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MOSCARDI, Mauricio Lara. Morfologia do tubo digestivo e aspectos biolégicos
do percevejo marrom Euschistus heros (FABRICIUS, 1794) (Heteroptera:
Pentatomidae) alimentado com diferentes gendétipos de soja. 2018. 60f. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A cultura da soja esta sujeita ao ataque de insetos desde a germinagéo até a
colheita. Dentre estes, destaca-se o percevejo marrom (Euschistus heros). Como
este inseto possui resisténcia a alguns inseticidas, a busca por métodos alternativos
de controle tem aumentado, como € o caso das plantas resistentes. Algumas
cultivares de soja apresentam flavonoides, que sdo geralmente encontrados em
maior abundancia nos genotipos resistentes a pragas. Outra alternativa sao
gendtipos de soja que contém genes de Bacillus thuringiensis, sendo que o sistema
digestorio de E. heros pode ser afetado por estes dois mecanismos de resisténcia. O
objetivo deste trabalho é analisar, morfolégica e quimicamente, através de técnicas
microscopicas, os efeitos pds ingestivos de diferentes gendtipos de soja no trato
digestivo de E. heros, bem como a biologia deste inseto alimentado com estes
gendtipos. Para analises morfologicas, os tubos digestivos foram observados em
microscopia de luz (coloragdo HE) e eletrénica de transmissdo. Para o estudo
histoquimico, foi realizada a deteccédo de polissacarideos neutros, polissacarideos
acidos e proteinas totais. Para os parametros de biologia, foi considerado a duragéo
do instar, viabilidade dos insetos por instar e periodo ninfa-adulto. Também foram
avaliados o peso dos insetos adultos apds a emergéncia, a longevidade, tanto total
como somente das fémeas, a razdo sexual e a oviposicdo. Também foi realizado um
teste de preferéncia alimentar, com e sem chance de escolha. Morfologicamente, os
insetos alimentados com os gendtipos de soja apresentaram alteragdes em relagao
a testemunha, principalmente nas células digestivas, bastante evidentes na regiéo
apical dessas células. Histoquimicamente, ambos os tratamentos apresentaram
alteracbes, sendo que a maior alteracdo se deu com a alta positividade do
tratamento BRS 391 ao método para proteinas totais. Quanto a biologia, nenhum
dos parametros bioldgicos observados apresentou diferenga significativa em relagéo
a testemunha. Os resultados de preferéncia alimentar indicam que pode haver nao
preferéncia ou repeléncia do percevejo E. heros ao gendétipo BRS 391 e preferéncia
ao gendtipo BRS 1001IPRO. O percevejo E. heros apresenta preferéncia alimentar
pelo gendtipo BRS 1001IPRO e nado preferéncia pelo gendtipo BRS 391. Os
gendtipos causam alteragdes morfoldgicas e histoquimicas no epitélio do intestino
médio de Euschistus heros, indicando que ambos os gendtipos podem estar
associados com a quebra de resisténcia do inseto aos inseticidas.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Isoflavonoides. Controle alternativo.
Intestino médio.



MOSCARDI, Mauricio Lara. Morphology of the digestive tract and biological
aspects of the brown stink bug Euschistus heros (FABRICIUS, 1794)
(Heteroptera: Pentatomidae) fed with different soybean genotypes. 2018. 60p.
Thesis (Doctoral degree in Agronomy) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2018.

ABSTRACT

The soybean crop is subject to insect attack from germination to its harvest. In this
context, the brown stink bug (Euschistus heros) stands out. As this insect has
resistance to some insecticides, the search for alternative control methods has
increased, as is the case of resistant plants. Some soybean cultivars have flavonoids,
which are usually more found in the pest-resistant genotypes. Another alternative is
soybean genotypes that contain Bacillus thuringiensis genes, and the E. heros
digestive system can be affected by these two mechanisms of resistance. The
objective of this work is to analyze, morphologically and chemically, through
microscopy techniques, the post ingestive effects of different soybean genotypes on
the digestive tract of E. heros, as well as the biology of this insect fed with these
genotypes. For morphological analysis, the digestive tubes were observed under light
microscopy (HE staining) and transmission electron microscopy. For the
histochemical study, the detection of neutral polysaccharides, acid polysaccharides
and total proteins was performed. For the biology parameters, were considered the
instar duration, insect viability per instar and nymph-adult period. The weight of adult
insects after emergence, longevity, both total and only females, sex ratio and
oviposition were also evaluated. A food preference test was also performed, with and
without a choice. Morphologically, the insects fed with the soybean genotypes
showed alterations in relation to the control, mainly in the digestive cells, evident in
the apical region of these cells. Histochemically, both treatments showed alterations,
and the greatest change occurred with the high positivity of the BRS 391 treatment to
the total protein method. None of the biological parameters observed presented a
significant difference in relation to the control. The food preference results indicate
that there may be no preference or repellency of the E. heros to the BRS 391
genotype and preference to the BRS 1001IPRO genotype. E. heros has a food
preference for the BRS 1001IPRO genotype and no preference for BRS 391
genotype. Also, the genotypes cause morphological and histochemical changes in
the midgut epithelium of Euschistus heros, indicating that both genotypes may be
associated with insect resistance breaking.

Keywords: Bacillus thuringiensis. Isoflavonoids. Alternative control. Midgut.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) MERRILL) & um dos principais produtos agricolas
do Brasil, sendo este o segundo maior produtor mundial do gréo. A sojicultora tem
grande importancia no sistema agroindustrial, tanto na exportagdo quanto na
importacéo de graos ou de derivados.

No Brasil, a cultura da soja apresenta sensiveis avangos tecnoloégicos que
propiciam incremento na produtividade de gréos nas diversas regides produtoras do
pais, sendo que os insetos-praga constituem um dos principais problemas
enfrentados pelos produtores (PICANCO; GUEDES, 1999). Segundo Hoffmann-
Campo et al. (2000), a cultura da soja esta sujeita ao ataque de insetos desde a
germinacgao até a colheita.

No complexo de insetos-praga que atacam a soja, podemos citar os
que atacam as folhas, como a lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis), falsa-
medideira (Chrysodeixis includens) e a mosca Branca (Bemisia argentifoli); as que
atacam as vagens, como o percevejo marrom (Euschistus heros), percevejo barriga
verde (Dichelops melacantus), percevejo verde-pequeno (Piezodorus guildinii) e
percevejo verde (Nezara viridula), entre outras (GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ
et al., 2006).

Dentre as pragas, os percevejos tém grande destaque, como o Euschistus
heros, onde, segundo Gallo et al. (2002), quando atacam as vagens, 0s prejuizos
podem chegar a 30%. O percevejo-marrom, E. heros, € o mais abundante nas
lavouras brasileiras, causando danos em todas as regides produtoras de soja.

O meétodo de controle do percevejo-marrom mais utilizado nas lavouras
brasileiras € o controle quimico, com o uso de piretroides, neonicotindides e
organofosforados. Sosa-Gdémez et al. (2001) observaram que ha resisténcia de E.
heros a alguns inseticidas, aumentando a busca por métodos alternativos de
controle. O controle desta praga com a utilizagdo de extratos vegetais, parasitoides e
plantas resistentes sdo exemplos de métodos observados na literatura.

Em relacdo as plantas resistentes, a resisténcia dessas aos insetos
aparece como mais uma ferramenta, apresentando como principal caracteristica a
compatibilidade com os demais métodos de controle aplicaveis (quimico, biologico e

cultural) (KOGAN, 1986). No contexto da utilizagdo de plantas resistentes, algumas
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cultivares de soja, de acordo com Hoffmann-Campo (1995), apresentam um
complexo de flavonoides, principalmente isoflavonas, que sao geralmente
encontrados em maior abundancia em gendtipos resistentes a pragas, portanto
estariam envolvidos na defesa das plantas contra herbivoros (CHEN, 2008), como N.
viridula e Anticarsia gemmatalis Hubner (1818) (PIUBELLI et al. 2003; 2005).

Estes compostos tém diferentes efeitos sobre os herbivoros, a
ativacdao pode levar a uma inibicdo de digestdo devido a formacédo de pontes de
hidrogénio, ou pela formacédo de ligagbes covalente, com proteinas e enzimas
digestivas (APPEL, 1993). Outras fungcbes podem estar relacionadas a atuacao na
expressao de receptores de membrana, como agentes antibacterianos, antivirais e
inibidores de enzimas proteoliticas.

Outra alternativa para defesa das plantas que vem sendo
amplamente estuda é a utilizagdo de plantas geneticamente modificadas e
consequentemente, seus impactos sobre insetos ndo-alvo. As plantas transgénicas
resistentes as lagartas, contém genes da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), que
codificam toxinas letais para determinados grupos de insetos, sendo que o sistema
digestorio de E. heros pode ser afetado por este grupo de plantas.

Nos insetos, o mecanismo de alimentacdo, sua estrutura e a quimica
digestiva se processam no sistema digestorio (TERRA; FERREIRA, 1994). Segundo
Moscardi e Carvalho (1993), o intestino médio (IM) é o principal local de digestao,
absorcdo do alimento e a principal via de acesso dos inseticidas quimicos e
bioldgicos. Alteragcdes nesta regido podem afetar o crescimento e o desenvolvimento
dos insetos, bem como todos os eventos fisiolégicos (MORDUE (LUNTZ); NISBET,
2000).

As hipoteses deste trabalho sédo: o gendtipo BRS 391, que possui um
complexo de isoflavonoides em sua estrutura, promove alteragdes morfoldgicas,
quimicas e/ou comportamentais no percevejo E. heros e; a alimentagcdo com soja
geneticamente modificada (gendtipo Bt) promove alteragbes morfoldgicas, quimicas
e/ou comportamentais no percevejo E. heros.

