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RESUMO

Visando esclarecer a etiologia dos danos em soja Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae) causados
por pentatomideos fit6fagos, foram avaliados os danos em sementes, a morfologia dos
estiletes e enzimas salivares. Primeiramente, avaliou-se a area, a profundidade, e a histologia
dos danos em sementes de soja causados pelos percevejos Dichelops melacanthus (Dallas),
Euschistus heros (F.), Nezara viridula (L.), Piezodorus guildinii (West.), e a relacdo entre o
tempo de alimentacdo das espécies citadas acima com a drea de dano. O tempo de
alimentacdo foi significativamente maior para N. viridula (ca. 133 min) comparado com E.
heros e D. melacanthus (ca. 70 min); N. viridula e P. guildinii tiveram tempos de alimentagdo
similares. A drea do dano superficial nas sementes decresceu de 4.0 mm? para P. guildinii a
0,3 mm’ para D. melacanthus. Observou-se correlacao positiva entre tempo de alimentacdo e
a drea de dano resultante para E. heros, N. viridula e P. guildinii (R2 > 0,80, P < 0,0001).
Entretanto, para D. melacanthus essa correlacdo ndo foi significativa (R* = 0,1011, P =
0,1493). P. guildinii causou em dano alimentar mais profundo nas sementes, enquanto a de D.
melacanthus resultou em danos menos profundos em comparagdo as outras espécies. A
alimentacdo de E. heros e N. viridula resultou em valores intermedidrios de profundidade do
dano. O dano histolégico causado pela perfuracdo das sementes pelos estiletes foi
caracterizado pela destruicdo das células e pela fusdo e dissolucdo dos corpos de proteina,
possivelmente provocados por enzimas digestivas. Nas sementes atacadas por P. guildinii, os
corpos de proteina foram completamente destruidos, sugerindo maior acdo deletéria das
enzimas salivares para os tecidos da semente para esse percevejo em comparagao as outras
espécies estudadas. N. viridula apresentou o maior comprimento do rostro (5,9 mm) e P.
guildinii o menor (3,5 mm); para D. melacanthus e E. heros esse valor foi intermedidrio e

similar. O comprimento e largura da ponta das mandibulas foram maiores em N. viridula e
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menores em P. guildinii. E. heros apresentou comprimento da ponta da mandibula maior que
D. melacanthus, mas a largura da ponta das mandibulas foi similar. Todas as espécies
mostraram um padrdo similar de denticio na ponta das mandibulas. Para estudos visando
detalhar as areas dos canais de alimento e de saliva, sugere-se o corte dos estiletes na altura do
terceiro segmento do rostro tratado com EDTA em banho de gelo e exposto por 0,5 h em
micro-ondas. As dreas da seccado transversal do canal alimentar e do canal salivar no terceiro
segmento do rostro foram maiores em N. viridula e D. melacanthus em comparagcdo com E.
heros e P. guildinii. Essa tultima espécie apresentou os canais menos calibrosos. Entretanto,
quando se considera a relagdo entre os canais, P. guildinii apresentou valor relativo mais alto,
possuindo drea do canal de alimento relativamente maior do que as outras espécies estudadas.
Cisteina-proteases estavam presentes na saliva de D. melacanthus e N. viridula e ausentes em
E. heros. Em D. melacanthus, E. heros € N. viridula nao se observou atividade de o-amilase

salivar. Carboximetil-celulases ndo foram observadas na saliva dessas trés espécies.
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ABSTRACT

Aiming to clarify the etiology of the damage in soybean Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae)
caused by phytophagous pentatomids in seeds, the morphology of stylets and digestives
salivary enzymes were evaluated. Initially, the surface, depth and histology of damages to
soybean seeds caused by Dichelops melacanthus (Dallas), Euschistus heros (F.), Nezara
viridula (L.), and Piezodorus guildinii (West.) were evaluated, and the relationship between
feeding time and seed damage were estimated. Feeding time was significantly longer for N.
viridula (ca. 133 min.) compared to E. heros and D. melacanthus (ca. 70 min.); N. viridula
and P. guildinii had a similar feeding time. The area resulted in superficial damage to the
seeds varied from 4.0 mm? caused by P. guildinii down to 0.3 mm? caused by D. melacanthus.
There was a positive correlation between feeding time and resulting damage for E. heros, N.
viridula and P. guildinii (R2 > 0.80, P < 0.0001). However, for D. melacanthus this
correlation was not significant (R*=0.1011, P = 0.1493). P. guildinii feeding resulted in the
deepest seed damage while D. melacanthus feeding resulted in the shallowest damage.
Feeding by E. heros and N. viridula yielded intermediate values of seed damage compared to
the other stink bug species. The histological damage caused by stylets penetration into the
seed was characterized by the destruction of cells and by fusion and dissolving of protein
bodies caused by salivary digestive enzymes. N. viridula showed the longest rostrum (5.9
mm) and P. guildinii the shortest (3.5 mm); for D. melacanthus and E. heros these values
were intermediate and similar. The length and width of mandible tips were also bigger for N.
viridula and smaller for P. guildinii. E. heros showed mandible tip length greater than D.
melacanthus, but mandible tip width was similar. The four species of stink bugs showed a
similar pattern of serration (indentation) on the mandible tips. The cross-section area of the

food (Fc) and salivary (Sc) canals of 3" rostral segment had higher values for N. viridula and
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D. melacanthus compared to E. heros and P. guildinii. This last species presented the smallest
food and salivary canal areas. However, when considering the ratio Fc/Sc, P. guildinii showed
the highest relative value, which indicates a relatively bigger food canal. Cysteine-proteases
enzymes were present in D. melacanthus and N. viridula saliva and absent in E. heros. For D.
melacanthus, E. heros and N. viridula it was not observed o-amilase activity in the saliva.

Carboxymethyl cellulase was not present in the saliva of these three species.
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Figura 3.2. Diagrama geral da estutura do aparelho bucal de um pentatomideo (A), e sec¢do
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processo superior reto direito da juncdo média, C' = processo superior "em gancho" esquerdo
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Figura 5.3. Relagdo entre a forca necessdria para penetrar dietas natural e artificial usadas
para alimentar fémeas adultas de Euschistus heros em laboratério e o comprimento total da
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CAPITULO 1

Introducao geral

1.1. Introducao

O filo Arthropoda abrange aproximadamente 85% das espécies do Reino Animal,
agrupadas em diversas classes (Gallo et al. 2002, Ruppert et al. 2003). A Classe Insecta
(Hexapoda) € considerada a maior e a mais bem sucedida do filo Arthropoda, representando
73% das espécies de invertebrados e 83% das espécies dos artropodes (Maranhdo 1977).

Os insetos constituem um dos grupos que mais tiveram ampla irradiagdo adaptativa,
possibilitando que ocupassem quase todos os habitats terrestres e aquaticos. Frequentemente,
vivem onde poucos animais ou plantas conseguem sobreviver (Ruppert et al. 2003). Duas
hipéteses foram propostas para explicar como as unidades ecoldgicas (guildas alimentares)
expandiram evolutivamente. De acordo com a hip6tese de saturacdo ecolégica (May 1981) o
nimero de nichos que poderiam ser ocupados pelas espécies de insetos € relativamente
constante. Uma nova espécie somente poderia se estabelecer se outra fosse excluida por
competicdo e se tornasse extinta. Strong et al. (1984) rejeitaram essa hipdtese em relacdo as
comunidades de insetos fitéfagos, e propuseram a hipétese de expansiao dos recursos. Nessa
hipétese, o aumento da diversidade das plantas possibilita o aumento da diversidade de
insetos.

A fitofagia esta presente em aproximadamente 45% das espécies de insetos, embora
nenhuma espécie de planta em seu ambiente seja atacada por todas as espécies de insetos
fitéfagas (Thorsteinson 1960). Dethier (1976) demonstrou que os insetos fitofagos s6 podem
viver associados com plantas ou partes de plantas nas quais apresentam tolerancia aos seus

componentes de defesa.



A interacdo entre insetos e plantas levou ao longo da evolu¢do ao desenvolvimento
de mecanismos de defesa contra o ataque de pragas (Gatehouse et al. 1990). Estudos tém
revelado que as plantas defendem-se de insetos e patdogenos produzindo compostos quimicos
que os repelem e/ou intoxicam. Alguns desses compostos, especialmente proteinas, cujas
concentracdoes podem variar em resposta ao ataque pelas pragas, também poderiam inibir a
atividade das enzimas digestivas dos insetos (Maugh 1982). O conhecimento da distribui¢ao
das enzimas na saliva e ao longo do tubo digestivo dos insetos permite inferir a facilidade de
acesso do inibidor as diferentes enzimas. Isso podera orientar a selecdo de variedades de
plantas economicamente interessantes capazes de produzir inibidores das enzimas mais
acessiveis e eficazes, tornando-as mais resistentes as pragas.

Embora a utilizacdo de genes que levam a expressdo de proteinas potencialmente
téxicas estarem sendo estudadas, e muitas delas terem sido inseridas em plantas de interesse
econdmico, tornando-as resistentes a insetos-praga (Vaeck et al. 1987; Hilder et al. 1987),
uma desvantagem dessa tecnologia € o alto nivel de proteina requerido para afetar o inseto
(Brunke & Meeusen 2001). Contudo, um maior conhecimento das enzimas digestivas dos
insetos possibilitaria ao desenvolvimento de inibidores especificos que poderiam ser usados

como uma nova geracao de inseticidas.

1.2. Pentatomideos fitéfagos e os danos em soja

A soja [Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae)] € a mais importante oleaginosa cultivada
no mundo e uma das commodities que mais geram divisas para o Brasil. Sua exploracdo
econOmica € prejudicada por vdrios problemas fitossanitarios, destacando-se os percevejos
pentatomideos, que se encontram entre as principais pragas da cultura (Panizzi & Slansky

1985, Gazzoni et al. 1998, Lustosa et al. 1999). A maioria desses insetos causa danos a soja



com a introdu¢do do aparelho bucal nas vagens. Ao atingirem as sementes, danificam
diretamente os tecidos, tornando-as chochas e enrugadas, afetando, consequentemente, a
producdo e a qualidade dos grdos, além de afetarem a germinacdo e vigor das sementes
(Panizzi & Slansky 1985, Corréa-Ferreira e al. 2009). A puncdo facilita a contaminacao dos
graos por patégenos, e pode ainda causar distirbios fisiolégicos, como atraso na maturagao,
reten¢do foliar e desenvolvimento anormal de foliculos e vagens (Daugherty et al. 1964, Todd
& Herzog 1980, Boethel et al. 2000, Hori 2000).

O papel da saliva dos hemipteros e das enzimas salivares é fundamental para a
compreensdo da etiologia dos danos que esses insetos causam as plantas. Os pentatomideos
fitofagos ao se alimentarem das sementes, injetam saliva contendo enzimas digestivas e
sugam o conteudo liquefeito (Todd & Herzog 1980). O excesso de saliva ao redor do estilete
solidifica-se formando uma bainha na superficie da vagem (Miles 1972). Essas bainhas
indicam de forma simplificada o forrageamento dos pentatomideos, permitindo a
quantificacdo do nimero de pungdes por vagem (Bowling 1980, Panizzi et al. 1995, Santos
2003).

Estudos iniciais da morfologia dos estiletes foram conduzidos por Santos (2003),
entretanto ndo houve relacdo clara entre as denti¢des presentes na mandibula e os danos
causados pelos percevejos.

Dentro do mesmo nivel populacional, Piezodorus guildinii (West.) € a espécie mais
prejudicial, seguida por Nezara viridula (L.) e Euschistus heros (F.) (Corréa-Ferreira &
Azevedo 2002, Sosa-Gomez et al. 2004). O maior dano de P. guildinii pode ser pelo
comportamento de insercdo e retirada dos estiletes que podem causar maior lesdo as paredes
celulares, em comparacdo as outras espécies de pentatomideos, mas isso ndo estd provado.
Sabe-se que o modo de insercdo e retirada dos estiletes estd associado a diferentes niveis de

destruicdo de tecidos (Cohen 1996). Espécies pertencentes ao género Dichelops sao



encontradas atacando os graos de soja, em menor abundancia. No entanto, a expansao do
sistema de semeadura direta e do cultivo do milho safrinha desencadearam o crescimento
populacional dessas espécies, especialmente de D. melacanthus (Dallas) (Panizzi 1997).
Edessa meditabunda (F.) é praga secunddria em muitas espécies de solanidceas e fabaceas
(Silva et al. 1968, Rizzo 1971), incluindo a soja.

