Te. podisi pode vir apresentar efeitos letais e subletais quando em contato com inseticidas
quimicos. As informacGes disponiveis nesta dissertacdo a respeito do uso de produtos
fitossanitarios microbiol6gicos elucidam como a associacdo pode ser benéfica dependendo
do isolado fungico como ingrediente ativo.

De forma geral, necessita-se obter conhecimentos sobre as relacdes praga-fungo-
parasitoide para uso em futuro programa de controle biol6gico com objetivo de aumentar a
eficacia no controle de insetos-praga. Por esse viés, estudos futuros em laboratério e em
nivel de campo sdo convenientes, pois as informacdes geradas, irdo auxiliar no
desenvolvimento de estratégias que poderdo ser usadas por profissionais e agricultores no

Manejo Integrado de Pragas da cultura da soja no Brasil.