Diante do exposto, e pelo pouco conhecimento sobre o assunto, o
objetivos do trabalho s&o: analisar morfologica e quimicamente, através de técnicas
de microscopia de luz e eletronica, os efeitos pos ingestivos de isoflavonoides, no

trato digestivo de E. heros; analisar morfoldgica e quimicamente, através de técnicas
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de microscopia de luz e eletrénica, os efeitos pos ingestivos de gendtipos de soja Bt,
no trato digestivo de E. heros e; avaliar a biologia de E. heros, alimentados com
diferentes gendtipos de soja, realizando um comparativo entre os diferentes

genotipos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Soja (Glycine max (L.) Merril)

A soja, devido a sua grande importancia no mercado mundial, é
amplamente cultivada em diversos paises, onde seus graos sdo uma das principais
fontes de proteinas utilizadas na alimentagédo humana e animal (EMBRAPA, 2005).

Segundo Missdo (2006), ha uma diversidade muito grande de
produtos e sub-produtos extraidos desses graos, como o farelo e o 6leo de soja,
sendo o primeiro utilizado como complemento alimentar na ragdo para gados e o
segundo na alimentacdo humana, principalmente na preparagéao de alimentos.
Bansal et al. (2013) ainda citam biocombustiveis, produtos industriais € cosméticos
como produtos extraidos dessa cultura.

A soja cultivada atualmente é muito diferente dos seus ancestrais.
Barbosa e Assumpgao (2001) relatam que essas plantas eram rasteiras, e sua
evolucédo teve inicio com o surgimento de plantas oriundas de cruzamentos naturais
entre duas espécies de soja selvagem, as quais foram domesticadas e melhoradas
por cientistas chineses.

No Brasil, a soja teve como primeiro registro histérico em 1882, na
Bahia, onde Gustavo Dutra cultivou os primeiros germoplasma dessa cultura
trazidos dos Estados Unidos, na Escola de Agronomia da Bahia. Entretanto, outros
registros histéricos indicam que a soja “amarela” foi inicialmente cultivada na
Estacdo Agron6mica de Campinas, em 1891, para teste como planta forrageira
(COSTA; MANICA, 2006).

Nos anos de 1900 e 1901 o Instituto do Estado de S&o Paulo
promoveu a primeira distribuicdo de sementes para produtores paulistas, e neste
mesmo periodo surgiram os primeiros registros da cultura no Rio Grande do Sul e
em 1914 foram encontrados registros do plantio de soja para a produgdo de
sementes e ndo mais como planta forrageira (COSTA; ALMEIDA, 2007).

Na década de 60 a soja ainda tinha uma importancia secundaria em
nosso pais, sendo uma opgéo de cultivo no verdo, em sucesséo a cultura do trigo.

Pouco depois houve um incentivo governamental para a producéo de aves e suinos,



13

gerando uma demanda interna por farelo de soja, o que levou a um crescimento na
producao da cultura. Em 1970 houve uma explosao do preco da soja no mercado
mundial e, a partir dai, a cultura ganhou destaque entre produtores, industria,
empresas publicas e privadas (EMBRAPA, 2005).

Segundo a CONAB (2017), na safra 2016/2017 a produgéo de soja
no Brasil alcangou a marca de 114 milhdes de toneladas, sendo o pais o segundo
maior produtor mundial do grao.

Conforme dados da EMBRAPA (2005), a soja (G. max) pertence a
classe das dicotiledbneas, familia leguminosa e subfamilia Papilionoides. Seu sis-
tema radicular é pivotante, com a raiz principal bem desenvolvida e raizes
secundarias em grande numero, ricas em nodulo de bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico. O caule é herbaceo, ereto com porte variavel, coberto de
pélos brancos ou pardos. Este é bastante ramificado. As folhas sido alternadas,
longas pecioladas, compostas de trés foliolos ovalados ou lanceolados. Na maioria
das variedades as folhas amarelam a medida que os frutos amadurecem e caem
quando as vagens estdo maduras. As flores apresentam coloragédo branca, amarela
ou violacea, dependendo da variedade. Os frutos s&do vagens achatadas,
pubescentes, de cor cinza, amarela palha ou preta. As sementes possuem forma
arredondada, achatada ou alongada. A coloragéo é variada (o comércio prefere as
sementes amarelas) e o tamanho também é variado. A soja tem o seu total
desenvolvimento entre 100 a 160 dias desde a emergéncia até a maturagao, sendo
dividido em uma fase vegetativa e outra reprodutiva. Neste periodo, ela pode sofrer
diversas injurias que podem prejudicar sua producado, onde os insetos-praga tém
grande importancia (VERNETTI, 1983; GALLO et al.,2002).

Segundo Hoffmann-Campo et al. (2000), a cultura da soja esta
sujeita ao ataque de insetos desde a germinacgéo até a colheita. Apds a germinagao,
durante os estadios vegetativos, varios insetos como o bicudo-da-soja (Sternechus
subsignatus), a lagarta elasmo (Elasmopalpus lignosellus), os cords (Scarabaeoidea)
e 0s percevejos-castanhos-da-raiz (Scaptocoris castanea e Atarsocoris brachiariae)
causam danos a cultura.Posteriormente, a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis), a
lagarta falsa-medideira (Chrysodeixis includens) e outros desfolhadores atacam,
além da mosca Branca (Bemisia argentifoli). Estas pragas tem maior ocorréncia

verificada durante as fases vegetativas até o inicio da floragdo (HOFFMANN-
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CAMPO et al., 2000; GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ et al., 2006).

Na fase reprodutiva, surgem os percevejos sugadores de vagens e
sementes (Nezara viridula, Piezodorus guildinii e Euschistus heros), que causam
danos desde a formagédo das vagens até o final do enchimento dos grdos. A soja
pode, também, ser atacada por outras espécies de insetos, consideradas pragas
esporadicas, cujos aumentos populacionais sao determinados por alteragdes
climaticas, ou outros fatores, como, por exemplo, os sistemas de producéo
especificos de cada regiao (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; GALLO et al., 2002;
SOSA-GOMEZ et al., 2006).

O controle das principais pragas da soja deve ser feito com base nos
principios do “Manejo de Pragas”. O Manejo Integrado de Pragas da Soja (MIP-Soja)
€ uma tecnologia que utiliza um conjunto de técnicas econémica e ambientalmente
sustentaveis para o manejo eficiente de pragas que atacam as lavouras de soja
(BUENO et al., 2012)

Levando em conta os conceitos do MIP, para o controle destas
pragas, a resisténcia de plantas a insetos aparece como mais uma ferramenta,
apresentando como principal caracterisitca a compatibilidade com os demais
métodos de controle aplicaveis (quimico, biolégico e cultural), resultando dessa

forma em efeitos sinérgicos favoraveis (KOGAN, 1986).

2.2 Resisténcia de plantas a insetos

O termo resisténcia, nas plantas, esta atribuido diretamente a
qualidades genéticas herdadas, que resultam em uma planta que sera menos
danificada do que outra (chamada de suscetivel), onde ambas estdo sujeitas as
mesmas condicdes ambientais, mas que ndao possuem as mesmas caracteristicas
de resisténcia (PAINTER, 1951; GULLAN; CRANSTON, 2007).

As caracteristicas de resisténcia, por sua vez, podem sofrer
influéncia por parte da planta (idade, condigao fisioldgica, parte atacada), dos
insetos (espécie, bidtipo, fase de desenvolvimento) e/ou do ambiente (temperatura,

umidade, nutrientes etc), determinando a manifestacéo de forma positiva ou negativa



15

da resisténcia (LARA, 1991).

Painter (1951) propbs, a resisténcia de plantas a insetos, uma
divisdo empirica, na qual os mecanismos sao divididos em trés categorias: nao
preferéncia, antibiose e tolerancia. O autor explica que a nao-preferéncia é quando a
cultivar € menos utilizada pela praga na alimentagdo, oviposigdo e/ou abrigo, em
comparagao com outros cultivares sob as mesmas condi¢cdes. Posteriormente,
Kogan e Ortman (1978) atribuiram a esta categoria o termo antixenose, que consiste
em parte ao mecanismo de nao-preferéncia citado por Painter (1951), mas
considerando como fatores adicionais ou complementares a influéncia dos
metabdlitos secundarios das plantas e as defesas morfolégicas, os quais em
conjunto provocam uma resposta negativa no inseto, durante o processo de selegao
do hospedeiro.

A segunda categoria de resisténcia, a antibiose, € aquela na qual o
inseto se alimenta normalmente do cultivar, mas este exerce um efeito adverso
sobre a biologia do inseto, causando mortalidade na fase imatura, atraso no
desenvolvimento, redugao de tamanho, peso, fecundidade, fertilidade e periodo de
oviposicdo (GALLO et al., 2002). Esse tipo de resisténcia € causada por fatores
como presenca de substancias quimicas, antimetabdlitos, enzimas, toxinas,
inibidores de crescimento, niveis reduzidos de nutrientes, exsudatos viscosos de
tricomas glandulares e/ou altas concentragdes de componentes vegetais indigeriveis
(LARA, 1991; GALLO et al., 2002).

A tolerancia, terceira categoria de resisténcia, ocorre quando a
cultivar é pouco danificada em comparacgao as demais, sem alterar o comportamento
e a biologia do inseto. Nesta categoria esta envolvida apenas caracteristicas da
planta, e ndo da interacdo inseto-planta. Dessa forma, a planta apresenta a
capacidade de tolerar o ataque, recuperando-se do desfolhamento ou outro dano
provocado pela alimentacdo da praga (PAINTER, 1951; GULLAN; CRANSTON,
2007).