Panizzi & Machado-Neto (1992) relataram que o rostro de E. meditabunda é mais
curto que os de N. viridula, E. heros e P. guildinii. Esse menor tamanho do aparelho bucal
poderia explicar o fato das ninfas de E. meditabunda nao conseguirem atingir a fase adulta
quando alimentadas com vagens de soja (Panizzi & Machado-Neto 1992), tendo que se
alimentar também das folhas do hospedeiro para completar seu desenvolvimento (Rizzo
1971). Essa preferéncia de E. meditabunda pelos tecidos vegetativos reduz sua importancia
economica (Costa & Link 1977, Galileo & Heinrichs 1979). Entretanto, devido ao
comportamento de agregacao das ninfas e sua alimentagcdo frequente, E. meditabunda pode
causar danos importantes para a planta, além de adquirir e disseminar patégenos (Panizzi &
Machado-Neto 1992).

A diferenga no nivel de dano entre as espécies também estd possivelmente associada
as caracteristicas bioquimicas da saliva (Cohen & Wheeler 1998), a transmissdo de
fitopatdgenos, como Nematospora coryli Peglion, e ao comportamento de alimentagdo (Sosa-
Gomez & Moscardi 1995, Corréa-Ferreira & Azevedo 2002), mas estas questdes permanecem
em aberto. A mancha de levedura da soja causada por N. coryli é dependente do inseto para
sua transmissdo. Pun¢des simulando a alimentacdo do percevejo Acrosternum hilare (Say)
ndo provocaram a transmissdo do patégeno (Daugherty 1967). Entretanto, os relatos sobre a
presenca dos esporos do microrganismo no interior do aparelho digestivo dos pentatomideos
sdo contraditorios (Mitchell 2004). Leach & Clulo (1943) isolaram N. coryli na superficie de

A. hilare, e ndo encontraram o microrganismo nos 6rgaos internos do inseto. Esses autores



observaram que o diametro do canal de alimento formado pelos estiletes nesse percevejo
raramente excede 12 um, enquanto que as células do fungo medem entre 10 e 20 um, e
portanto consideraram que a associagdo € provavelmente mecanica e externa. Contudo,
Daugherty (1967) isolou o fungo de pronotos macerados e Foster & Daugherty (1969)
cultivaram a levedura a partir dos estiletes, receptidculos salivares, e reto de percevejos
adultos.

Assim, é necessario aprofundar os estudos sobre a morfologia dos estiletes, enzimas
digestivas associadas a saliva e danos em sementes de soja por pentatomideos, que auxiliam
no desenvolvimento de novas cultivares, minimizando o impacto que essas pragas causam na

producio e na qualidade das sementes.

1.3. Aparelho bucal dos insetos sugadores

O aparelho bucal dos insetos sugadores surgiu independentemente em Hemiptera,
Thysanoptera e em Lepidoptera adultos (Labandeira 1997). Todavia, hd o consenso que esse
tipo de aparelho bucal evoluiu das estruturas presentes no aparelho bucal mastigador. O
aparelho bucal primitivo consiste de um par de mandibulas e maxilas, 1dbio (ventral), labro
(dorsal) e hipofaringe. Em Hemiptera, o 1dbio e o labro se estenderam para formar uma
cavidade pré-oral. A hipofaringe, parte ventral da cdpsula cefdlica, se estende para o interior
da cavidade pré-oral entre o ldbio e o labro. Os ductos das glandulas salivares se abrem no
espaco entre a hipofaringe e o ldbio (Nation 2002). As mandibulas e maxilas sao estiliformes,
e os palpos maxilares sdo atrofiados. O ldbio apresenta um sulco anterior que contém dois
estiletes mandibulares e dois estiletes maxilares. Em heterdpteros fit6fagos, o 1abio apresenta

em sua porc¢do distal sensilas gustativas (Schoonhoven 1968). As duas maxilas sdo unidas por



sulcos, formando um tubo com dois canais. O canal dorsal conduz o alimento sugado para a

cavidade oral, e o canal ventral leva a saliva até o alimento presente no substrato (Figura 1.1).

A C
Musculos dllatadores
Clip A\ &
Labru \ :
Labium 1 )
M
L

Figura 1.1. Aparelho bucal picador-sugador de Hemiptera. Vista lateral (A) e frontal da

cabeca de um hemiptero (B). Seccdo esquematica longitudinal da cabega e do aparelho bucal
de um pentatomideo durante a alimentacdo (C). Seccdo esquemadtica transversal dos estiletes
(D). Seccao transversal do terceiro segmento do ldbio de Nezara viridula (E) mostrando as
mandibulas direita (MdD), mandibula esquerda (MdE), maxila direita (MxD), maxila
esquerda (MxE), canal de alimento (Ca) e canal de saliva (Cs). Figura A-D, baseada em

Davies (1988). Figura E, baseada em Depieri et al. (2010). Aumento 400x.

O formato da ponta dos estiletes, denticdo da ponta das mandibulas, filtros com
cerdas das maxilas, e o tamanho do canal de alimento em relagdo aos hébitos alimentares tém
sido abordados (Faucheux 1975, Cobben 1978, Cohen 1990). Os estiletes mantém-se unidos
por juncdes do tipo canal-crista, que se estendem quase por todo comprimento das maxilas

(Cobben 1978, Cohen 2000). Todavia, pouco se conhece a respeito das dimensdes da ponta da



mandibula, morfologia de sua denticdo, e sua relacdo com os danos observados nas plantas.
Ap6s os estiletes serem inseridos no tecido vegetal eles podem ser orientados em diferentes
direcdes provocando lise dos tecidos através do rompimento de paredes e membranas
celulares (Schoonhoven et al. 2005).

O presente estudo buscou elucidar o dano em sementes de soja causado por diferentes
espécies de pentatomideos fit6fagos, considerando as seguintes hipdteses:

1) A duracdo do periodo da alimentacdo tem influéncia na drea do dano em sementes
de soja;

2) As dimensdes da ponta dos estiletes e a drea da secc¢do transversal do canal de
alimento e do canal de saliva das diferentes espécies de percevejos causam danos diferenciais
em sementes de soja;

3) Enzimas digestivas presentes na saliva sdo possivelmente responsaveis pela maior

parte dos danos nas sementes de soja.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo geral

Avaliar os danos causados em sementes de soja pelos percevejos pentatomideos

Dichelops melacanthus (Dallas), Euschistus heros (F.), Nezara viridula (L.) e Piezodorus

guildinii (West.) em relacdo a morfologia dos estiletes e as enzimas salivares.



1.4.2. Objetivos especificos

e Avaliar os danos celulares em sementes de soja causados pelas espécies D.
melacanthus, E. heros, N. viridula e P. guildinii e medir a 4rea e a profundidade dos
danos nos tecidos atacados;

¢ Comparar a morfologia da denticio mandibular, a ultraestrutura das jungdes das
maxilas e a drea da seccao transversal dos canais de saliva e de alimento das espécies
D. melacanthus, E. heros, N. viridula e P. guildinii;

e Desenvolver nova metodologia para a preparacao do aparelho bucal de hemipteros
para anélises em microscopia Optica e eletronica de transmissao;

® Analisar o desgaste das denticdes mandibulares em adultos de E. heros de diferentes
idades alimentados em dieta natural e artificial;

e Avaliar a presenca das enzimas o-amilase, cisteina-proteases e carboximetil celulase

na saliva de D. melacanthus, E. heros e N. viridula.
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CAPITULO 2

Duracio dos periodos de pré-alimentacao e alimentacio, e area e profundidade de danos
em sementes de soja [Glycine max (L.) Merr.] (Fabaceae) causados por pentatomideos

fitéfagos

Depieri R. A. & A. R. Panizzi. Duration of feeding and superficial and in-depth damage to
soybean seed by selected species of stink bugs (Heteroptera: Pentatomidae). Florida
Entomologist (submetido).

2.1. Introducao

Os percevejos pentatomideos sdo considerados como uma das principais pragas da
soja [Glycine max (L.) Merr.] (Fabaceae) em vdrias partes do mundo (Turnipseed & Kogan
1976, Panizzi & Slansky 1985, Kogan & Turnipseed 1987). Por se alimentarem dos graos,
afetam seriamente o seu rendimento e a sua qualidade. Ao provocarem a murcha e ma
formacdo dos graos e vagens, a planta de soja ndo amadurece normalmente, permanecendo
verde na época da colheita.

Entre as mais de 50 espécies conhecidas por atacar a cultura, o percevejo verde,
Nezara viridula (L.) talvez seja a espécie mais estudada e de maior importancia econdmica.
Outras espécies como o percevejo marrom, Euschistus heros (F.) e o percevejo verde
pequeno, Piezodorus guildinii (West.) sdo também pragas importantes nas areas de maior
producdo de soja no mundo, i.e., a América do Sul (Panizzi et al. 2000). Uma quarta espécie,
o percevejo de barriga verde, Dichelops melacanthus (Dallas), ocasionalmente encontrado na
soja, recentemente tornou-se uma importante praga no trigo e milho (Chocorosqui & Panizzi

2004, 2008).
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Hemipteros fitéfagos utilizam estratégia de laceracdo e inje¢do para se alimentarem,
envolvendo o uso dos seus estiletes e da saliva produzida pelas glandulas salivares (Miles
1972, Hori 2000). Os adultos e ninfas perfuram e cortam os tecidos vegetais com um par de
estiletes externos (mandibulas) e injetam saliva contendo enzimas digestivas através do canal
de saliva, formado pelos estiletes internos (maxilas). Os tecidos liquefeitos pela saliva s@o
ingeridos através do canal alimentar nas maxilas e passam para o sistema digestério onde sao,
posteriormente, digeridos e absorvidos (Cohen 2000).

Embora o impacto da alimentacdo dos percevejos nas sementes de soja tenha sido
estudado por varios autores (Miner 1966, Todd & Turnipseed 1974, Vicentini & Jimenez
1977, Panizzi et al. 1979, Brier 1993), o dano causado em relagdo ao comportamento
alimentar entre as espécies foi pouco estudado. Alguns autores compararam o dano causado
as sementes de soja por diferentes espécies de percevejos (Daugherty et al. 1964, McPherson
et al. 1993, Sosa-Gomez & Moscardi 1995, Correa-Ferreira & Azevedo 2002), mas ndo existe
relato sobre a possivel relagdo entre a duracdo do tempo de alimentacdo dos percevejos € o
dano, e a constitui¢do em detalhes da drea de dano superficial e interna nas sementes.

Portanto, conduzimos este estudo para determinar se hd uma relacdo entre o tempo
de alimentacd@o das espécies citadas acima, com o dano nas sementes de soja, e também para
comparar a area superficial e a profundidade do dano causado pelas quatro espécies de

percevejos pentatomideos.

2.2. Material e métodos

De novembro de 2006 a marco de 2007, e de dezembro de 2007 a mar¢o de 2008,
adultos de D. melacanthus, E. heros, N. viridula, e P. guildinii foram coletados em dreas de

cultivo de soja na drea experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
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(Embrapa Soja), em Londrina-PR (23° 11’ latitude S, 51° 11° longitude O). No laboratério,
casais (n = 30) de cada espécie de percevejo foram colocados em caixas pldsticas (25 x 20 x
20 cm) com fundo forrado com papel filtro e foram alimentados com vagens verdes de feijao,
Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae), sementes de soja e amendoim, Arachis hypogaea L.
(Fabaceae) e frutos maduros de ligustro, Ligustrum lucidum Ait. (Oleaceae) e mantidos em
camara de criacdo a 25 + 1°C, 60 = 10% U.R. e fotofase de 14 h, para promover a reprodugdo

dos insetos e consequente uniformizacao dos adultos da colonia (Fig. 2.1).

Fig. 2.1. Camara de criacdo de percevejos no Laboratério de Bioecologia de Percevejos,

Embrapa Soja, Londrina-PR.

Para evitar a morte dos insetos por microrganismos e/ou envenenamento por residuos
de pesticidas, as vagens de feijdo foram higienizadas com solu¢do de dgua sanitdria 1%
(principio ativo NaOCl 2,0 — 2,5%) por 10 min e enxaguadas em dgua corrente. Os alimentos

fornecidos aos percevejos foram substituidos a cada dois dias.

2.2.1. Periodos de pré-alimentacio e de alimentacio, e area de dano superficial em

sementes de soja
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Para avaliar os periodos de pré-alimentacio e alimentagdo e o dano superficial nas
sementes de soja, adultos de E. heros, N. viridula, e P. guildinii (n = 50) tiveram acesso
somente a dgua durante 24 h e foram colocados individualmente em placas de Petri (6,0 x 2,0
cm) com fundo revestido com papel filtro. Para cada inseto foi oferecida uma semente de soja
(cv. BRS-257) madura e hidratada por 16 h em papel de germinacdo em caixas gerbox, sob
temperatura de 25 + 1°C, e a atividade de alimentacao foi observada continuamente por 6 h a

25 £ 1°C (Fig. 2.2.A,B).