Geralmente as caracteristicas de resisténcia apresentadas nas trés
categorias estao relacionadas a causas fisicas, quimicas e/ou morfolégicas das
plantas, sendo que as quimicas s&o as mais importantes, pois desempenham
funcbdes na escolha do hospedeiro, como também na quantidade de alimento que
esses insetos irdo ingerir (SRIVASTAVA et al., 1999).
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De acordo com Hoffmann-Campo (1995), na cultura da soja os
compostos fendlicos presentes nas plantas em forma de flavondides, sdo geralmente
encontrados em maior abundancia em genotipos resistentes a pragas. Muitas vezes,
dependendo de sua concentracdo, podem ser atraentes, deterrentes, repelentes ou
téxicos as pragas (PIUBELII, 2004).

Estes compostos tém diferentes efeitos sobre os herbivoros, sendo
que a sua ativagao ocorre por oxidacao, levando em consequencia, a precipitagao
de proteinas. Dessa maneira, essa ativagdo pode levar a uma inibicdo de digestédo
devido a formacgao de pontes de hidrogénio, ou pela formacgao de liga¢cdes covalente,
com proteinas e enzimas digestivas (APPEL, 1993).

Appel (1993) relatou que os radicais de hidroxila formados durante a
oxidacdo dos compostos fendlicos possuem acio toxica e sao responsaveis pela
ruptura da integridade da membrana e por disturbios de metabolismo no epitélio
intestinal. Em larvas de Lepidoptera, a ligagdo covalente do acido clorogénico com
proteinas monomeéricas inibe a absor¢ao de aminoacidos (FELTON et al.,, 1989;
FELTON; DUFFEY, 1991). Os flavonoides podem interagir e penetrar nas
bicamadas lipidicas das membranas celulares, alterando as barreiras e a
permeabilidade destas (LIMA et al., 1999; SILVA et al.,, 2001). Alguns estudos
sugerem que a resisténcia no estagio reprodutivo da soja para percevejos e lagartas
poderia estar relacionada a concentracdo de flavonoides nas sementes (RAO;
CHATTOPABHYAY; CHANDRASEKHARA REDDY., 1990; HOFFMANN-CAMPO;
HARBORNE; McCAFFERY, 2001; PIUBELLI et al., 2003).

Como forma de aprimorar a resisténcia de plantas a insetos, outra
tecnologia vem sendo bastante difundida e estudada: A utilizagdo de plantas
geneticamente modificadas, mais especificamente as plantas com gene Bt (da
bactéria Bacillus thuringiensis). Segundo Fischoff et al. (1987), essa tecnologia de
transformacao era muito complexa, sendo que as primeiras plantas Bt surgiram em
1987, quando houve a insergdo de genes Cry (as quais codificavam a sintese de
proteinas inseticidas) em plantas de tomate e tabaco. Entretanto, essas plantas
apresentavam baixos niveis de expressdao desses genes, 0 que levou ao
aperfeicoamento das técnicas aplicadas.

A partir desse aperfeicoamento, o uso de plantas Bt tem crescido

juntamente com a agricultura mundial desde 1996, porém o primeiro cultivo liberado
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para comercializagédo no Brasil foi apenas em 2005, com o algoddo Bt (Bollgard®) e,
somente em 2010, foi liberado a primeira geragdo da soja Bt, combinada com a
tecnologia RR, que confere também tolerancia ao herbicida Glifosato (Roundup®)
(STEWART Jr. et al., 1996; JOUANIN et al., 1998; MACRAE et al., 2005; HOMRICH
et al., 2008; MAPA, 2012).

O gene da bactéria Bt € introduzido nas culturas devido ao seu
amplo espectro de utilizagdo como Dbioinseticida em varias culturas
agronomicamente importantes. Essa bactéria apresenta algumas caracteristicas que
se assemelha a outras bactérias, pois pode manter um periodo de laténcia na forma
de endospodros sob condicbes desfavoraveis. Durante a esporulagdo, as bactérias
sintetizam proteinas que se acumulam nas extremidades dos esporos sob a forma
de cristais (PEFEROEN, 1997), os quais sdo compostos de varias proteinas Cry,
que apresentam atividade téxica comprovada contra larvas de lepidépteros, dipteros
e coledpteros (HONGY; ZINIU; WANGXI, 2000). Porém, ha subespécies de B.
thuringiensis que apresentam cristais toxicos contra insetos das Ordens
Himenoptera, Hemiptera, Orthoptera, Phthraphera e também para alguns
nematoides, protozoarios e acaros (BRAR et al., 2006; GLARE; O’'CALLAGHAN,
2000; SCHNEPF et al., 1998).

O modo de agao dessas proteinas pode ser caracterizado em larvas
de lepidépteros, no qual, apdés a ingestdao pelo inseto, as proteinas Cry sé&o
solubilizadas (pH alcalino) e convertidas em pequenos polipeptideos no lumen do
intestino médio das lagartas. Esses polipeptideos associam-se a sitios especificos
de ligacao nas microvilosidades apicais das células do intestino médio, provocando a
lise osmotica das células por meio da formacdo de poros na membrana celular
(SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et al., 2004;).

2.3 Percevejo-marrom, Euschistus heros (F.)

Os percevejos sao pragas de importancia mundial. Segundo Corréa-
Ferreira e Panizzi (1999), na cultura da soja, a colonizagdo por esta praga inicia-se

em meados ou final do periodo vegetativo (Vn) ou logo apés a floragao (R1 e R2).
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Estes pentatomideos se alimentam através da insercdo de seus estiletes em
diferentes estruturas das plantas, porém sugam preferencialmente a vagem e
atingem o grao. Dessa forma, causam perdas no rendimento, na qualidade dos
graos e no poder germinativo de sementes de soja (PANIZZI; SLANSKY, 1985;
BELORTE et al., 2003)

Além do dano direto, os percevejos podem promover a inoculagéo
de patégenos, como o fungo Nematospora coryli Peglion que causa a deterioragéo
do grao/semente, semelhante ao ataque de bactérias (DEGRANDE e VIVAN, 2009).
Segundo Sosa-Gémez e Moscardi (1995), além destes danos, percevejos podem
causar retencao foliar, uma vez que esses insetos injetam toxinas quando se
alimentam dos ramos das plantas. Esse fendmeno causa danos diretos, pois
prejudicam a formacao dos graos e dificultam a colheita mecanizada. Segundo os
autores, a espécie Piezodorus guildinii € a que provoca maior retengao foliar,
seguida de Nezara viridula e Euschistos heros. As espécies que sdo comumente
encontradas nas lavouras do Brasil séo E. heros, P. guildinii, N. viridula (CORREA-
FERREIRA; PERES, 2003) e Dichelops spp. (PANIZZI; CHOCOROSQUI, 1999).

O percevejo E. heros é nativo da Regido Neotropical (América
Tropical) e era considerada uma espécie de baixa ocorréncia nos anos 70.
Atualmente adaptou-se as diferentes condigbes de clima das regides brasileiras,
tornando-se o percevejo mais abundante nas lavouras de soja do pais. Este
percevejo estd bem adaptado aos climas mais quentes, sendo que de acordo com
Hoffmann-Campo et al. (2000), sdo mais abundante do norte do Parana ao Centro
Oeste do Brasil, porem sao encontrado em todas as regides produtoras de soja do
Brasil (CORREA FERREIRA; PANIZZI, 1999).

O adulto de E. heros apresenta coloragao geral marrom escura, uma
faixa branca em forma de meia lua no final do escutelo e dois espinhos laterais no
protérax (GALLO et al., 2002), a longevidade média do adulto do percevejo-marrom-
da-soja sdo 116 dias (PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012). Seus ovos apresentam
coloracao amarela, sendo depositados em pequenas massas, contendo de cinco a
oito ovos, nas folhas ou nas vagens das plantas (VILLAS-BOAS; PANIZZI, 1980). As
ninfas, sdo marrons ou cinza proximo as ecdises, e bordo do corpo na forma
serreada (PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012). Os imaturos de E. heros do primeiro ao
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terceiro instar, apresentam comportamento gregario, estes pentatomideos se
alimentam muito pouco durante os dois primeiros instares, ficando juntos ou
proximos aos restos do corion dos ovos, e a partir do terceiro instar se distribuem
pela planta ou plantas vizinhas causando danos pela suc¢ado dos gréos no interior
das vagens (GRAZIA et al., 1980; SOUZA et al., 2013). A duragcdo média de ovo a
adulto é de 28,4 dias a 25°C (CIVIDANES; PARRA, 1994) e varios fatores interferem
na duragao do ciclo biolégico (PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012).

E. heros pode passar por até trés geragdes no ciclo da cultura da
soja (CORREA-FERREIRA e PANIZZI, 1999). Apés a colheita, os percevejos
buscam talhdes mais tardios ou abrigos, nos quais podem se alimentar de plantas
hospedeiras. Nestes refugios, completa a quarta geracédo e entra em dorméncia
(diapausa), utilizando a palhada da cultura anterior ou areas de plantas esponténeas
nas suas proximidades, para se proteger da agdo de parasitdides e predadores.
Durante este periodo, que dura cerca de sete meses, os insetos ndo se alimentam,
porém conseguem sobreviver através de reservas de lipidios armazenadas
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

2.4 Intestino médio dos insetos

Nos insetos, 0 mecanismo de alimentagdo e a quimica-digestiva se
processam no sistema digestivo. Modificagdes estruturais, morfolégicas e biolégicas
desenvolveram-se diferentemente nas varias ordens destes artropodes, ao longo da
evolucdo, envolvendo adaptacdes desde mandibulas diferenciadas, que permitem a
tomada de alimentos estruturalmente variados; tubos digestivos mais ou menos
complexos; presenga ou auséncia de glandulas acessorias; tipos celulares
associados a quimica digestiva com diversos niveis de organizagdo e complexidade,
além de organismos simbiontes presentes em algumas ordens de insetos (TERRA,;
FERREIRA, 1994). Segundo Moscardi e Carvalho (1993), o Intestino médio (IM) é o
principal local de digestdo, absorgdao do alimento e a principal via de acesso dos

inseticidas quimicos e bioldgicos.
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O IM tem como funcdo a producdo e secrecdo de enzimas
digestivas, absorcdo de agua, nutrientes e manutengdo da homeostase. Possui
origem endodérmica, sendo um tubo de didmetro variavel formado por um epitélio
simples ou pseudoestratificado, apoiado sobre uma membrana basal, em torno da
qual dispéem uma camada mais interna de fibras musculares estriadas circulares e
outra mais externa de fibras longitudinais (SNODGRASS, 1993; LEHANE;
BILLINGSLEY, 1996; CHAPMAN, 1998; HAKIM; BALDWIN; SMAGGHE, 2010).

Este se constitui num tubo simples (ventriculo) de onde podem se
expandir diverticulos (cecos gastricos) usualmente na sua extremidade proximal. Em
hemiptera, o intestino médio é diferenciado em trés regides, sendo o primeiro,
segundo e terceiro ventriculos. Os dois primeiros ventriculos sdo estruturas
saculares imediatamente posteriores ao es6fago, enquanto o terceiro € um tubo
delgado. De um modo geral, o terceiro ventriculo gira para frente e fica proximo ao
primeiro ventriculo, frequentemente se enrolando ao redor deste, sendo mantido no
lugar por tecido conjuntivo. Este complexo forma a camara filtro (TRIPLEHORN;
JOHNNSON, 2011). Segundo os autores, os entomologistas acreditam que a
camara filtro seja um dispositivo que permite que a agua da seiva ingerida passe
diretamente da porc¢ao anterior do IM para o intestino posterior, concentrando a seiva

antes da sua digestao na parte posterior do IM.

Os insetos, de modo geral, possuem, no lumen do IM, uma
membrana acelular, quitino protéica, chamada de matriz ou membrana peritrofica,
que auxilia nos processos digestivos e protege a superficie do epitélio (SILVA;
LEMOS; SILVA, 2012). Ja as ordens Hemiptera e Thysanoptera possuem
membranas perimicrovilares em suas células intestinais (SILVA et al., 1995) ao invés
da matriz peritrofica. Segundo Terra, Costa e Ferreira (2006), sua fungao é

semelhante ao descrito para a membrana peritrofica de outros insetos.

O epitélio do IM dos insetos € formado de uma forma geral, por
células digestivas, regenerativas e enddcrinas (SERRAO; CRUZ-LANDIM, 2000;
NEVES et al., 2002).

As células digestivas, ou colunares, sdo as mais numerosas e
apresentam funcdes de sintese e secrecdo de enzimas digestivas, absorcdo de
agua e de nutrientes (TERRA; FERREIRA, 1994; LEHANE; BILLINGSLEY, 1996).
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Podem apresentar diferengas estruturais de acordo com o estado fisiolégico do
inseto. Assim, células ativas apresentam nucleo volumoso e com polaridade
determinada pela distribuicdo das estruturas celulares no seu citoplasma. Dessa
forma, na regido basal ocorrem dobras associadas a mitocondrias, na regido
mediana encontram-se o nucleo, o reticulo endoplasmatico, o complexo de Golgi,
além das vesiculas de secreg¢do. Ja a regido apical apresenta as microvilosidades,
microfilamentos e mitocondrias (TERRA, 1990; CHAPMAN, 1998). Estas células
normalmente apresentam nucleo alongado, superficie apical com inumeras
microvilosidades e projecdes citoplasmaticas (TERRA; COSTA; FERREIRA, 2006).

As células regenerativas podem ser observadas sozinhas, em pares
ou formando grupos (ninhos) na base do epitélio e apresentam caracteristicas de
células indiferenciadas, cuja fungéo principal é promover a substituicdo das células
epiteliais em descarte, promovendo a manutencgao da integridade do epitélio do IM
(CRUZ-LANDIM; SILVA DE MORAES; SERRAO, 1996; CHAPMAM, 1998; NEVES;
SERRAOQ; GITIRANA, 2003).

As células enddcrinas sdo melhor observaveis ao microscépio
eletrbnico e estdo localizadas na base do epitélio (LEVY et al., 2004). Essas s&o
caracterizadas por apresentarem grande quantidade de grénulos citoplasmaticos.
Algumas de suas fungdes estariam relacionadas com o controle hormonal dos
movimentos peristalticos, regulacdo da sintese enzimatica e secregao, controle da
proliferagédo e diferenciagdo das células regenerativas. Existem dois tipos de células
enddcrinas: as abertas, nas quais a membrana apical forma varias microvilosidades
que estdo em contato com o Ilumen do IM e as células fechadas, as quais a
membrana apical ndo forma microvilosidades, ndo estando em contato com o lumen
do IM (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; GUL et al., 2001; ROST-ROSZKOWSKA et
al., 2008).
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3 ARTIGO A - EFEITOS POS INGESTIVOS DE DIFERENTES GENOTIPOS DE
SOJA NO INTESTINO MEDIO DE Euschistus heros (FABRICIUS, 1794)
(HETEROPTERA: PENTATOMIDAE).

3.1 RESUMO

Os percevejos sao pragas associadas a cultura da soja, que se
alimentam de vagens, sendo de grande importancia econdmica e considerados um
dos principais problemas entomoldgicos dessa cultura. Dos percevejos que atacam a
soja, a espécie Euschistus heros (Fabricius, 1798), o percevejo-marrom é um dos
principais. Ja foi observado que ha resisténcia de E. heros a alguns inseticidas,
fazendo-se necessaria a busca por métodos alternativos de controle. O objetivo
deste trabalho € analisar morfolégica e quimicamente, por meio de técnicas de
microscopia de luz e eletrbnica de transmissdo, os efeitos pds ingestivos de
diferentes gendtipos de soja no intestino médio de E. heros. Foram utilizadas as
sojas BRS 284 (testemunha) e os tratamentos BRS 391 e BRS 1001IPRO. Foram
coletados 20 tubos digestivos por tratamento, processados e analisados
morfologicamente em microscopia de luz e eletrbnica de transmissdao. Foram
realizadas reagdes histoquimicas, para a detecgdo de polissacarideos neutros,
polissacarideos acidos e proteinas totais. Os insetos alimentados com os gendtipos
de soja (BRS 391 e BRS 1001IPRO) apresentaram alteragbes em relacédo a
testemunha, principalmente nas células digestivas, bastante evidentes na regido
apical dessas células. Histoquimicamente, ambos os tratamentos apresentaram
alteragcbes, sendo que a maior alteracdo se deu com a alta positividade do
tratamento BRS 391 ao método para proteinas totais. Conclui-se, portanto, que as
sojas BRS 391 e 1001IPRO causam alteragbes morfoldgicas e histoquimicas no
epitélio do intestino médio de Euschistus heros, indicando que ambos os genétipos

podem estar associados com a quebra de resisténcia do inseto aos inseticidas.

Palavras-chave: percevejo-marrom, histologia, histoquimica, microscopia eletrénica.
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3.2 ABSTRACT

Stink bugs are pests associated with soybean cultivation, which feed
on pods, being of great economic importance and considered one of the main
entomological problems of this crop. Of the stink bugs that attack soybean, the
species Euschistus heros (Fabricius, 1798), the brown stink bug, is one of the most
important. It has already been observed that there is resistance of E. heros to some
insecticides, making it necessary to search for alternative methods of control. The
objective of this work is to analyze morphologically and chemically, by light and
transmission electronic microscopy techniques, the post ingestive effects of different
soybean genotypes on the midgut of E. heros. Were used the genotypes BRS 284
(control), and treatments BRS 391 and BRS 1001IPRO. 20 digestive tubes were
collected per treatment. They were processed and analyzed morphologically in light
and transmission electronic microscopy. Histochemical reactions were performed for
the detection of neutral polysaccharides, acid polysaccharides and total proteins. The
insects fed with soybean genotypes (BRS 391 and BRS 1001IPRO) showed
alterations compared to control, especially in the digestive cells, quite evident in the
apical region of these cells. Histochemically, both treatments showed alterations, and
the greatest change occurred with the high positivity of the BRS 391 treatment to the
total protein method. It is concluded that the BRS 391 and 1001IPRO soybeans
cause morphological and histochemical changes in the epithelium of the midgut of
Euschistus heros, indicating that both genotypes may be associated with insect

resistance breaking.

Index terms: brown stink bug, histology, histochemistry, electronic microscopy.
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3.3 INTRODUGAO

A soja (Glycine max (L.) MERRILL) é um dos principais produtos
agricolas do Brasil e segundo a CONAB (2017), a produgéo alcangou 114 milhdes
de toneladas na safra 2016/2017, sendo o pais 0 segundo maior produtor mundial
do grdo. Esta produgdo faz com que a sojicultora tenha grande importédncia no
sistema agroindustrial, tanto na exportagdo quanto na importacdo de gréos ou

derivados.

No Brasil, a cultura da soja apresenta avangos tecnoldgicos que
propiciam incremento na produtividade de graos nas diversas regides produtoras,
porém os insetos-praga constituem um dos principais problemas enfrentados pelos
produtores (PICANCO; GUEDES, 1999), os quais podem atacar a cultura em todas
as fases de desenvolvimento.