Figura 2.2. Arenas para observacdo da alimentagdo de percevejos pentatomideos em

sementes de soja (A); Nezara viridula alimentando-se de semente de soja hidratada (B).

O periodo de pré-alimentacdo foi caracterizado como o intervalo de tempo (min)
entre o oferecimento da semente e o inicio da sessdo de alimentagdo. O periodo de
alimentacdo (sessdo de alimenta¢do) foi caracterizado como o intervalo de tempo (min) entre
o inicio dos movimentos verticais da cabeca apds a inser¢do do aparelho bucal na semente até
a retirada dos estiletes.

A semente sugada foi mantida em cmara de germinagdo (25 + 1°C) por 24 h para
permitir a bioatividade dos componentes da saliva. Solucdo de tetrazolio (2,3,5-cloreto de

trifenil tetrazélio) 0,075% foi adicionada a semente e mantida em estufa a 35°C por 3 h para
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obtencdo de contraste entre as dreas com dano e sadia (Franca-Neto et al. 1998) (Fig. 2.3). A
semente foi fotografada dentro de um quadrado de 20 x 20 mm para medi¢@o da area de dano

superficial usando o programa Photop (IAPAR, Londrina-PR).

Figura 2.3. Danos em sementes de soja causados pela alimentacdo de percevejos
pentatomideos (dreas esbranquicadas). Sementes processadas com cloreto de tetrazélio para

corar dreas metabolicamente ativas (4reas avermelhadas) (Foto - J. B. Franga-Neto).

2.2.2. Profundidade do dano em sementes de soja em periodo de alimentacao fixo

Para comparar a profundidade do dano em sementes de soja em periodo de
alimentacdo fixo, adultos (n = 250) de D. melacanthus, E. heros, N. viridula e P. guildinii
foram mantidos em jejum em presenca de dgua por 24 h e colocados individualmente em
placas de Petri (6,0 x 2,0 cm) com fundo revestido com papel filtro. Para cada inseto foi
oferecida uma semente de soja madura e hidratada (cv. BRS-257). Neste teste, cada inseto
sugou a semente continuamente por 60 min, para em seguida ser tratada como descrito no
teste anterior. Para medir a profundidade do dano, cada semente foi cortada sob microscopio
estereoscopico usando uma lamina de barbear até o centro da drea do dano, onde se mediu a

profundidade do dano com ocular com escala milimétrica (Fig. 2.4).
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Figura 2.4. Dano em profundidade (drea circundada) em sementes de soja causados pela
alimentacdo de percevejos pentatomideos. Seta indica profundidade da regido lesionada (vista

em corte transversal).

2.2.3. Danos histolégicos em semente de soja

Para os estudos histoldgicos, a seccao danificada da semente foi cortada em cubos (1
mm’) e fixada por 12 h por imersdo em uma solucdo aquosa de glutaraldeido 3% (EMS,
Hatfield, PA, EUA), paraformaldeido 2% (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ) e
tampao cacodilato de s6dio 0,2M, pH 7,2 (EMS, Hatfield, PA, EUA). As amostras foram
enxaguadas 3 vezes com tampao cacodilato de sédio 0,1M por um periodo total de 45 min
para remocao dos residuos dos fixadores. A pds-fixacao foi feita em tetréxido de ésmio 1%
(EMS, Hatfield, PA, EUA) em tampao cacodilato de s6dio 0,IM durante 1 h. A desidratacao
das amostras foi feita em concentragdes crescentes de etanol (CH3;CH,OH — 3x 15 min 50%,
60%, 70%, 80%, 90%; 4x 10 min 100%). Os cubos de sementes desidratados foram
diafanizados em o6xido de propileno (1,2-epoxi-propano) (EMS, Hatfield, PA, EUA) e
gradualmente infiltrados com resina Araldite 502° (EMS, Hatfield, PA, EUA) diluida em
diferentes propor¢des em Oxido de propileno por 5 dias, e em seguida emblocados em resina a

100%, e mantidos a 60° C por 24 h para polimerizac¢do dos blocos em forma de silicone.
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Os blocos contendo porcdes das sementes com dano por cada espécie de
pentatomideo avaliado foram aparados para a retirada de rebarbas de resina e preparacdo da
superficie de corte. Cortes semi-finos (3 um) das sementes foram feitos com navalha de vidro
de 45° em ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT®, Wetzlar, Alemanha) e corados com azul de
toluidina em laminas histoldgicas para observar o dano no tecido do cotilédone em

fotomicroscopio Zeiss Axio Imager A1® (Jena, Alemanha) (Fig. 2.5).

Figura 2.5. Bloco de resina contendo por¢ao de semente de soja em ultramicrétomo equipado
com navalha de vidro (A). Lamina histolégica com cortes de semente de soja sendo corados

com azul de toluidina em placa aquecedora (= 45°C) (B).

Para observar as células do cotilédone, as sementes foram seccionadas (70 nm) com
navalha de diamante (Diatome® Ultra 45°, Biel, Sui¢ca) em ultramicrétomo. Os cortes das
sementes foram dispostos em telas de cobre de 200 mesh, e contrastados com acetato de
uranila 2% em metanol e com solugdo citrato de chumbo em solu¢do de Reynolds para
obtencdo de imagens em microscépio eletronico de transmissdo FEI Tecnai T12® (80 Kv)

(Fig. 2.6).
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Figura 2.6. Bloco de resina contendo por¢do de semente de soja em ultramicrétomo equipado
com navalha de diamante (A). Contrastagao de cortes ultrafinos dispostos em telas de cobre

de 200 mesh com acetato de uranila 2% (B) e com citrato de chumbo em solu¢@o de Reynolds

©).

2.2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

Todos os testes tiveram delineamento experimental inteiramente casualizado. Os
dados da durag@o dos periodos de pré-alimentacdo e de alimentacdo, drea e profundidade do
dano e porcentagem dos insetos alimentados foram submetidos ao teste de andlise de
varidncia (ANOVA) (SAS Institute Inc. 1998). Quando apropriado, médias foram comparadas

pelo teste de Tukey (P < 0,05).

2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Periodos de pré-alimentacao e alimentaciao e dano superficial nas sementes de soja
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Embora a duragdo do tempo de pré-alimentagao tenha variado de 103 min para N.
viridula a 158 min para E. heros, ndo houve diferenga significativa entre as espécies de
percevejos (P > 0,05) (Tabela 2.1). Levando em considera¢ido que os insetos foram mantidos
em jejum por 24 horas antes do teste e o alimento oferecido em uma arena pequena, oS
tempos de pré-alimentacdo foram longos. Esse "atraso" para o inseto se alimentar pode ser
devido ao reconhecimento lento da fonte de alimento. Na natureza, os percevejos
normalmente ndo se alimentam de sementes de soja expostas ou hidratadas. Também, o
processo da hidratacdo da semente em dgua pode ter alterado o seu cheiro e/ou sabor. Estes
fatores podem explicar também a baixa porcentagem (< 64%) de adultos de todas as espécies
testadas que se alimentaram (Tabela 2.1).

O tempo de alimentacdo foi significativamente maior em N. viridula (ca. 133 min)
comparado com E. heros e D. melacanthus (ca. 70 min); N. viridula e P. guildinii tiveram
tempos de alimentagao similares (Tabela 2.1).

Poucas informagdes sdo encontradas na literatura a respeito do tempo de alimentacao
de pentatomideos adultos. Simmons & Yeargan (1988) relataram que ninfas e adultos do
percevejo Acrosternum hilare (Say) alimentaram-se por aproximadamente 90 min em
sementes de soja maduras hidratadas. Similarmente, N. viridula previamente jejuados se
alimentaram por um tempo médio de 92,5 min em sementes nas mesmas condicdes (Panizzi
1995). Além disso, o tempo médio de alimentacdo (71,1 min) de ninfas e adultos de
Euschistus servus (Say) em sementes verdes de feijao (Tillman & Mullinix 2004) foi similar
ao observado em E. heros.

A drea do dano superficial nas sementes variou de 4,0 mm? para P. guildinii a 0,3

mm? para D. melacanthus (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Duracdo média (£E.P.) dos periodos de pré-alimentacdo e alimentacdo, e drea do
dano superficial em sementes de soja madura por quatro espécies de pentatomideos fitéfagos

(nimero inicial de insetos/espécie = 50). Dados originais em Anexo 1.1.

Duracao da pré- Duragdo da
Espécie alimentacdo’ alimentacdo’ Dano superficial' (mm?)
(min.) (min.) (X+E.P.)
(X+E.P.) (X+E.P.)
150,2+2258a 71,4+737b 0,3+£0,08d
Dichelops melacanthus
(22) [44) (22) (22)
157,9+£23,58a 69,8+747b 1,0£0,12¢
Euschistus heros
(22) [44] (22) (22)
103,0+ 14,21 a 1333+ 13,75a 24+£0,27b
Nezara viridula
(32) [64] (32) (32)
113,2+1741a 102,7 13,02 ab 4,0+£0,57 a
Piezodorus guildinii
(30) [60] (30) (30)

"Médias em cada coluna seguidas por mesma letra nio diferem significativamente pelo teste
de Tukey (P < 0,05).

*Percentagem de insetos que se alimentaram em colchetes.

Foi observada correlacdo positiva entre o tempo de alimentagdo e a drea de dano
resultante para E. heros, N. viridula e P. guildinii (R2 > 0,80, P < 0,0001 - Fig. 2.7.B,C,D).
Entretanto, para D. melacanthus essa correlagdao nao foi significativa (R2 =0,1011,P=0,1493
— Fig 2.7.A). Esses resultados em laboratério corroboram relatos de campo. O comportamento

de alimentacdo de D. melacanthus observado em laboratério € consistente com a preferéncia
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dessa espécie por milho e trigo, culturas onde é considerado praga, sendo apenas praga

ocasional para soja (Avila & Panizzi 1995, Chocorosqui & Panizzi 2004).

25 y=0,0033x+0,09% 25 - y=0,0156x - 0,0855
A R?=0,1011 B R = 0,9092
2 2
15 15

0 P S S S . 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Figura 2.7. Relacao do tempo de alimentagdo e drea do dano em sementes maduras e
hidratadas de soja causado por diferentes espécies de pentatomideos em laboratdrio.
Dichelops melacanthus (A); Euschistus heros (B); Nezara viridula (C); e Piezodorus guildinii

(D).

2.3.2. Profundidade do dano em sementes de soja em tempo fixo
A profundidade do dano em sementes maduras de sojas causado pelas diferentes

espécies de percevejos estudadas mostrou que P. guildinii resultou em dano mais profundo
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nas sementes, enquanto a alimentacdo de D. melacanthus resultou em danos menos profundos
em comparacdo com outras espécies. A alimentagdo de E. heros e N. viridula causaram
valores intermedidrios de profundidade do dano (Tabela 2.2). A porcentagem de insetos que
se alimentou das sementes de soja foi relativamente baixa (Tabela 2.2) confirmando o que foi

observado anteriormente (ver discussdo no teste anterior).

Tabela 2.2. Profundidade média (+ E.P.) do dano em sementes de soja causado pela
alimentacdo de quarto espécies de pentatomideos apds uma sessao de alimentacdo de 60 min

(nimero inicial de insetos = 250). Dados originais em Anexo 1.2.

Profundidade do dano ~ Porcentagem dos insetos que se

Espécies
(mm)' (X £ E.P.) alimentaram (X  E.P.)’

Dichelops melacanthus 0,5+0,07d 44,4+ 6,27 b
(99)

Euschistus heros 0,8 +0,06 ¢ 524+293b
(133)

Nezara viridula 1,2+0,05b 68,4 +3.87 a
(109)

Piezodorus guildinii 2,0+0,08 a 412+1,85b
(101)

'Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey (P <0,05).

*Média de cinco repeticdes de 50 insetos.