No complexo de insetos-praga que atacam a soja, os que atacam as
vagens, como o percevejo marrom (Euschistus heros), percevejo barriga verde
(Dichelops melacantus), percevejo verde-pequeno (Piezodorus guildinii) e percevejo
verde (Nezara viridula), entre outros (GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ et al.,
2006) estao entre os mais prejudiciais para a cultura, podendo causar até 30% de
dano (GALLO et al. 2002). Dentre os percevejos, 0 percevejo-marrom, E. heros, é o
mais abundante nas lavouras brasileiras, causando danos em todas as regides
produtoras de soja.

O método de controle do percevejo-marrom mais utilizado nas
lavouras brasileiras é o controle quimico, com o uso de piretréides, neonicotindides e
organofosforados. Sosa-Gomez, Corso e Morales (2001) observaram que ha
resisténcia de E. heros a alguns inseticidas, fazendo-se necessaria a busca por
métodos alternativos de controle. O controle desta praga com a utilizagdo de
extratos vegetais, parasitoides e plantas resistentes sdo exemplos de métodos
observados na literatura.

Em relagédo as plantas resistentes, a resisténcia dessas aos insetos
aparece como mais uma ferramenta, apresentando como principal caracteristica a
compatibilidade com os demais métodos de controle aplicaveis (quimico, bioldgico e

cultural) (KOGAN, 1986). No contexto da utilizagdo de plantas resistentes, algumas
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cultivares de soja, de acordo com Hoffmann-Campo (1995), apresentam um
complexo de flavonoides, principalmente isoflavonas, que sao geralmente
encontrados em maior abundancia em genotipos resistentes a pragas e portanto
estariam envolvidos na defesa das plantas contra herbivoros (CHEN, 2008), como N.
viridula e Anticarsia gemmatalis Hubner (1818) (PIUBELLI et al. 2003; 2005).

Estes compostos tém diferentes efeitos sobre os herbivoros, a
ativacdao pode levar a uma inibicado de digestdo devido a formacédo de pontes de
hidrogénio, ou pela formacédo de ligagbes covalente, com proteinas e enzimas
digestivas (APPEL, 1993). Outras fungcbes podem estar relacionadas a atuacao na
expressao de receptores de membrana, como agentes antibacterianos, antivirais e
inibidores de enzimas proteoliticas.

Outra alternativa para defesa das plantas que vem sendo
amplamente estuda é a utilizagdo de plantas geneticamente modificadas e
consequentemente, seus impactos sobre insetos ndo-alvo. As plantas transgénicas
resistentes as lagartas, contém genes da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), que
codificam toxinas letais para determinados grupos de insetos, sendo que o sistema
digestorio de E. heros pode ser afetado por este grupo de plantas.

Nos insetos, o mecanismo de alimentacao, sua estrutura e a quimica
digestiva se processam no sistema digestério (TERRA; FERREIRA, 1994), sendo
que o intestino médio (IM) € o principal local de digestado, absor¢ao do alimento e a
principal via de acesso dos inseticidas quimicos e bioldgicos, e alteragbes nesta
regido podem afetar o crescimento e o desenvolvimento dos insetos, bem como
todos os eventos fisioldgicos (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000).

Diante do exposto, e pelo pouco conhecimento sobre o assunto, o
objetivo do trabalho é analisar morfologica e quimicamente, por meio de técnicas de
microscopia de luz e eletrénica, os efeitos pds ingestivos de diferentes gendtipos de

soja no intestino médio de E. heros.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Genotipos de soja utilizados

Foram utilizados trés gendtipos de soja: BRS 284 (gendtipo
testemunha), BRS 391 (gendtipo resistente a percevejos e que contém os

isoflavonoides daidzeina, genisteina e gliciteina) e o BRS 1001IPRO (gendtipo Bt).

3.4.2 Morfologia

3.4.2.1 Microscopia de luz

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Entomologia da Embrapa
Soja e no Laboratério de Insetos do Departamento de Histologia, na Universidade
Estadual de Londrina, Londrina-PR, utilizando-se cémara climatizada tipo B.O.D.
com temperatura de 26°C (£ 2 °C), umidade relativa de 70% (+ 10%) e fotofase de
14 h.

Foram utilizados insetos de criagdo provenientes da Embrapa Soja.
Apods eclosdo, os percevejos foram transferidos para placas de Petri, sendo
colocados cinco individuos por placa. Os insetos foram alimentados a partir do
segundo instar com vagens dos diferentes gendtipos de soja, sendo que cada
gendtipo foi considerado um tratamento. O alimento era renovado a cada dois dias,
até atingirem a fase adulta, quando foram coletados 20 tubos digestivos por

tratamento.

Para a coleta, adultos de E. heros foram anestesiados por

resfriamento a -4°C, imobilizados e dissecados sob microscépio estereoscopio, com
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solugdo salina para insetos (1,80 g de NaCl; 1,88g de KCI; 0,16 de CacCl; 0,004g de
NaHCO3 e agua destilada-q.s.p 100 mL).

Os tubos coletados foram fixados em solugao fixadora de Karnovsky
(glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 4,0% em tampéao fosfato 0,1M e pH 7,2) por 6
horas. Apds a fixacdo, o material foi lavado em solugao de tampéo fosfato 0,1M e pH
7,2, desidratado em série crescente de alcool etilico (70, 95 e 100%), incluidos em
resina histologica (Leica Historesin®) utilizando moldes apropriados de polietileno,
seguindo as recomendacgdes do fabricante.

O material emblocado foi cortado com 5 uym de espessura, com
navalha de tungsténio, em microtomo rotativo e colocado em laminas de vidro
previamente limpas com alcool etilico-éter.

Para as analises morfolégicas do tubo digestivo, os cortes foram
hidratados em agua destilada (5 minutos); corados pela Hematoxilina de Harris (16
minutos); lavados em &gua corrente (10 minutos); corados com Eosina aquosa
(20minutos); lavados em agua destilada (5 minutos); desidratados em alcool etilico
95% (5 minutos) e 100% (5 minutos); diafanizados em trés banhos de xilol (10
minutos/banho)) e montados em balsamo do Canada. Apos secagem, os IM foram
analisados e documentados em fotomicroscopio de luz com camera de captura de

imagens acoplada, do Departamento de Histologia da UEL.

3.4.2.2 Microscopia Eletréonica de Transmissao (MET)

Para analise ao microscopio eletronico de transmissao (MET), os IM
coletados foram fixados em solugéo de glutaraldeido 2,5% em tampéao fosfato (0,1M;
pH 7,3), lavados em tampao fosfato de sddio (0,1M; pH 7,3), por trés vezes (5
minutos cada banho), pds-fixados em tetroxido de 6smio a 1% no mesmo tampao
(30 minutos). O material foi desidratado em série crescente de alcool etilico (50, 60,
70, 80, 90 e 100%) e em Oxido de propileno, infiltrado em misturas de 6xido de
propileno e Araldite® (3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 e 100% Araldite®, sendo 12 horas de
descanso para cada mistura) e incluido em Araldite® puro. Os cortes semifinos foram

corados com solucao de azul de Toluidina e examinados ao microscopio de luz, para
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selecao dos blocos. Os cortes ultrafinos foram contrastados com solugao alcodlica
saturada de acetato de uranila e citrato de chumbo, analisados e fotografados ao
MET, modelo Tecnai-12 (FEI) do LMEM/PROPPG/UEL.

3.4.3 Histoquimica

3.4.3.1 Deteccgao de Polissacarideos Neutros (reagao do PAS)

Para detecgdo de polissacarideos neutros (grupamentos 1,2-glicol)
os cortes foram tratados com acido periddico 0,1% a 56°C em estufa (15 minutos) e
Reativo de Schiff (60 minutos), lavados em &gua sulfurosa, lavados em agua
corrente, contra-corados com Hematoxilina de Harris, lavados em agua corrente,
desidratados em séries crescentes de alcool etilico (70 a 100%), diafanizados em
xilol, montados em balsamo do Canada e analisados (PEARSE, 1985). Para controle
da reacgao foi efetuado o bloqueio pela acetilagdo segundo McManus e Cason
(1950).

Para a deteccdo de glicogénio os cortes foram previamente
incubados com a alfa amilase a 0,5% (£ 37°C em estufa) por duas horas (FIORE-
DONNO & BAUME, 1996), lavados em agua corrente e destilada e submetido a

técnica do PAS e analisados.

3.4.3.2 Detecgdo de Polissacarideos Acidos

Para esta técnica os cortes passaram por agua destilada e solugao
de Azul de Alcian, por 30 minutos em pH 2,5 (polissacarideos acidos sulfatados),
conforme protocolo de Pearse (1985). Os cortes foram lavados em agua corrente,

contra-corados com Hematoxilina de Harris, lavados em agua corrente, desidratados
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em séries crescentes de alcool etilico (70 a 100%), diafanizados em xilol, montados

em balsamo do Canada e analisados.

3.4.3.3 Deteccgao de Proteinas Totais

Foi feito o tratamento dos cortes em agua destilada e depois em
solucado de Azul de Bromofenol 0,1% em alcool etilico 95% (15 minutos), lavagem
dos cortes em solugdao aquosa de &cido acético a 0,5% (5 minutos), rapida
diafanizacdo em Xilol e montagem com Balsamo do Canada, conforme Coello
(1989).

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Morfologia

3.5.1.1 Microscopia de luz

O IM de E. heros divide-se em trés regides, sendo a anterior (IMA),
média (IMM) e posterior (IMP). A regiao anterior (IMA) ou camara fluxo (CF), foco
deste trabalho, morfologicamente apresenta-se como uma cadmara, de formato oval,
e é responsavel pela maior parte do metabolismo da digestdo. O IMM e IMP sdo um
tubo longo, fino e enrolado. O IMA, histologicamente é constituido, da luz para a
periferia, uma camada epitelial (CE) e camada muscular (CM). Na CE, foi possivel
identificar dois tipos celulares, as células digestivas (Cd) e as regenerativas (Cr). As
Cd, mais abundantes, sdo alongadas, com algumas protusbes, com borda em
escova, nucleo na regidao mediana, citoplasma baséfilo e pouco vacuolizado. As Cr
sdo células pequenas, isoladas, basdfilas, com nucleo central, encontradas em

pouca quantidade, principalmente na regido basal do epitélio. A CM esta constituida
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por feixes de fibras transversais (musculo circular), mais préximas da base da CE,
que acompanham as dobras desta, e por feixes de fibras longitudinais (musculo

longitudinal), que acompanham a CE em toda sua extenséo. (Figura 1A).

Os percevejos alimentados com os dois genétipos BRS 391e BRS
1001IPRO apresentaram alteragbes histologicas na camara fluxo em relagdo a
testemunha, principalmente nas células digestivas. Ambos os tratamentos
promoveram desorganizagao nestas células, que apresentaram citoplasma
vacuolizado e com espagos entre elas. A CF dos percevejos tratados com o
genotipo BRS 391 apresentou Cr em ninhos (Figura 1B), enquanto que as Cd dos
percevejos tratados com o gendtipo BRS 1001IPRO, apresentaram além do
citoplasma bastante vacuolizado, grande numero de protusdes citoplasmaticas
(Figura 1C).

Figura 1. Fotomicrografia do IMA de adultos de E. heros alimentados com diferentes
genotipos de soja. A: BRS 284 (Testemunha); B: BRS 391 e C: BRS 1001IPRO. CE
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— Camada epitelial; Cd — Célula digestiva; Pt — Protusdes; Cr — Célula regenerativa e

CM — Camada muscular. HE. Barra: 10 ym.

3.5.1.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As alteracdes ultraestruturais foram observadas na regido apical das
células digestivas (Figura 2). As Cd, das camaras fluxo dos percevejos submetidos
aos dois tratamentos apresentaram baixo numero de mitocbndrias nesta regiao,
quando comparado a testemunha. Além disso, no tratamento BRS 1001IPRO
(Figuras 2C e 2D), foi possivel observar regides sem as microvilosidades (Mv), bem

como auséncia pontual de membrana perimicrovilar (Mpmv).

Figura 2. Eletromicrografia (MET) ou Micrografia eletrdbnica (MET) de corte das
células digestivas do intestino médio anterior de adultos de E. heros, alimentados
com diferentes gendtipos de soja. A: BRS 284 (Testemunha); B: BRS 391; C: BRS
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1001IPRO. Barra: 2 ym. D: BRS 1001IPRO, com detalhes para as falhas nas
microvilosidades e rupturas na membrana perimicrovilar Barra: 1 uym. Mv -
microvilosidades; Mpmv — Membrana perimicrovilar; * - Glicocalice; Mc — Membrana

celular e Mit — MitocOndria.

3.5.2 Histoquimica

3.5.2.1 Polissacarideos neutros

Os resultados da detecgao histoquimica de carboidratos neutros
pelo método do Acido Periédico-Schiff (PAS) estdo descritos na tabela 1 e podem

ser observados na Figura 3.

Tabela 1. Resultados da reacdo do PAS, para deteg¢ao de polissacarideos neutros,
no intestino meédio anterior (IMA) de adultos de E. heros alimentados com diferentes

gendtipos de soja.

Camada epitelial

Células Células Camada
Tratamento
digestivas regenerativas muscular
BRS 284 +++ + +++
BRS 391 +++ + +
BRS 1001IPRO ++ + +++

Legenda: (+) reagdo fraca; (++) reacdo moderada; (+++) reagao forte.
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Figura 3. Fotomicrografias do intestino médio anterior de adultos de E. heros
alimentados com diferentes gendtipos de soja. A: BRS 284 (Testemunha); B: BRS
391 e C: BRS 1001IPRO. Deteccao histoquimica de polissacarideos neutros (PAS).
CE - Camada epitelial; Cd — Célula digestiva; Cr — Célula regenerativa e CM —

Camada muscular. Barra: 10 pm.

3.5.2.2 Glicogénio

Os resultados da detecgao histoquimica para o glicogénio (método
PAS + alfa amilase) estdo descritos na tabela 2 e podem ser observados na Figura
4.
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Tabela 2. Resultados para detecgéo de glicogénio no intestino médio anterior (IMA)
de adultos de E. heros alimentados com diferentes gendtipos de soja. Reagéao do

PAS precedido pela alfa-amilase.

Camada epitelial

Células Células Camada
Tratamento
digestivas regenerativas muscular
BRS 284 ++ou + + +
BRS 391 + + +
BRS 1001IPRO ++ + +

Legenda: (-) reacao negativa; (+) reacéo fraca; (++) reacdo moderada; (+++) reagéo forte.

Figura 4. Fotomicrografias do intestino médio anterior de adultos de E. heros
alimentados com diferentes gendtipos de soja. A: BRS 284 (Testemunha); B: BRS
391 e C: BRS 1001IPRO. Detecgéao histoquimica com alfa amilase seguido de PAS
para exclusdo do glicogénio. CE — Camada epitelial; Cd — Célula digestiva; Cr —
Célula regenerativa e; CM — Camada muscular. Barra: 10 ym.
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3.5.2.3 Polissacarideos acidos

A deteccdo de polissacarideos acidos nao apresentou positividade

de reacdo em todos os tratamentos.

3.5.2.4 Proteinas totais

Os resultados da deteccao de proteinas totais pelo método de azul de bromofenol

estdo expressos na tabela 3 e podem ser observados na Figura 4.

Tabela 3. Resultados para detecdo de proteina totais no intestino médio anterior
(IMA) de adultos de E. heros alimentados com diferentes gendétipos de soja. Método

de azul de bromofenol segundo Coello (1989).

Camada epitelial

Células Células Camada
Tratamento
digestivas regenerativas muscular
BRS 284 +++ ++ +
BRS 391 ++++ ++++ ++
BRS 1001IPRO +++ +++ ++

Legenda: (+) reacéo fraca; (++) reagdo moderada; (+++) reagédo forte; (++++) reagdo muito forte.
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Figura 4. Fotomicrografias do intestino médio anterior de adultos de E. heros

alimentados com diferentes genoétipos de soja. A: BRS 284 (Testemunha); B: BRS
391 e C: BRS 1001IPRO. Deteccao histoquimica de proteinas totais com azul de
bromofenol. CE — Camada epitelial; Cd — Célula digestiva; Cr — Célula regenerativa;
CM — Camada muscular. Barra: 10 pym.

3.6 DISCUSSAO

A camada epitelial do IM, porgdo anterior (IMA) de E. heros,
estudado no presente trabalho, formada por células digestivas (colunares) e
regenerativas, € semelhante a outros hemipteros observados na literatura, como em
Triatoma vitticeps (Hemiptera: Reduviidae) (ROCHA, 2009). Lehane e Billingsley
(1996) explicam que, em triatomineos (Hemiptera: Reduviidae), o IMA é formado por

uma camada de células colunares que estao envolvidas na produgao e secrecao de
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moléculas, e na absor¢cao de nutrientes, que é facilitada pelas microvilosidades

existentes em seu epitélio luminal.

Os resultados da microscopia eletrbnica de transmissdo mostraram
alteragbes nas microvilosidades e na membrana perimicrovilar, para o tratamento
BRS 1001IPRO. Terra, Costa e Ferreira (2006) citam que as membranas das células
digestivas possuem modificagbes representadas pelas microvilosidades e dobras
basolaterais, que participam de processos fisioldégicos importantes para o inseto,
além de apresentarem papéis funcionais diferentes ao longo do epitélio do IM, se
envolvendo com a digest&do terminal na superficie celular, absorgdo, homeostase e
mecanismos de secrecdo de enzimas digestivas. Terra e Ferreira (2005) explicam
que as membranas perimicrovilares possam funcionar como uma espécie de
membrana peritréfica (protegao contra abrasado, barreira permeavel as enzimas
digestivas e produtos da digestdo e barreira que dificulta ou impede a entrada de
micro-organismos no epitélio) nos Hemiptera que apresentam digestdo luminal de
polimeros (hematofagos, predadores e sugadores de seiva), onde essa estrutura
provavelmente surgiu para permitir a absor¢gdo de aminoacidos presentes em baixas

concentragoes.

Foi observado também, na microscopia eletrénica de transmisséo,
alteragdo no numero de mitocdndrias, na regido apical das células digestivas, para
os dois tratamentos, em relagao a testemunha. Sousa (2009), estudando os efeitos
do algodao Bt no trato alimentar de Alabama argilacea (Lepidoptera; Noctuidae),
observou alteragdo nas microvilosidades das células colunares, podendo ser em
menor numero, mais curtas e algumas em degeneragdo. Também foi observado pelo
autor que houve uma menor variagdo morfolégica das mitocondrias na regido apical
destas células. As mitocdndrias sao as fontes de forga celular, responsaveis pelo
acumulo da energia na forma de adenosina trifosfato (ATP) necessaria para o
desenvolvimento das fun¢des celulares (NELSON; COX, 2000).

A presenca de granulos PAS positivos nas células digestivas do
intestino médio de E. heros sdo corroboradas pelos resultados encontrados em
outros insetos, de diferentes ordens, como em Diatrea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae) (PINHEIRO; QUAGIO-GRASSIOTTO; GREGORIO, 2008), Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera; Noctuidae) (CORREIA et al., 2009), A. argilacea (SOUZA et
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al., 2009), Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae) (BURGOS; GUTIERREZ,
1976), Tropidacris collaris (Orthoptera: Romaleidae) (WANDERLEY-TEIXEIRA,
2006), entre outros. Terra e Ferreira (1991) explicam que os polissacarideos
encontrados nestas células tém como fungdes a absorgédo de produtos da digestéo e
producdo de enzimas, e podem variar em concentragdo de acordo com a regiao do

intestino médio.