2.3.3. Danos histolégicos em sementes

A alimentagdo dos percevejos pentatomideos nas sementes de soja causou danos nos

cotilédones (Figs. 2.8. A-H). O dano histolégico foi caracterizado pela destrui¢do das células
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causado pela perfuracdo das sementes pelos estiletes e pela fusio (PBf — Fig 2.8.B) e
dissolucao (PBd — 1.8.H) dos corpos de proteina possivelmente causado por enzimas
digestivas. Hori (2000) afirmou que as enzimas digestivas salivares afetam negativamente a
fisiologia e a bioquimica dos tecidos adjacentes ao canal formado pela perfuracdo dos estiletes
(PC - Figs. 2.8.C-G). A saliva se espalha nos tecidos, e o contetido celular pode ser liberado
por até 3,5 mm distante do ponto de penetracao dos estiletes, sugerindo maceracdo geral dos
tecidos ou liberacdo do conteddo celular por bomba osmética (Miles 1987, Miles & Taylor

1994).



29

Figura 2.8. Tecido dos cotilédones de semente de soja madura danificado por percevejos
pentatomideos. Dichelops melacanthus (A, B); Euschistus heros (C, D); Nezara viridula (E,
F); e Piezodorus guildinii (G, H). Canal formado pela perfuracdo dos estiletes (PC); fusdo de

corpos de proteina (PBf); dissolucdo de corpos de proteina (PBd).
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A destrui¢do das células dos cotilédones € ilustrada em detalhes na Fig. 2.9. A
semente sem danos apresenta membrana plasmética coesa com a parede celular (CW), e corpo
de proteina (PB), parede celular e esferossomos (vesiculas de triglicerideos) intactos (setas)
(Fig. 2.9.A). Nas figuras restantes (sementes danificadas por percevejos) a membrana
plasmética se afasta da CW e os corpos de proteina s@o mostrados em diferentes graus de
destruicao.

Nas sementes atacadas por P. guildinii (Figs. 2.9.E,F), os corpos de proteina estdo
completamente destruidos, sugerindo que a acdo deletéria das enzimas salivares para os
tecidos da semente € maior para esse percevejo em comparacdo com as outras espécies
estudadas.

E possivel que pectinases salivares sejam responsdveis pelo dano nos tecidos (Miles
& Taylor 1994, Frati et al. 2006). As pectinases digerem a lamela média da parede celular das
plantas (Batemann & Miller 1966), e causam o amolecimento e a morte das células proximas
a regido perfurada pelos estiletes (Hori 2000). Em anélise preliminar, cisteina-proteases foram

encontradas na saliva de D. melacanthus e N. viridula (Depieri & Panizzi 2008).
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Figura 2.9. Células dos cotilédones de sementes de soja madura. Células de semente sem
dano (A); células de semente danificada por Dichelops melacanthus (B); Euschistus heros
(C); Nezara viridula (D); e Piezodorus guildinii (E, F). Parede celular (CW); corpo de
proteina (PB); fusdo de corpos de proteina (PBf); corpo de proteina dissolvido (PBd). Setas

abertas indicam esferossomos; setas fechadas indicam retragao da membrana celular.
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P. guildinii causa maior dano a soja em comparagdo com outras espécies de
pentatomideos que atacam essa cultura (Sosa-Gomez & Moscardi 1995, Corréa-Ferreira &
Azevedo 2002). O dano causado por P. guildinii nao tem relacdo com o comprimento dos
estiletes, visto que a espécie tem aparelho bucal mais curto que N. viridula e E. heros (Panizzi
& Machado-Neto 1992). Contudo, observa-se que P. guildinii introduz os estiletes mais
profundamente nas sementes. Os resultados desse estudo indicam que o maior dano a soja se
deva provavelmente, além da maior profundidade de insercao dos estiletes, aos componentes
bioquimicos presentes na saliva de P. guildinii o que causa maiores danos as estruturas
celulares das sementes em comparacdo com as outras trés espécies de percevejos. Com
excecdo de D. melacanthus, o dano na semente foi diretamente proporcional ao tempo que os

insetos se alimentavam.
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CAPITULO 3

Nova metodologia para o processamento do aparelho bucal de hemipteros (Heteroptera)

para estudos microscopicos

Depieri R. A., Andrade C. G. T.J. & A. R. Panizzi. 2010. A new methodology for processing
mouthparts of hemipterans (Hemiptera) for microscopic study. Micron 41: 169-171.

3.1. Introducao

A quitina é um polissacarideo embebido em matriz proteica, e nas mandibulas e
maxilas dos insetos estd normalmente associada com zinco e manganés, onde esses elementos
contribuem com sua resisténcia (Schofield et al. 2002, Cribb et al. 2008). A resisténcia e
impermeabilidade da quitina dificultam os estudos da morfologia interna de insetos adultos,
especialmente do aparelho bucal. Os protocolos disponiveis fraturam a cuticula em pequenas
partes, afetando a integridade do aparelho bucal (Beckel 1959, Haas 1992). Portanto, devido a
resisténcia da quitina e da matriz proteica, que causa problemas durante seu processamento,
seu amolecimento torna-se necessario.

Solugdes de EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) tém sido usadas para
amolecer estruturas calcificadas, como ossos e dentes, para estudos microscépicos (Rode et
al. 1996, Skinner 2003). O EDTA quela cétions divalentes de ions metalicos, como o célcio,
manganés, ferro e zinco e este processo € acelerado por energia de micro-ondas (Rode et al.
1996, Hayat 2000). A aplicacdo de micro-ondas com o primer Z-6040 também pode ser util
para a preparacdo de amostras para microscopia Optica e microscopia eletronica de

transmissdo (Houck & Lindley 1993).
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Nesse capitulo € descrita uma nova metodologia para amolecimento da cuticula para
realizacdo de estudos microscopicos do aparelho bucal de hemipteros, com preservacido da

estrutura dos estiletes e dos tecidos adjacentes.

3.2. Material e métodos

Percevejos adultos de Nezara viridula (L.) (Heteroptera: Pentatomidae) foram
coletados em Londrina, norte do Parand, usando uma rede entomoldgica em drea de cultivo de
soja, Glycine max (L.) Merr., durante o més de outubro de 2008. As cabecas dos insetos foram
retiradas com auxilio de microtesoura reta (FST - 15100-09, Heidelberg, Alemanha) e fixadas
em solu¢@o de Bouin por 24 h, e lavadas com tampao fosfato 0,1 M (pH 7,2). Triplicatas das
amostras fixadas foram imersas em solu¢do aquosa de EDTA 7% (p/v) (Ethylenediamine
Tetraacetic Acid — E6758 - Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, MO, EUA) em banho de gelo
(Fig. 3.1) e irradiadas por energia de micro-ondas (2.450 MHz, 1,4 KW/h, Panasonic modelo
Family, Panasonic Brasil, Sdo Paulo, SP) durante 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 h. O banho de gelo foi

trocado a cada trés min para evitar o aquecimento das amostras.

Figura 3.1. Cuba de gelo contendo amostras de cabecgas de Nezara viridula imersas em

EDTA 7% para irradiacao por micro-ondas.
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Amostras testemunhas foram apenas fixadas em Bouin e outras fixadas e mantidas
em EDTA em temperatura ambiente por 24 h. Em seguida, todas as amostras foram
desidratadas em etanol em concentracdes crescentes (70 a 100%), diafanizadas em xilol e
embebidas em Paraplast® Plus (McCormick Scientific LLC, Saint Louis, MO, EUA). Foram
feitas seccdes transversais (5 pUm) do primeiro ao terceiro segmento do ldbio usando
micrétomo rotativo (Leical® RM 2265, Wetzlar, Alemanha) (Fig. 3.2.A,B). Essas seccdes
foram coletadas em laminas histoldgicas revestidas com gelatina, coradas em hematoxilina-
eosina e tornadas permanentes com bdlsamo do Canada. As imagens das sec¢Oes foram feitas
usando microscopio Zeiss Axiophot® Imager (Jena, Alemanha) equipado com camera Zeiss

AxioCam® MRc5 (Munique, Alemanha).

» Buccula

1° segmento

Figura 3.2. Diagrama geral da estutura do aparelho bucal de um pentatomideo (A), e sec¢do
transversal dos estiletes no 3° segmento do ldbio (B). Ca = canal de alimento; Cs = canal de

saliva; MdE = mandibula esquerda; MdD = mandibula direita; MXE = maxila esquerda; MxD
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= maxila direita [A = baseado em Costa Lima (1940); B = baseado em Brozek & Herczek

(2004)].

3.3. Resultados e discussao

As mandibulas e maxilas do tratamento controle foram perdidas ou quebradas em
pequenos fragmentos durante o processamento das amostras (Fig. 3.3.A), em funcdo da
dureza da cuticula sem tratamento. Amostras imersas em EDTA irradiadas em micro-ondas
por 0,5 h tiveram a estrutura de cuticula e os tecidos adjacentes bem preservados e sem
alteracdes morfoldgicas, sendo possivel observar as jungdes entre as maxilas no terceiro
segmento labial (Fig. 3.3.B). No segundo segmento, as mandibulas e maxilas ndo se
mantiveram integras com o mesmo tempo de tratamento. A mesma situa¢do foi observada
com 1 h de tratamento com EDTA e micro-ondas, e as mandibulas e maxilas no segundo
segmento foram arrastadas durante o processo de seccao, sugerindo que essas estruturas nao
estavam moles o suficiente para serem cortadas no micrétomo. Apds 2 h de tratamento as
mandibulas e maxilas foram parcialmente preservadas com algumas fissuras na matriz
protéica, e com tecidos adjacentes danificados (Fig. 3.4.C). Tempos maiores de tratamento do
aparelho bucal com EDTA e micro-ondas (até 5 h) causaram a quebra das mandibulas e

maxilas, resultando na perda de fragmentos durante a seccao (Fig. 3.4.D).
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Figura 3.3. Secc¢des transversais do rostro de Nezara viridula. Primeiro segmento do labio
sem tratamento com EDTA e irradiagdo com micro-ondas, mostrando partes quebradas dos
estiletes (mandibulas e maxilas) (A); terceiro segmento do l4bio tratado com EDTA 7% p/v
por 0,5 h em micro-ondas, com estruturas de quitina e tecidos djacentes preservados (B);
segundo segmento do ldbio tratado com EDTA por 2 h em micro-ondas, com estiletes e
tecidos danificados (C); segundo segmento labial tratado por 5 h com EDTA em micro-ondas
com estiletes fragmentados (D). Ca = canal de alimento; Cs = canal de saliva; MdE =
mandibula esquerda; MdD = mandibula direita; MXE = maxila esquerda; MxD = maxila

direita. Aumento = 400x.

O uso do EDTA e irradiacao por micro-ondas mostrou-se uma metodologia adequada
para a preparagdo de amostras de cuticula esclerotizada para estudos morfoldgicos, como

demostrado aqui para o aparelho bucal de N. viridula. Entretanto, cada segmento do necessita
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um tempo de tratamento diferente para preservacdo da integridade das estruturas. Isto pode
ser devido a variacdo da espessura do conjunto de estiletes e também porque algumas de suas
regides nao sao totalmente envolvidas pelos tecidos labiais (Cobben 1978).

Em conclusdo, para estudos visando detalhar as dreas dos canais de alimento e de
saliva, sugere-se o corte do rostro na altura do terceiro segmento labial tratado com EDTA e

exposto por 0,5 h em micro-ondas.
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CAPITULO 4

Comprimento do rostro, morfologia comparada da denticao mandibular e drea dos
canais de alimento e de saliva de percevejos pentatomideos fitéfagos (Heteroptera:

Pentatomidae)

Depieri R. A. & A. R. Panizzi. Rostrum length and comparative morphology of mandible
serration and of food and salivary canals of selected species of stink bugs (Heteroptera:
Pentatomidae) Arthropod Structure & Development (submetido).

4.1. Introducao

O aparelho bucal dos percevejos (Heteroptera) apresenta mandibulas e maxilas
altamente modificadas (estiletes). O formato da ponta dos estiletes, denticio da ponta das
mandibulas, filtros com cerdas das maxilas, e o tamanho do canal de alimento em relagdo com
os habitos alimentares tem sido abordados (Faucheux 1975, Cobben 1978, Cohen 1990). Os
estiletes mantém-se unidos por jungdes do tipo canal-crista, que se estendem por quase todo o
comprimento das maxilas (Cobben 1978, Cohen 2000).

Forbes (1976) observou a morfologia do aparelho bucal de Oncopeltus fasciatus
(Dallas) (Heteroptera: Lygaeidae) e concluiu que as maxilas eram ligeiramente mais longas
que as mandibulas. As pontas das mandibulas apresentavam dentes em formato de anzol em
suas superficies externas. As superficies externas das maxilas possuiam ganchos que se
encaixavam em pequenas cavidades existentes nas superficies internas das mandibulas.
Cobben (1978) analisou a largura e o comprimento dos estiletes, as juncdes que 0s unem, € 0
desenvolvimento do canal de saliva em varios grupos troficos. Brozek & Herczek (2004)

propuseram um modelo geral para as estuturas internas do aparelho bucal de Heteroptera,
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avaliando o formato das juncdes entre as maxilas de insetos obtidos em museus
entomoldgicos.