As células regenerativas de todos os tratamentos apresentaram
positividade ao método PAS. Por estarem envolvidas no processo de renovagao
epitelial, € comum que estas células apresentem o material PAS positivo (LEHANE;
BILLINGSLEY (1996).

Quando submetidos ao teste para detecgédo de glicogénio, todos os
tratamentos apresentaram alguma redugao da positividade, indicando a presenca do
glicogénio. O gendtipo BRS 391 apresentou maior redugdo da positividade nas
células digestivas, Enquanto o gendtipo BRS 1001IPRO apresentou maior redugéo
da positividade na camada muscular. Estas redugdes podem indicar que estejam
tendo maior gasto energético em consequéncia do tratamento, para sustentar suas
fungdes vitais. Segundo Kilby (1965), o glicogénio e outros carboidratos sao
importantes no metabolismo dos insetos, pois sdo considerados fontes de energia
importantes que podem ser mobilizados e utilizados em situagdes que exija seu

gasto, como metamorfose, reproducéao e defesa.

Para proteinas totais, o epitélio dos percevejos alimentados com o
tratamento BRS 391 apresentou maior positividade ao meétodo de azul de
bromofenol. Rocha (2009) estudando T. vitticeps em diferentes periodos de privagao
alimentar, observou que quanto mais aumentava o periodo de jejum, maior era a
concentragdo de proteinas nas células digestivas do IM. Dean, Locke e Collins
(1985) explicam que a presenga de proteinas pode estar relacionada a diversos
fatores, como a ecdise e fonte de reserva de energia, principalmente em periodos de
falta de alimento, formag&o de tecidos ou injurias. A alta positividade ao método de
azul de bromofenol no IM dos percevejos alimentados com o tratamento BRS 391

infere que este fato também tenha ocorrido com o presente trabalho.
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3.7 CONCLUSAO

As sojas BRS 391 e 1001IPRO causam alteragbes morfologicas e histoquimicas no
epitélio do intestino médio de Euschistus heros. Assim, o uso destes genoétipos pode
resultar em melhoria como métodos alternativos para o controle desta praga, uma
vez que ambos podem estar associados com a quebra de resisténcia do inseto aos

inseticidas.
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4 ARTIGO B — ASPECTOS BIOLOGICOS DE Euschistus heros (FABRICIUS,
1794) (HETEROPTERA: PENTATOMIDAE) ALIMENTADO COM DIFERENTES
GENOTIPOS DE SOJA.

4.1 RESUMO

A cultura da soja sofre com o ataque de insetos-praga, desde a sua
germinacao até a colheita. Na fase reprodutiva, os percevejos sao responsaveis
pelos principais prejuizos, sendo o percevejo-marrom, Euschistus heros, o principal.
A aplicagao de inseticidas € a maneira mais utilizada para o controle deste inseto,
porém é cara e ineficaz, devido a resisténcia do E.heros a inseticidas ao longo do
tempo. Deste modo, métodos alternativos tém sido utilizados, e busca por cultivares
resistentes a estes insetos vem aumentando. Nesse processo, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos de diferentes gendtipos de soja na biologia de E. heros.
Foram utilizados os gendtipos BRS 284 (controle), BRS 391 e BRS 1001IPRO.
Foram observados a duragao do instar, viabilidade dos insetos por instar e periodo
ninfa-adulto. Também foram avaliados o peso dos insetos adultos apdés a
emergéncia, a longevidade, tanto total como somente das fémeas, a raz&o sexual e
a oviposi¢cao. Também foi realizado um teste de preferéncia alimentar, com e sem
chance de escolha, onde as bainhas de perfuragao nas vagens foram contadas apos
coloracdo com Fucsina acida. Nenhum dos parametros biolégicos observados
apresentou diferenga significativa em relagdo a testemunha. Os resultados de
preferéncia alimentar indicam que pode haver nao preferéncia ou repeléncia do
percevejo E. heros ao gendtipo BRS 391 e preferéncia ao gendtipo BRS 10011PRO.
Conclui-se, portanto, que os gendtipos de soja testados nao alteram o ciclo biolégico
do percevejo-marrom, Euschistus heros, e que ha preferéncia ao gendtipo BRS
1001IPRO e nao preferéncia ao BRS 391.

Termos para indexagao: percevejo-marrom, Bacillus thuringiensis, flavonoides.
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4.2 ABSTRACT

The soybean crop suffers with pest insects attack, from their
germination to its harvest. In the reproductive phase, the stink bugs are responsible
for the main damages, being the brown stink bug, Euschistus heros, the main one.
The application of insecticides is the most used way to control this insect, but it is
expensive and ineffective, due to E.heros resistance to insecticides over time. Thus,
alternative methods have been used, and the search for resistant cultivars to these
insects has been increasing. In this process, the objective of this study was to
evaluate the effects of different soybean genotypes on the biology of E. heros. Were
used the genotypes BRS 284 (control), BRS 391 and BRS 1001IPRO. Were
observed the duration of the instar, viability of the insects per instar and nymph-adult
period. The weight of adult insects after emergence, longevity, both total and only
females, sex ratio and oviposition were also evaluated. A food preference test was
also performed, with and without a choice, where the drilling sheaths in the pods
were counted after staining with acidic Fuchsin. None of the biological parameters
observed presented a significant difference in relation to the control. The food
preference results indicate that there may be no preference or repellency of the E.
heros stink bug to the BRS 391 genotype and preference to the BRS 1001IPRO
genotype. It is concluded that the soybean genotypes tested do not alter the
biological cycle of the brown stink bug, Euschistus heros, and that there is preference
to the genotype BRS 1001IPRO and no preference to the BRS 391.

Index terms: brown stink bug, Bacillus thuringiensis, flavonoids.
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4.3 INTRODUGAO

A soja, Glicine max (L.) Merril, € uma das principais culturas de
oleaginosas do mundo (LIU, 2006), sendo considerado o principal produto do
agronegocio brasileiro (SILVA et al.,, 2010). De acordo com a CONAB, na safra
2016/2017 a producdo de soja no Brasil alcangou a marca de 114 milhdes de
toneladas (CONAB, 2017).

Desde a sua germinagao até a colheita, a cultura da soja esta sujeita
ao ataque de insetos praga. Na fase reprodutiva, os percevejos sdo responsaveis
pelos principais prejuizos, ocasionando severos danos diretos e indiretos a cultura
(PANIZZI, 2013). As espécies desta familia, Nezara viridula (Linnaeus, 1758),
Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) e Euschistus heros (Fabricius, 1798) formam
o complexo de percevejos da soja predominante no Brasil (GUEDES et al., 2012).
Os danos dos percevejos tém se tornado cada vez mais graves devido a ocorréncia
do seu aumento populacional, monitoramento ineficiente e aplicagdes
indiscriminadas de agrotoxicos, o que resulta em um desequilibrio ambiental e na
presenca de populagdes mais resistentes (CORREA-FERREIRA; PANIZII, 1999).

Dentre estas espécies de percevejos, o percevejo-marrom E. heros
€ considerado a praga de maior importancia nas principais regides produtoras do
Brasil (PANIZZI; VIVAN, 1997; SOSA-GOMEZ et al., 2009). Esta praga ocorre de
novembro até abril, com trés geracdes (CORREA-FERREIRA et al., 2009; SOUZA,
2013) e se alimenta preferencialmente das vagens, sendo responsavel pela redugéo
do peso e qualidade das sementes (CORREA-FERREIRA; AZEVEDO, 2002;
DEPIERI; PANIZZI, 2011; SILVA et al., 2012).

O método de controle do percevejo-marrom mais utilizado nas
lavouras brasileiras € o controle quimico, porém a aplicagdo de inseticidas é cara e
nem sempre eficaz, sendo que desde 1990 vem sendo registrado a ineficiéncia no
controle do percevejo, sendo sugerida a resisténcia do E.heros a inseticidas (SOSA-
GOMEZ; CORSO; MORALES, 2001; PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012). Dada a

necessidade de aplicagdes seguidas de inseticidas para controle do inseto-praga
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para evitar perdas na produgdo, a importancia em se obter cultivares de soja com
resisténcia a insetos tem sido destacada (LOURENCAO et al., 2010).

A resisténcia das plantas envolve caracteristicas que as tornam
menos suscetiveis ao ataque do herbivoro, dependendo das condigdes em que séo
manifestadas, essas defesas podem atuar de forma direta, formando barreiras
morfoldgicas, ou de forma indireta, formando barreiras quimicas, ou seja, a produgao
de metabolitos secundarios, tais como alcaloides, terpendides, esteroides e
flavonoides (KOGAN, 1986; ARIMURA et al., 2005; CHEN, 2008), sendo que esses
compostos desempenham importante papel na determinagcdo da quantidade de
alimento que o inseto vai ingerir (BECK, 1965; FRAENKEL, 1969; SRIVASTAVA et
al., 1999).

A reducdo da preferéncia por um hospedeiro e do tempo de
desenvolvimento dos insetos, devido aos mecanismos de defesas da planta podem
afetar o crescimento da populagao desta praga. Portanto, o objetivo deste estudo foi

avaliar a biologia de E. heros, alimentados com diferentes gendtipos de soja.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Genétipos de soja utilizados

Foram utilizados trés gendtipos de soja: BRS 284 (gendtipo
testemunha), BRS 391 (gendtipo resistente a percevejos e que contém os

isoflavonoides genistina e genisteina) e o BRS 1001I1PRO (gendtipo Bt).