Os estudos do aparelho bucal realizados em insetos de idade desconhecida, obtidos
de colecdes entomoldgicas e de criagcdes em laboratério (Cobben 1978, Rani & Madhavendra
1995, Brozek & Herczek 2004) podem possuir erros de interpretagdo, devido ao desgaste das
mandibulas durante o envelhecimento dos insetos (Roitberg et al. 2005, Depieri & Panizzi,
submetido).

Nesse capitulo, comparamos o comprimento do rostro, a morfologia da ponta das
mandibulas, as dreas do canal de alimento e do canal de saliva e as juncdes entre as maxilas

em percevejos pentatomideos com idade conhecida, criados em laboratério.

4.2. Material e métodos

4.2.1. Criacao dos percevejos em laboratorio

Adultos dos percevejos pentatomideos Dichelops melacanthus (Dm) (Dallas),
Euschistus heros (Eh) (F.), Nezara viridula (Nv) (L.), e Piezodorus guildinii (Pg) (West.)
foram coletados em soja Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae) cultivada na drea experimental da
Embrapa Soja em Londrina, PR (23° 11" S; 51° 11 O). Os insetos foram levados ao
laboratdrio e separados em casais (n = 30) e acondicionados em caixas plésticas transparentes
(25 x 20 x 20 cm) com fundo forrado com papel filtro, sendo alimentados com vagens verdes
de feijao, Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae), sementes de soja e amendoim, Arachis hypogaea
L. (Fabaceae) e frutos maduros de ligustro, Ligustrum lucidum Ait. (Oleaceae), e mantidos em
camara de criagdo a 25 £ 1°C, 60 £ 10% U.R. e fotofase de 14 h, para promover a reproducdo

dos insetos e consequente uniformizagdo da idade dos adultos utilizados nos experimentos.
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4.2.2. Preparacao das amostras para analises do rostro e da ponta das mandibulas

Fémeas adultas com menos de 1 dia (n = 10 para cada espécie) foram selecionadas e
sacrificadas por congelamento, e tiveram o comprimento do rostro medido em
estereomicroscopio Leica® MZ6 (Wetzlar, Alemanha) com ocular milimetrada. Suas
mandibulas (D. melacanthus, n = 8, E. heros, n = 6, N. viridula, n = 8, e P. guildinii, n = 4)
foram fixadas por 12 h em solugdo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% em tampao
fosfato de sédio 0,2M (pH 7,2). Em seguida, as mandibulas foram lavadas 3x com tampao
fosfato, por um periodo total de 45 min para a remog¢ao dos fixadores. Tetréxido de 6smio 1%
em tampao fosfato foi usado para fazer a pds-fixagao das amostras durante 1 h.

Ap6s desidratagdo em série crescente de concentracdo de etanol, as mandibulas
foram coladas em "stubs" por meio de fita adesiva dupla face de carbono, e revestidas com
ouro em metalizador (BAL—TEC® SCDO050, Balzers, Liechtenstein) e fotografadas em
microscopio eletronico de varredura (FEI® Quanta 200, Eindhoven, Holanda).

O comprimento do dpice das mandibulas foi determinado pela medida entre o inicio
do primeiro dente e o fim do terceiro dente lateral (Fig. 4.1 - linha a). A largura do 4pice das
mandibulas foi determinada pela medida obtida entre a por¢do média dos terceiros dentes

laterais (Fig. 4.1 - linha b).
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Figura 4.1. Ponta da mandibula de Dichelops melacanthus; comprimento do dpice da
mandibula (a); largura entre a por¢cao média dos terceiros dentes laterais da mandibula (b); 1,
2, 3 e 4 = dentes centrais; 1', 2' e 3' = dentes laterais. Microscopia eletronica de varredura,

aumento 1.200x.

4.2.3. Area da secciio transversal do canal de alimento e do canal de saliva, e juncdes dos

estiletes maxilares

Devido as irregularidades estruturais nos dpices dos estiletes, apenas seccdes
proximais do feixe de estiletes podem ser comparadas (Cobben 1978). O terceiro segmento do
rostro € normalmente bem desenvolvido e sua seccdo transversal permite melhores andlises
das conexdes internas entre os elementos do aparelho bucal, das posi¢cdes do canal de
alimento, do canal de saliva e das mandibulas (Brozek & Herczek 2004). E essencial que a
comparacdo dos mesmos elementos estruturais seja feita no mesmo ponto de secgdo
transversal (Forbes 1976).

Fémeas adultas com menos de 1 dia de emergéncia foram dissecadas e as cabecas

com o aparelho bucal (D. melacanthus, n = 20; E. heros, n = 20; N. viridula, n = 21; e P.
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guildinii, n = 18) tiveram a cuticula amolecida pela metodologia de Depieri et al. (2010), e
fixadas por 12 h com glutaraldeido 3%, paraformaldeido 2% em tampao cacodilato de s6dio
0,2M (pH 7,2). As amostras foram lavadas 3x com tampao cacodilato de sédio (0,1M) por um
periodo total de 45 min para remover residuos dos fixadores. A pds-fixagao foi realizada com
tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato de sédio. As cabecas dos insetos foram
desidratadas com etanol em concentragdes crescentes, diafanizadas com 6xido de propileno
(1,2-epoxi propano) e gradualmente infiltradas durante cinco dias com misturas de resina
Araldite 502° (Hatfield, PA, EUA) e 6xido de propileno. Em seguida a cabecas dos insetos
foram transferidas para moldes de silicone e mantidas a 60°C por 24 h para polimerizac¢do dos
blocos de resina.

Os blocos contendo a cabeca e aparelho bucal de cada espécie de pentatomideo
foram aparados para a retirada de rebarbas de resina e preparacdo da superficie de corte.
Cortes semi-finos transversais (2 wm) foram realizados no terceiro segmento do rostro com
navalha de vidro (45°) em ultramicrétomo Leica® Ultracut UCT (Wetzlar, Alemanha). As
seccoes foram coradas com azul de toluidina em laminas histoldgicas e tornadas permanentes
com Entellan® (Hatfield, PA, EUA). As seccdes foram observadas e fotografadas em
microscépio Zeiss Axio® Imager Al. As dreas transversais do canal de alimento e do canal de
saliva foram medidas com o programa Zeiss AxioVision® (Munique, Alemanha). As dreas
medidas foram usadas para calcular a razdo canal alimentar/canal salivar (Ca/Cs), para
comparar o tamanho relativo dos canais entre as diferentes espécies.

O terceiro segmento do rostro foi seccionado transversalmente (70 nm) com navalha
de diamante de 45° (Diatome® ultra 45°, Diatome AG, Biel, Sui¢a) em ultramicrétomo Leica®
Ultracut UCT, e colocado em telas de cobre com 200 mesh, para observacdo e obtencao de

imagens das juncdes das maxilas, em microscépio eletronico de transmissdo FEI Tecnai® T12
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(Eidhoven, Holanda) sob voltagem de 80 Kv. A descric@o das estruturas internas do aparelho

bucal foi baseada em Brozek & Herczek (2004) (Fig. 4.2).

Figura 4.2. Diagrama geral da seccao transversal dos estiletes na altura do terceiro segmento
do labio de Heteroptera; maxilas com trés juncdes. Ca = canal de alimento, Cs = canal de
saliva, MxD = maxila direita, MXE = maxila esquerda, MdD = mandibula direita, MdE =
mandibula esquerda, CN = canal neural, A = processo superior reto direito da juncdo dorsal,
A'= processo superior "em gancho" esquerdo da juncdo dorsal, B = processo inferior "em
gancho" direito da juncao dorsal, B' processo inferior "em gancho" esquerdo da juncao dorsal,
C = processo superior reto direito da juncdo média, C' = processo superior "em gancho"
esquerdo da jung¢do média, D = processo superior "em T" direito da jung¢do média, D' —
processo inferior "em gancho" esquerdo da jun¢do média, E = processo direito da jungao
ventral, E' = processo superior esquerdo da jun¢do ventral, F' = processo inferior esquerdo da

juncdo ventral. Baseado em Brozek & Herczek (2004).

4.2.4. Delineamento experimental e analise estatistica
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Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em todos os experimentos. Os
dados foram submetidos para o teste de andlise de variancia e as médias comparadas usando o

teste de Tukey (P <0,05) (SAS Institute Inc. 1998).

4.3. Resultados e discussao

4.3.1 Comprimento do rostro e morfologia da ponta da mandibula

O comprimento do rostro foi varidvel entre as diferentes espécies de pentatomideos
analisados, com N. viridula (Nv) mostrando o maior comprimento (5,9 mm) e P. guildinii
(Pg) o menor comprimento (3,5 mm); em D. melacanthus (Dm) (4,9 mm) e E. heros (Eh) (5,1
mm) esse valor foi intermediario e similar (Tabela 4.1). Panizzi & Machado-Neto (1992)
registraram valores mais altos que os relatados aqui para o comprimento do rostro de fémeas
de Nv, Eh, e Pg, coletados na mesma drea do Brasil. Para o percevejo cosmopolita Nv, Follett
et al. (2009) encontraram valor médio do comprimento do rostro de 6,5 mm (faixa de 5,4 - 7,5
mm) em adultos (provavelmente machos e fémeas) coletados no campo no Hawaii. Embora
nao foram feitas medidas do comprimento do corpo das fémeas, os espécimes de laboratorio
de Nv examinados eram possivelmente menores que os utilizados nos dois trabalhos referidos
acima, pois nesses foram utilizados insetos obtidos na natureza, e normalmente espécimes de
laboratério s@o menores que espécimes coletados no campo (A. R. Panizzi, ndo publicado).

Os valores de comprimento e largura da ponta das mandibulas foram também
maiores em N. viridula e menores em P. guildinii (Tabela 4.1). E. heros mostrou
comprimento da ponta da mandibula maior que D. melacanthus, mas as larguras das pontas
das mandibulas foram similares. Todas as espécies mostraram um padrdo similar de denticdo

na ponta das mandibulas, com nimero fixo de dentes centrais e pares de dentes laterais (Figs.
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4.1 e 4.3). Cohen (1990) observou variacdes de 16 a 17 dentes mandibulares em reduvideos a
poucos dentes em pentatomideos e ligueideos. A ponta das mandibulas em Dm e em Pg foram
similares no formato da borda e na auséncia de estruturas com textura escamosa observada em
Eh e Nv (Fig. 4.3. A-D). A superficie interna da mandibula das quatro espécies apresentam
textura escamosa, formando uma canaleta que acomoda a maxila longitudinalmente. Cobben
(1978) afirmou que a orientagdo desse pavimento interno da mandibula fricciona a superficie
externa da maxila durante o processo de alimentacdo, contribuindo com o encurvamento da

ponta da mandibula.

50.0pm

Figura 4.3. Ponta dos estiletes mandibulares de pentatomideos fitéfagos; Dichelops
melacanthus (A); Euschistus heros (B); Nezara viridula (C); Piezodorus guildinii (D).

Microscopia eletronica de varredura, aumento 600x.
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Tabela 4.1. Médias (zE.P.) do comprimento do rostro, do comprimento da ponta e da largura
das mandibulas e ndimero de dentes de pentatomideos fémeas adultas tenerais (< 1 dia)

(nimero de observacdes em parénteses). Dados originais em Anexo 2.1.

Comprimento  Comprimento  Largurada  Numero Numero de

do rostro da ponta da ponta da de dentes  pares de
Espécies
(mm) mandibula mandibula centrais dentes
(;.Lm)1 (um)1 laterais
Dichelops melacanthus 4,940,029 b 81,0+0,75 ¢ 26,8+0,35 b 4 3
(10) ®) ®)
Euschistus heros 5,1+0,030 b 87,9+0,89 b 27,0+0,36 b 4 3
(10) (6) (6)
Nezara viridula 5,940,046 a  106,0+1,11a  30,2+0,50 a 4 3
(10 “) “4)
Piezodorus guildinii 3,5+0,094 ¢ 71,1+1,08 d 23,7+0,43 ¢ 4 3
(10 “) “4)

Txnza- . = . T .
Médias em cada coluna seguidas por mesma letra nao diferem significativamente pelo teste

de Tukey (P <0,05).

4.3.2. Areas da seccao transversal do canal de alimento e do canal de saliva e juncoes dos

estiletes maxilares

As dreas da secgdo transversal do canal de alimento (Ca) e do canal de saliva (Cs) no
terceiro segmento do rostro foram maiores em N. viridula e D. melacanthus em comparagao

com E. heros e P. guildinii (Tabela 4.2). Essa ultima espécie apresentou os canais menos
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calibrosos. Entretanto, quando se considera a razdo Ca/Cs, Pg apresentou valor relativo mais
alto, possuindo area do canal de alimento relativamente maior do que as outras espécies
estudadas. Pg é conhecida por ser a espécie de pentatomideo mais prejudicial as sementes de
soja. (Sosa-Gomez & Moscardi 1995, Corréa-Ferreira & Azevedo 2002), mas a razdo disso
ainda € desconhecida. Recentemente, Depieri & Panizzi (submetido) demonstraram que a
maior drea da semente destruida, em comparacdo com outros pentatomideos, se deve a maior

acdo da saliva nos tecidos da semente.

Tabela 4.2. Médias (+E.P.) da area do canal de alimento e do canal de saliva, e razdo dos
canais (Ca/Cs) no terceiro segmento do rostro de pentatomideos fémeas adultas tenerais (< 1

dia) (nimero de observagdes em parénteses). Dados originais em Anexo 2.1.

Area do canal de  Area do canal de

Espécies alimento saliva Ca/Cs'
(um’+E.P.)! (Lm*+E.P.)"

Dichelops melacanthus 144,1+4,72 a 98,3+3,39 ab 1,48+0,05 ab
(20) (20) (20)

Euschistus heros 120,8+2,81 b 87,6£2,79b 1,39+0,03 b
(20) (20) (20)

Nezara viridula 159,6+5,10 a 104,1+3,55 a 1,55+0,5 ab
(21) (21) (21)

Piezodorus guildinii 95,8+3,43 ¢ 62,5+1,82 ¢ 1,59+0,07 a
(17) (17) (17)

Txnza- . = . T .
Médias em cada coluna seguidas por mesma letra nao diferem significativamente pelo teste

de Tukey (P <0,05).
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As jungdes que unem os estiletes maxilares estdo ilustradas em detalhes na Fig. 4.4.
A maxila direita apresenta cinco processos € a maxila esquerda seis processos. Um processo
superior curto e reto, € um processo inferior mais longo "em T" formam a juncdo dorsal da
maxila direita. Na maxila esquerda, ambos processos da juncdo dorsal sdo similares ("em
gancho") (Fig. 4.4. - al, bl, cl, d1). A juncdo média possui um mecanismo similar, mas com
o processo superior da maxila esquerda "em T", e o processo superior da maxila direita é reto
(Fig. 4.4. - a2, b2, c2, d2). A jun¢do ventral consiste por um processo "em T" na maxila
direita, um processo "em gancho" superior, € um processo reto inferior na maxila esquerda.
Brozek & Herczek (2004) descrevem padrao similar no mecanismo de jun¢ao das maxilas de

Pentatomorpha.
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Figura 4.4. Seccdo transversal do terceiro segmento do rostro. Dichelops melacanthus (A);
Euschistus heros (B); Nezara viridula (C); e Piezodorus guildinii (D). Canal de alimento e
canal de saliva (Ca, Cs) e detalhes das trés juncdes que unem as maxilas; al, a2, a3 = jun¢do
dorsal, média e ventral em D. melacanthus; b1, b2, b3 = juncdo dorsal, média e ventral em E.
heros; cl, c2, c3 = juncdo dorsal, média e ventral em N. viridula; e d1, d2, d3 = juncdo dorsal,
média e ventral em P. guildinii. A, B, C, D = microscopia 6ptica, aumento de 600x; al - a3;

bl - b3; cl - ¢3; e d1 - d3 = microscopia eletronica de transmissdo, aumento de 5.800x.

Estes resultados indicam que esses pentatomideos pragas possuem comprimento

varidvel de rostro e morfologia varidvel interespecifica na denti¢do da mandibula e no canal
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de alimento e no canal de saliva. Essas caracteristicas podem auxiliar no melhor entendimento
da extensdo dos danos que eles causam as sementes de sua planta hospedeira em comum, a
soja. Considerando que a razao Ca/Cs foi maior em P. guildinii, o que indica que possui canal
de alimento relativamente maior, isto pode contribuir na maior drea de dano que essa espécie

provoca nas sementes de soja, em comparacdo com as outras espécies de pentatomideos.
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CAPITULO 5

Efeitos do envelhecimento e do tipo de alimento no desgaste da denticio mandibular do

pentatomideo fitéfago Euschistus heros (F.) (Heteroptera)

Depieri R. A. & A. R. Panizzi. Aging and food source effects on mandibular stylets teeth wear
of phytophagous stink bug (Heteroptera: Pentatomidae). Neotropical Entomology
(submetido).

5.1. Introducao

A alimentacdo com tecidos vegetais frequentemente resulta em desgaste dos
componentes do aparelho bucal dos insetos, especialmente das mandibulas (Chapman 1995).
Apesar de sua estrutura ser altamente esclerotizada, e que pode ser reforcada com a presenca
de fons de zinco ou magnésio na quitina (Schofield et al. 2002), esse fendmeno pode ocorrer.

Graus varidveis de desgaste das mandibulas foram registrados em muitos grupos de
insetos com aparelho bucal mastigador, como em gafanhotos (Chapman 1964, Gangwere
1965, Gangwere et al. 1976, Kaufmann 1971), lagartas (Djamin & Pathak 1967) e besouros
(fitéfagos e carnivoros) (Raupp 1985, Wallin 1988). Mesmo insetos que se alimentam em
alimentos "macios" como hifas de fungos apresentam desgaste dos dentes mandibulares
(Welton 1988). O desgaste das mandibulas e outras estruturas do aparelho bucal sdo comuns
em insetos aqudticos que se alimentam de algas (Arens 1990) e isso provavelmente é um
fendmeno generalizado em insetos mandibulados de vida longa.

Em relacdo aos insetos com aparelho bucal picador-sugador, pouco se conhece sobre
o efeito do alimento e do envelhecimento no desgaste dos estiletes mandibulares. Roitberg et

al. (2005) avaliaram o desgaste das mandibulas do percevejo zoofitéfago Dicyphus hesperus



60

Knight (Heteroptera: Miridae), comparando adultos tenerais com insetos adultos velhos. Eles
relataram que a alimentagdo em tecidos vegetais aumenta o desgaste dos estiletes
mandibulares em relagdo a zoofagia.

Até o momento, exceto o estudo reportado por Roitberg et al. (2005), nenhum outro
estudo foi realizado para medir o desgaste das mandibulas de percevejos fitéfagos. Para
avaliar isso, selecionaram-se fémeas do pentatomideo Euschistus heros (F.) que foram
alimentadas com diferentes tipos de alimentos. Também comparou-se o desgaste a partir de
adultos jovens (< 1 dia) com insetos adultos mais velhos para demonstrar o efeito do

envelhecimento no desgaste das mandibulas.

5.2. Material e métodos

5.2.1. Criacao dos percevejos em laboratorio

Adultos dos percevejos E. heros foram coletados em soja Glycine max (L.) Merr.
(Fabaceae) cultivada na drea experimental da Embrapa Soja em Londrina, PR (23° 11° S; 51°
11’ O) durante o més de outubro de 2008. Os insetos foram levados ao laboratério e separados
em casais (n = 30), acondicionados em caixas plasticas transparentes (25 x 20 x 20 cm) com
fundo forrado com papel filtro, e alimentados com vagem verde de feijao, Phaseolus vulgaris
L. (Fabaceae), sementes de soja e amendoim, Arachis hypogaea L. (Fabaceae) e frutos
maduros de ligustro, Ligustrum lucidum Ait. (Oleaceae). Os insetos foram mantidos em
camara de criacdo a 25 + 1°C, 60 = 10% U.R. e fotofase de 14 h durante a realizagdo dos
estudos. O alimento foi trocado a cada dois dias, e as ninfas obtidas foram criadas até a

emergéncia dos adultos.



61

5.2.2. Preparaciao das amostras e medicoes realizadas

Fémeas adultas de E. heros com menos de um dia de emergéncia (tenerais) foram
selecionadas da colonia estabelecida em laboratério e alimentadas com dieta natural (dieta
composta pelas estruturas vegetais referidas acima) por 30 (n = 5) e 60 dias (n = 5), e com
dieta artificial (dieta seca - um pellet quadrado com 0,5 cm/inseto - Panizzi et al. 2000) por 60
dias (n=4). Os alimentos foram trocados a cada dois dias e os percevejos mantidos sob as
mesmas condicdes abidticas da camara de criacdo. Esses insetos foram comparados com
fémeas com menos de um dia de idade para avaliar o desgaste da denti¢io mandibular.

As mandibulas foram retiradas do aparelho bucal com auxilio de alfinetes
entomoldgicos (n° 00) e fixadas por 12 h em mistura de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido
2% em tampao fosfato de sédio 0,2M (pH 7,2). Em seguida, as mandibulas foram lavadas 3x
com tampao fosfato, por um periodo total de 45 min para a remocao dos fixadores. Tetroxido
de 6smio 1% em tampao fosfato foi usado para fazer a pos-fixagdo das amostras durante 1 h.

Apo6s a desidratagdo em série crescente de concentragdo de etanol, as mandibulas
foram coladas em "stubs" por meio de fita adesiva dupla face de carbono, revestidas com ouro
em metalizador (BAL—TEC® SCDO050, Balzers, Liechtenstein) e fotografadas em microscopio
eletronico de varredura (FEI® Quanta 200, Eindhoven, Holanda).

O desgaste dos dentes das mandibulas foi determinado pela medida do comprimento
total da regido da mandibula que contém os dentes (um) (Fig. 5.1.a), comprimento do dente
distal (1° dente) (wm) (Fig. 5.1.b) e altura do 2° dente (um) (Fig. 5.1.c). A medida da
dimensdo "a" foi realizada por abranger a estrutura mais importante para cortar a fonte de

alimento; as dimensdes "b" e "c" foram medidas porque o desgaste do dente distal pode ser
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mais evidente em seu comprimento e o desgaste do 2° dente pode ser mais pronunciado em

sua altura, respectivamente.

Figura 5.1. Diagrama da vista lateral da ponta da mandibula de Euschistus heros.
Comprimento total da drea com dentes (a); Comprimento do dente distal (1° dente) (b); Altura

do 2° dente (c).

5.2.3. Resisténcia do alimento a penetracao

Foi utilizado um penetrometro de bancada (Marconi® MA933, 0,25 mm/s, pino de 3
mm de didmetro com ponta fina - Marconi Equipamentos para Laboratério Ltda, Piracicaba,
SP) para determinar a forca necessdria para a penetracdo em diferentes componentes da dieta
natural, e em pellet de dieta artificial. O tempo médio penetracdo usado foi de 8 s para
sementes de soja (n = 22), 12 s para sementes de amendoim (n = 22), 14 s para vagens de
feijdo (n = 22) e para dieta artificial (n = 35). Os resultados da forca necessdria para penetrar
as dietas foram expressos em Newtons e calculados pela multiplicacdo da unidade registrada

pelo equipamento (kg/f) por 9,806 (g).
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5.2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em todos os experimentos. As
médias das diferentes medidas da ponta da mandibula, e as médias da forca necessdria para
penetrar os diferentes alimentos foram submetidas a andlise de varidncia (ANOVA), e

comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) (SAS Institute 1981, Zar 1984).

5.3. Resultados e discussao

5.3.1. Desgaste mandibular em adultos de Euschistus heros

O desgaste mandibular de fémeas adultas de E. heros variou com a idade do inseto e
com o tipo de dieta consumida (Tabela 5.1). O comprimento total da regido da mandibula que
contém os dentes foi significativamente maior nos insetos tenerais (P < 0,05) que nos insetos
alimentados por 60 dias em dieta natural e em dieta artificial. Adultos com 30 dias de idade
apresentaram valores intermedidrios, demonstrando a tendéncia ao desgaste da regido que
contém os dentes em comparagdo com o comprimento dessa regido nos insetos tenerais.
Embora a diferenca no desgaste ndo tenha sido sempre significativa, houve tendéncia de
reducdo maior do comprimento da ponta da mandibula nos insetos alimentados em dieta

natural (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Desgaste mandibular em fémeas adultas de Euschistus heros de diferentes idades
alimentadas em dieta natural e em dieta artificial (ndmero de individuos examinados em
parénteses). Ver Fig. 5.1. para detalhes ilustrando como foram realizadas as medidas dos itens

abaixo. Dados originais em Anexo 3.1.