52

4.4.2 Aspectos biolégicos de E. heros alimentado com diferentes genétipos

de soja

O trabalho foi conduzido na Embrapa Soja, Londrina-PR, utilizando-
se camara climatizada tipo B.O.D. com temperatura de 26°C (+ 2 °C), umidade
relativa de 70% (x 10%) e fotofase de 14 h.

Foram utilizados insetos de criagdo provenientes da Embrapa Soja.
Apoés eclosdo, os percevejos foram individualizados em placas de Petri (8 cm de
diametro) forradas com papel filtro e algodao umedecido. Quando atingiram o
segundo instar, esses insetos foram alimentados com vagens dos diferentes
gendtipos de soja, sendo que cada gendtipo foi considerado um tratamento,
constituido por 70 insetos, ou seja, repeticbes, em delineamento inteiramente
casualizado. O alimento era renovado a cada dois dias. Foram observados
diariamente os seguintes parametros: duragcédo do instar, viabilidade dos insetos por
instar e periodo ninfa (segundo instar) -adulto. Quando atingiram a fase adulta, estes
foram sexados e pareados em casais. Outros parametros avaliados foram o peso
dos insetos adultos apés a emergéncia, a longevidade, tanto total como somente
das fémeas e a razado sexual (expressa pela formula rs = n° de fémeas/ (n° de
fémeas + n° de machos)). Os ovos, oriundos dos casais, eram coletados
diariamente, para avaliagdo de oviposigao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANAVA)

e as médias comparadas pelo teste Tukey, com p<0,05.

4.4.3 Preferéncia alimentar de E. heros a diferentes genétipos de soja

Foi realizado um ensaio de preferéncia alimentar com os trés
genotipos de soja, com e sem chance de escolha para os insetos.

Foram utilizadas fémeas adultas, individualizadas, sendo 18 insetos
para o ensaio com chance e 15 insetos para o ensaio sem chance de escolha,
sendo que cada inseto correspondeu a uma repeticdo, em delineamento

inteiramente casualizado.
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Os insetos foram colocados em placas de Petri (14 cm de didmetro)
forradas com papel filtro e contendo algoddo umedecido no centro. Essas placas
demarcadas em trés areas, onde cada parte continha uma vagem. Para o ensaio
com chance de escolha, cada uma dessas trés vagens correspondia a um dos
gendtipos (Figura 1). Para o ensaio sem chance de escolha, as vagens eram do
mesmo gendtipo.

Os insetos foram alimentados por quatro dias, sem troca das
vagens. Apoés este periodo, as vagens foram coletadas e submetidas a coloragao
com Fucsina 4cida, para contagem das bainhas de perfuragao, tanto do lado de fora
da vagem, como nos graos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste
Friedman, com p<0,05.

Figura 5. Representacao de uma repeticdo do ensaio de preferéncia alimentar, com
chance de escolha, de Euschistus heros a diferentes genétipos de soja.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Aspectos biolégicos de E. heros alimentado com diferentes genétipos

de soja

Tanto os parédmetros avaliados estatisticamente para ninfas (Tabela
4) como os para adultos (Tabela 5) ndo apresentaram diferenga significativa entre os
tratamentos. A razao sexual, que indica a proporcdo de fémeas em relacdo ao
numero de machos em uma populagao, foi maior nos dois tratamentos, em relacao a
testemunha (Tabela 5), sendo maior na BRS 1001IPRO, seguido da BRS 391.

Os resultados de duracao dos instares, peso de adultos e numero de
ovos (oviposicdo) sao inferiores aos observados por OLIVEIRA (2014). Esta
diferenca pode estar ligada a alimentagéo, pois o autor utilizou, em todos os seus
tratamentos (soja, amendoim, girassol, ervilha e gergelim), vagens frescas de feijao.
Assim, a diversidade da dieta oferecida aos insetos influencia nos seus parametros
biolégicos, proporcionando melhor nutricdo, consequentemente o peso e a
longevidade dos insetos sdo maiores. Panizzi, Bueno e Silva (2012) citam que os
adultos deste percevejo vivem, em média, 116 dias, em condigbes de campo, muito
acima do que foi observado no presente trabalho (30,97 dias para a testemunha),

em laboratoério.
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Tabela 4. Duracao e viabilidade de ninfas de Euschistus heros alimentadas com diferentes genaétipos de soja. Londrina, 2016.

N2 N3 N4 N5 N2-Adulto
D (dias) V (%) D (dias) V (%) D (dias) V (%) D (dias) V (%) D (dias)

Tratamento

BRS 284 3,49 (+1,80)a 77,61 3,90 (x1,21)a 84,62 461(x1,10)a 8864 7,13(t1,38)a 97,44 20,16 (+ 3,86) a
BRS 391 3,64 (£2,15)a 59,32 4,11(x0,90)a 9429 439 (+1,12)a 93,94 7,36(+1,23)a 100 20,74 (+3,44)a
BRS 1001IPRO 3,64 (+ 1,86)a 63,08 4,31 (+1,56)a 90,24 4,51(+0,96)a 94,30 7,11(x1,09)a 97,22 20,43 (+3,08)a

CV (%) 53,85 30,82 23,54 17,28 17,08

Médias (+ erro padrdo) seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) — Coeficiente de variagdo. D (dias) — Duragéo, em
dias, de cada instar. V (%) — Viabilidade dos insetos, para cada instar. N2 — Ninfas de segundo instar. N3 — Ninfas de terceiro instar. N4 — Ninfas de quarto instar. N5 — Ninfas
de quinto instar. N2-Adulto — Duragao do inicio do segundo instar a fase adulta.

Tabela 5. Aspectos biologicos de adultos de Euschistus heros alimentados com diferentes gendtipos de soja. Londrina, 2016.
Longevidade (dias)

Tratamento Razao Sexual Peso (mg) Oviposigao
Total Fémeas
BRS 284 0,34 67,85 (+ 9,89) a 132,31 (+ 152,35) a 30,97 (+ 18,25) a 26,61 (£ 19,90) a
BRS 391 0,48 66,63 (+ 9,22) a 56,93 (+ 78,35) a 2477 (x17,17) a 23,73 (£ 19,23) a
BRS 1001IPRO 0,51 67,82 (£ 7,78) a 61,83 (£ 94,12) a 25,03 (£ 15,22) a 22,10 (£ 22,10) a
CV (%) 13,38 84,32 34,49 40,87

Médias (x erro padrao) seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV (%) — Coeficiente de variagdo. Razdo Sexual — rs = n° de

fémeas/(n°® de fémeas + n° de machos). Oviposi¢gdo — Soma do numero diario de ovos por fémea.
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4.5.2 Preferéncia alimentar de E. heros a diferentes genétipos de soja

Quando os insetos foram colocados com chance de escolha, o
gendtipo BRS 10011PRO foi o mais atrativo aos percevejos, sendo significativamente
mais perfurado em relagdo aos outros dois tratamentos, fora e dentro das vagens.
Os tratamentos BRS 284 e BRS 391 nao diferiram entre si estatisticamente (Tabela
6).

Quando os insetos foram colocados sem chance de escolha, o
gendtipo BRS 391 foi o que apresentou a menor média de perfuragdes, sendo
estatisticamente diferente da BRS 284 para o lado de fora, e dos dois tratamentos
do lado de dentro. Os tratamentos BRS 284 e BRS 1001IPRO nao diferiram entre si
estatisticamente (Tabela 6). Estes resultados indicam que pode haver n&o
preferéncia ou repeléncia do percevejo E. heros ao gendtipo BRS 391 e preferéncia
ao gendtipo BRS 10011PRO.

Tabela 6. Preferéncia alimentar de E. heros a diferentes gendtipos de soja.

Numero de Bainhas de Perfuragao

Tratamento Com Chance de Escolha Sem Chance de Escolha
Fora Dentro Fora Dentro
BRS 284 3,22 a 1,11 a 12,80 b 2,80b
BRS 391 2,61a 0,44 a 4,80 a 1,06 a
BRS 1001IPRO 10,22 b 283b 6,46 ab 2,66 b

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Friedman (p <0.05).

Sismeiro (2015), estudando as populagcbes de insetos-praga e
predadores na cultura da soja em sucessdo com milho, observou que havia maior
populacao de E. heros em todos os tratamentos contendo soja com o gendtipo Bt,
em relagdo aos outros tratamentos, corroborando com o resultado de preferéncia
alimentar. Correia-Ferreira et al. (2016), avaliando a tolerancia do gendtipo BRS 391

a ataques de percevejos, observaram menor nivel populacional destes insetos em
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relagdo ao controle. Os autores ainda observaram que houve um menor indice de
sementes picadas e inviabilizadas pelos percevejos, do gendtipo BRS 391, em duas

areas testadas, em relagao ao controle.

4.6 CONCLUSAO

Os gendtipos BRS 391 e BRS 1001IPRO n&o alteram o ciclo

bioldgico do percevejo-marrom, Euschistus heros.

Pode haver nao preferéncia ou repeléncia do percevejo E. heros ao
gendtipo BRS 391 e ha preferéncia ao genétipo BRS 1001IPRO.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os genodtipos testados causam alteragbes morfolégicas e
histoquimicas no epitélio do intestino médio de Euschistus heros, inferindo assim
que o uso destes gendtipos pode resultar em melhoria para o controle desta praga,
uma vez que ambos podem estar associados com a quebra de resisténcia do inseto

aos inseticidas.

Os gendtipos testados n&o alteram o ciclo biolégico do percevejo-
marrom, Euschistus heros, porém ha nao preferéncia ou repeléncia do inseto ao
gendtipo BRS 391 e preferéncia ao gendétipo BRS 10011PRO.