Idade do adulto  Comprimento total da regido Comprimento do dente ~ Altura do 2°

(Alimento) que contém dentes distal (1° dente) (p.Lm)1 dente (p.Lm)1
mandibulares (;.Lm)1 (X+E.P.) (X+E.P)
(X+E.P)
<1 dia 579+252a 14,1 £0,29 a 14,2+0,52 a
(&) ®) (&)
30 dias 52,2+ 1,63 ab 11,7£0,29 b 11,1 +£0,34b
(dieta natural) 5) 5 &)
60 dias 45,0+ 1,84 b 99+0,23 ¢ 9,7+0,62b
(dieta natural) 5) &) 4
60 dias 500+1,11b 13,4+£0,37 a 11,0+£042b
(dieta artificial) 4) ) 4)

'Médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de

Tukey (P <0,05).

O comprimento do dente distal (1° dente) seguiu padrdo similar. Adultos tenerais
(Fig. 5.2.A) mostraram comprimento do dente distal significativamente maior do que o

observado nos adultos alimentados em dieta natural por 30 (Fig. 5.2.B) e por 60 dias (Fig.
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5.2.C). Os insetos alimentados durante 60 dias em dieta artificial ndo tiveram desgaste
significativo do dente distal (Fig. 5.2.D). Em relagdo a altura do 2° dente, adultos tenerais
apresentaram o maior valor, enquanto os insetos alimentados em dieta natural (por 30 ou 60

dias) ou em dieta artificial apresentaram valores menores e similares (Tabela 5.1).

——20.0pm——

Fig. 5.2. Ponta da mandibula de fémea adulta de Euschistus heros. Adulto teneral (< 1 dia)
(A); adulto com 30 dias alimentado com dieta natural (B); adulto com 60 dias alimentado com
dieta natural (C); adulto com 60 dias alimentado com dieta artificial (D). Microscopia

eletronica de varredura, aumento de 1.200x.

Estes resultados demonstram o desgaste da ponta do estilete mandibular de E. heros

devido ao envelhecimento e alimentacdo em dietas diferentes. Roitberg er al. (2005)
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estudando o miridio zoofitéfago D. hesperus observaram que as fémeas mais velhas tiveram
maior desgaste na denticio mandibular que as fémeas jovens. Também relataram que o
desgaste dos estiletes mandibulares foi maior em insetos alimentados com estruturas vegetais
do que em insetos que sé tiveram acesso a agua. Este desgaste provavelmente foi causado

pela resisténcia dos tecidos a penetracao do estilete.

5.3.2. Resisténcia do alimento a penetra¢ao

Os resultados da medida da for¢a necessdria para penetrar as dietas natural e artificial
sao apresentados na Tabela 5.2. Os dados demonstram que o alimento natural fresco e apds
trés dias de exposi¢ao aos percevejos foram mais resistentes a penetragao que a dieta artificial.

A relacdo entre a for¢a necessdria para penetrar os diferentes alimentos e o
comprimento da ponta da mandibula € ilustrada na Fig. 5.3. Os alimentos naturais mostraram
resisténcia varidvel a penetragdo, com valores mais elevados em semente fresca de soja
madura (SSMF) e semente fresca de amendoim (RSPF). Apds trés dias de exposi¢do aos
insetos, suas resisténcias a penetracdo diminuiram e foram similares as necessdrias para
penetrar a vagem verde fresca de feijao (GBPF) e vagem verde de feijao apos trés dias de uso
(GBP3), na medida que ficaram mais macias por absorver umidade. Estes alimentos naturais
usados por E. heros por 30 dias (EH30) ou 60 dias (EH60) causaram a diminui¢do do
comprimento total da ponta da mandibula. Um valor intermedidrio de comprimento da ponta
da mandibula foi observado em insetos que se alimentaram em dieta artificial (EHAD). A
forca necessdria para penetrar a dieta artificial (ADDF) foi a menor entre os alimentos
testados. Os insetos adultos tenerais (EHAT) que ndo se alimentaram mostraram as pontas das

mandibulas com o maior comprimento.
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Tabela 5.2. Valores médios (£ E.P.) da forca necessdria para penetrar dietas natural e
artificial oferecidas para fémeas adultas de Euschistus heros em laboratério (ndimero de

amostras testadas entre parénteses). Dados originais em Anexo 3.2.

Forga para penetrar

Dietas
(Newtons)1
Semente de soja (fresca) 594 +1,73 a
(22)
Semente de amendoim (fresca) 245+0,61b
(22)
Semente de amendoim (apds trés dias de exposi¢ao) 11,2+£0,51 ¢
(22)
Vagem verde de feijao (apds trés dias de exposi¢ao) 9,3+0,57 cd
(22)
Vagem verde de feijao (fresca) 9,2+0,38 cd
(22)
Semente de soja ( apds trés dias de exposi¢ao) 8,5+0,40d
(22)
Dieta artificial 6,1 £0,18¢
(35)

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey(P <

0,05). Dados transformados por\/; para andlise de variancia (ANOVA) e comparacdo das

médias.
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Figura 5.3. Relacdo entre a forca necessdria para penetrar dietas natural e artificial usadas
para alimentar fémeas adultas de Euschistus heros em laboratério e o comprimento total da
ponta da mandibula. ADDF = dieta artificial; SSM3 = semente de soja apds trés dias de
exposi¢do; GBPF = vagem verde fresca de feijao; GBP3 = vagem verde de feijao apds trés
dias de exposi¢dao; RSP3 = semente de amendoim apos trés dias de exposi¢do; RSPF =
semente de amendoim fresca; SSMF = semente de soja fresca; EHAT = Adulto teneral de E.
heros; EH30 = E. heros alimentado por 30 dias com dieta natural, EHAT = E. heros

alimentado por 60 dias em dieta artificial; e EH60 = E. heros alimentado por 60 dias em dieta

natural.

A denticdo mandibular em Heteroptera foi discutida e ilustrada em varios trabalhos
(Faucheux 1975, Cobben 1978, Cohen 1990, 1996) mas, com excec¢ao do relato de Roitberg et
al. (2005), nenhuma informacdo foi encontrada na literatura em relacdo ao efeito do
envelhecimento e do tipo de alimento no desgaste da denticdo da mandibula. Aparentemente,
o desgaste da mandibula ndo impede que o inseto se alimente, mas esse fenomeno pode ter

influéncia na frequéncia alimentar de insetos velhos. Entretanto, esse aspecto € especulativo, e
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estudos adicionais devem ser conduzidos para demonstrar se o desgaste da denticdo

mandibular pode ter algum efeito negativo na alimentacdo do inseto.
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CAPITULO 6

Analise preliminar de a-amilase, protease e endocelulase em saliva de percevejos

pentatomideos (Heteroptera)

Depieri R. A. & A. R. Panizzi. 2008. Anélise preliminar de alfa-amilase, protease e
endocelulase em saliva de percevejos pentatomideos. In XXII Congresso Brasileiro de
Entomologia, 2008, Uberlandia. Anais do XXII Congresso Brasileiro de Entomologia. CD-
ROM.

6.1. Introducao

Os tipos de enzimas digestivas, especialmente aquelas de origem salivar, sdo
altamente correlacionados com os hébitos alimentares dos hemipteros (Goodchild 1966, Miles
1972, Cohen 1990). Nuorteva (1958) relatou a presenca de proteases e amilases na saliva de
espécies que se alimentam no meso6filo, e auséncia dessas enzimas na saliva de insetos que se
alimentam em tecidos vasculares. Miles (1972) e Cohen (1990) discutiram a presenca de
proteases e fosfolipases em insetos predadores. Triacilglicerol lipases também foram relatadas
em extratos de glandulas salivares de insetos predadores (Cohen 1990). Entretanto, proteases
e lipases salivares ndo estdo presentes apenas em heteropteros predadores. Percevejos
sugadores de sementes, como Oncopeltus fasciatus (Dallas) (Heteroptera: Lygaeidae) e
Dysdercus fasciatus Signoret (Heteroptera: Pyrrhocoridae) possuem proteases e lipases
digestivas (Feir & Beck 1961, Khan & Ford 1967).

A o-amilase é uma enzima encontrada nas glandulas salivares de muitos heterdpteros
fitéfagos, tendo sido identificada em Pentatomidae (18 espécies), Coreidae (9), Lygaeidae

(10), Dinidoridae (1), Pyrrhocoridae (4), Miridae (25), Acanthosomatidae (4), Aradidae (1),
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Cydnidae (1), Largidae (1), Scutelleridae (1), Berytidae (1) e Tingidae (1) (detalhes em Hori
2000). Todavia, alguns desses resultados podem ter sido obtidos por meio de metodologias
questiondveis. Testes de identificagcdo da a-amilase, baseados na reacdo amido-iodo sem a
presenca de um agente oxidante como o peroxido de hidrogénio ndo fornecem resultados
confidveis (Taylor & Miles 1994). Erros na avaliacdo da presenca de o-amilase também
podem ocorrer em estudos com a utilizagao da glandula salivar, devido a contaminagao de
seus extratos com hemolinfa (Hori 2000). Portanto, alguns dos resultados relatados acima
talvez devessem ser confirmados.

Entre as enzimas que hidrolisam proteinas, as cisteina-proteases (Catepsina L) tem
papel fundamental para os artrépodes. Em insetos podem ser digestivas (Terra & Ferreira
1994, 2005), envolvidas na degradacdo de vitelo (Cho et al. 1999) ou na metamorfose
(Takahashi et al. 1993). A ocorréncia da Catepsina L digestiva, no lugar das serino-proteases,
nos hemipteros e nos coledpteros (série Cucujiformia) talvez seja a principal adaptacdo
bioquimica que permitiu que esses insetos se alimentassem de sementes ricas em inibidores de
serino-proteases (Terra & Ferreira 1994, Terra & Cristofoletti 1996, Cristofoletti et al. 2003).
A Catepsina L foi isolada do intestino médio de Dysdercus peruvianus Guérin-Méneville
(Heteroptera: Pyrrhocoridae) (Bifano 2008), contudo pouco se conhece sobre sua presenca na
saliva de percevejos pentatomideos.

A endocelulase carboximetil-celulase inicia a digestdo da celulose presente nas
paredes celulares das células vegetais, quebrando as ligacdes internas (ndo-covalentes) da
estrutura cristalina da celulose e expondo suas cadeias polissacaridicas (Fig. 6.1). Geralmente,
€ produzida em conjunto com outras celulases por bactérias no intestino médio dos insetos,

ndo existindo relatos sobre sua presenca em secregdes salivares (Nation 2002).
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Figura 6.1. Mecanismo da digestdo da celulose. Quebra das ligacdes nado-covalentes
presentes na estrutura cristalina da celulose pela endocelulase (a); hidrélise da cadeia
polissacaridica em dissacaridios pela exocelulase (b); hidrdlise dos dissacarideos em glicose

pela B-glucosidase (c) (baseado em Nation 2002).

Neste capitulo avaliou-se a presenga de o-amilase, cisteina protease (Catepsina L) e
endocelulase (carboximetil-celulase) na saliva de percevejos adultos alimentados e em jejum
das espécies Dichelops melacanthus (Dallas), Euschistus heros (F.) e Nezara viridula (L.)

(Heteroptera: Pentatomidae).

6.2. Material e métodos

6.2.1. Coleta de saliva

A saliva dos percevejos adultos D. melacanthus, E. heros e N. viridula alimentados

com vagem verde de feijao, Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae), sementes de soja Glycine max

(L.) Merr. (Fabaceae), e amendoim, Arachis hypogaea L. (Fabaceae), e frutos maduros de
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ligustro, Ligustrum lucidum Ait. (Oleaceae), e em jejum (24 h) foi coletada manualmente com
capilar graduado (Fig. 6.2). Os insetos foram seguros manualmente com a parte ventral
exposta e os estiletes inseridos no capilar para induzir a salivacdo. Utilizou-se 10 pl de saliva

de cada espécie por ensaio.

Figura 6.2. Coleta de saliva do percevejo pentatomideo FEuschistus heros com capilar

graduado.

6.2.2. Ensaios para o-amilase

Para avaliar a presenca da o-amilase salivar se usou como substrato 0,1 g amido
solivel dissolvido em 10 ml de tampao fosfato (pH 7,0) contendo 12 mg de cloreto de sédio.

A saliva dos insetos alimentados foi diluida 20x e 200x, e a dos insetos em jejum
diluida 20x em solu¢do de amido em tubos de ensaio, sendo mantidos a 30°C em banho-
maria. A atividade da o-amilase salivar dos insetos alimentados foi interrompida em

intervalos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 min), e nos insetos em jejum em intervalos de 60
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minutos (60, 120, 180 e 240 min) e, em seguida, os tubos foram fervidos para desnaturacao da
enzima.

Para quantificar o poder redutor da enzima, 250 UL de dcido dinitrosalicilico foram
adicionados nas amostras e, em seguida, a solu¢do foi fervida por 5 min. Apds o resfriamento
das amostras em temperatura ambiente, fez-se a leitura de absorbancia (550 nm) no

espectrofotometro (Noelting & Bernfeld 1948).

6.2.3. Analise de protease (cisteina-proteases — Catepsina L)

Para avaliar a presenca da enzima Catepsina L usou-se substrato fluorogénico
ZFRMCA 1 mM (Z-Phe-Arg 7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride, C9521 - Sigma-
Aldrich, Inc., Saint Louis, MO, EUA), diluido 100x em tampao Tris-HCl1 (0,1M, pH 8,5)
(Erlanger et al. 1961), com substitui¢do de substrato cromogénico por substrato fluorogénico.

A saliva dos insetos alimentados foi diluida em 10x, 20x, 100x e 500x no substrato.
Nos insetos em jejum, a saliva foi diluida em 10x (D. melacanthus) e em 5x (E. heros e N.
viridula). A atividade da cisteina-protease salivar dos insetos alimentados foi interrompida
com 250 pL de 4cido acético 30% em intervalos de 30 minutos (30, 60, 90 e 120 min), e nos
insetos em jejum, em intervalos de 60 minutos (60, 120, 180 e 240 min) e, em seguida, as
amostras foram submetidas a andlise em fluorimetro de microplacas, com excita¢do a 380 nm

e emissdo a 460 nm (Alves et al. 1996).

6.2.4. Ensaios para carboximetil-celulase

Para avaliar a presenga da enzima carboximetil-celulase na saliva de D. melacanthus,

E. heros e N. viridula usou-se substrato carboximetil-celulose 1% (4-Methylumbelliferyl -D-
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cellobioside, M6018 - Sigma-Aldrich, Inc.) em tampao citrato-fosfato pH 6,0 (Noelting &
Bernfeld 1948), com substituicao do substrato original e do tampao.

A saliva dos insetos em jejum (24 h) foi diluida 7x no substrato. A atividade da
enzima celulolitica foi avaliada em cinco tempos (0, 240, 1260 e 1500 min), nos quais as
amostras foram fervidas para inativagao da enzima.

Para quantificar a digestdo do substrato, 250 puL de 4cido dinitrosalicilico foram
adicionados nas amostras e, em seguida, a solu¢do foi fervida por 5 min. Apds o resfriamento
das amostras em temperatura ambiente, fez-se a leitura de absorbancia (550 nm) em

espectrofotometro.

6.3. Resultados e discussao

Os resultados indicaram que ndo houve atividade de o-amilase na saliva de
individuos alimentados de D. melacanthus e E. heros (Fig. 6.3.A-D). A atividade da enzima

na saliva de N. viridula foi inconclusiva, pois ndo houve aumento gradual de quebra da cadeia

do amido (Fig. 6.3.E-F).
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Figura 6.3. Atividade de oi-amilase da saliva de Dichelops melacanthus (A, B), Euschistus

heros (C, D) e Nezara viridula (E, F). Insetos alimentados, diluicdo da saliva em solucao de

amido em colchetes abertos.

demonstrou possuir atividade de o-amilase (Fig. 6.4.A-C).

Quando os percevejos foram mantidos em jejum, a saliva das trés espécies nao
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Figura 6.4. Atividade de a-amilase da saliva de Dichelops melacanthus (A), Euschistus heros

(B) e Nezara viridula (C). Insetos em jejum por 24 h. Saliva diluida 20x em solucdo de

amido.

A o-amilase foi relatada na saliva de alguns heterdpteros: Oncopeltus fasciatus
(Dallas) (Lygaeidae) (Miles 1967), Lygus rugulipennis Poppius, (= L. disponsi) L. pratensis
(L.), L. gemellatus (Herrich-Schaeffer) (Hori 1971, Varis ef al. 1983). A enzima também pode
ser encontrada nos extratos de glandulas salivares de Aelia acuminata L. (Pentatomidae)
(Nuorteva 1954), praga ocasional de trigo (Griinbacker & Kromp 2008), e Nezara antennata
Scott (Pentatomidae), espécie polifaga relatada como praga em arroz (Hori 1972, Kisimoto
1983). Sementes de leguminosas, de importantes plantas hospedeiras de D. melacanthus, E.
heros e N. viridula, e em especial de soja, apresentam quantidades reduzidas de amido (0,2%

a 0,9%) (Wilson et al. 1978). Assim, € possivel que as trés espécies de pentatomideos
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estudadas nao produzam o-amilase, ou o volume secretado na saliva esteja abaixo do nivel de
deteccao pelo protocolo utilizado.

A saliva de D. melacanthus diluida 10x e 20x apresentou atividade de cisteina-
proteases (Catepsina L) (Fig. 6.5.AB). Nas dilui¢cdes mais elevadas (100x e 500x) (Fig.

6.5.CD) e nos insetos em jejum (Fig. 6.8.A) ndo se observou a atividade enzimética.
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Figura 6.5. Atividade de cisteina-proteases (Catepsina L) da saliva de Dichelops melacanthus

em diferentes dilui¢des. A = 10x; B = 20x; C = 100 x; D = 500x. Insetos alimentados. ERF =

Emissio Relativa de Fluorescéncia.
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A saliva de E. heros nao apresentou atividade detectdvel de cisteina-proteases

(Catepsina L) em insetos alimentados (Fig. 6.6) e em insetos em jejum (Fig. 6.8.B).

110x[
A B 120x[
150 y =0,0033x + 55,5 y = -0,0333x + 59
R 2 =0,0667 150 R2<1
100 100
50 L _ ¢ < © 50 & ¢ ¢ ©
0 | | | | | 0 | | | | |
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
a9
&
M
C 1ol D 1500
y =-0,0633x + 60 y =-0,0133x + 55,5
150 150 R2=0,16
100 R2=0,8699 100 =0,
50 *~—s — 50 o * * ©
0 4 1 1 ‘ ‘ ‘ 0 - 1 1 1 1 ‘
0 30 60 90 120 150 0 30 60 90 120 150
tempo (min)

Figura 6.6. Atividade de cisteina-proteases (Catepsina L) da saliva de Euschistus heros em

diferentes dilui¢des. A = 10x; B = 20x; C = 100 x; D = 500x. Insetos alimentados. ERF =

Emissao Relativa de Fluorescéncia.

Em N. viridula alimentados, ndo se observou atividade de cisteina-proteases (Fig.

6.7). Todavia a enzima foi constatada na saliva de insetos em jejum (Fig. 6.8.C).
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Figura 6.7. Atividade de cisteina-proteases (Catepsina L) da saliva de Nezara viridula em

diferentes dilui¢des. A = 10x; B = 20x; C = 100 x; D = 500x. Insetos alimentados. ERF =

Emissao Relativa de Fluorescéncia.
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Figura 6.8. Atividade de cisteina-proteases (Catepsina L) da saliva de Dichelops melacanthus
(A); Euschistus heros (B); e Nezara viridula (C). Insetos em jejum, dilui¢do da saliva em

colchetes abertos. ERF = Emissido Relativa de Fluorescéncia.

Proteases foram reladas nos pentatomideos A. acuminata, A. sibirica Reuter
(Nuorteva 1954, Sossedov et al. 1969) e Dolycoris baccarum (L.) (Nuorteva & Laurema
1961). Segundo Hori (2000), as proteases estdo entre as principais enzimas presentes nhas
glandulas salivares de heterdpteros. Contudo, sua atividade poderia variar em algumas
circunstancias: em L. rugulipennis as proteases podem estar presentes em ninfas, mas
ausentes em adultos (Nuorteva 1954), ou poderiam apresentar alteracdes sazonais (Hori
1970), e em Capsus ater L. (Miridae) essas enzimas poderiam estar presentes apenas nas

glandulas salivares de insetos coletados em aveia (Nuorteva 1954). Situacdes semelhantes
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talvez possam alterar a atividade das cisteinas-proteases salivares de D. melacanthus, E. heros

e N. viridula.

Com excecao do relato de Gopalan (1976) desconhece-se a existéncia de celulases na
saliva de percevejos. Nao se observou na saliva de D. melacanthus, E. heros e N. viridula a

presenca da carboximetil-celulase (Fig. 6.9.A-C).

257 B y =-0,0003x + 0,3256
31 A y=-0,001x + 1,2953 2 R2=0,3877
2 R2=0,4556 Lf |
1 0,5 *
0 0 * * T ‘ —— ‘
250 500 750 1000 1250 1500 1750 -0,50 250 500 750 1000 1250 1500 1750

y =-0,0004x + 0,6218
e R2=0,2714

absorbancia
(AU)

-0,5 250 500 750 1000 1250 1500 1750

tempo (min)

Figura 6.9. Atividade de carboximetil-celulase da saliva de Dichelops melacanthus (A);

Euschistus heros (B); e Nezara viridula (C). Insetos em jejum. Saliva diluida 7x.

Em conclusdo, a auséncia de o-amilase na saliva das espécies estudadas nesse
trabalho pode estar relacionada com o hdbito alimentar desses percevejos. Contudo, a
auséncia de cisteina-proteases na saliva de E. heros pode ser associada com o estado

fisiolégico dos insetos no periodo da coleta da saliva. Depieri & Panizzi (ndo publicado)
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observaram variagdes na temperatura que podem afetar o comportamento alimentar dos
percevejos o que consequentemente, reduziria a drea do dano que essa espécie causa as
sementes de soja.

Novos estudos devem ser feitos para confirmar a presenca de cisteina-proteases na
saliva de espécies de pentatomideos fitéfagos. Faz-se necessario também avaliar a presenca de
pectinases salivares, enzimas que podem estar envolvidas no processo de necrose de tecidos e

no desequilibrio fisiolégico e hormonal de plantas atacadas por percevejos (Hori 2000).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os percevejos pentatomideos causam danos a soja por se alimentarem dos graos.
Observou-se que P. guildinii causou danos mais extensos nas sementes, embora possua
aparelho bucal menor em comparagdo as outras trés espécies estudadas. A duracdo do
comportamento de alimentacdo de P. guildinii foi similar ao observado para N. viridula,
todavia a drea do dano causado pela primeira espécie foi quase duas vezes maior do que a
segunda. Foi observada situacdo semelhante entre D. melacanthus e E. heros. Embora D.
melacanthus apresentasse ponta de mandibula mais longa, causou dano nas sementes trés
vezes menor em comparacdo a E. heros, em tempo de alimentacdo similar. As dimensdes das
mandibulas ndo tem relacdo direta com a drea do dano em sementes de soja. Com excec¢ao de
D. melacanthus, houve relagdo direta entre o tempo de alimentacdo e drea de dano na
superficie das sementes. Os danos causados aos tecidos das sementes ficaram restritos as
regides mais proximas ao local onde D. melacanthus introduziu os estiletes. Nas outras
espécies, a saliva aparentemente perfundiu-se de forma mais ampla, causando danos mais
extensos.

O desgaste das mandibulas de E. heros foi significativamente maior nos insetos
alimentados em dietas natural e artificial em relagdo aos individuos tenerais. Este desgaste
estd associado a resisténcia dos componentes das dietas a penetracdo dos estiletes.

A utilizacdo de EDTA associado a irradiagdo por micro-ondas por 0,5 h mostrou-se
uma metodologia adequada para a preparacdo de amostras de cuticula esclerotizada para
estudos morfolégicos, como demonstrado para o aparelho bucal de N. viridula. Entretanto,
cada segmento do 14bio necessita de um tempo de tratamento diferente para preservacdo da

integridade das estruturas.
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As areas do lumen do canal alimentar (Ca) e do canal salivar (Cs) no terceiro
segmento do labio foram maiores em N. viridula e D. melacanthus em comparacao com E.
heros e P. guildinii, que apresentou canais menos calibrosos. Contudo, quando se considera a
razdo Ca/Cs, essa ultima espécie apresentou valor relativo mais alto, possuindo drea do canal
de alimento relativamente maior do que as outras espécies estudadas.

A ocorréncia de cisteina-proteases (Catepsina L) foi observada na saliva de D.
melacanthus ¢ N. viridula. E possivel que essa enzima esteja envolvida no processo de dano
dos corpos de proteina das células. Aparentemente, o-amilase e carboximetil-celulase nao
estdo presentes na saliva dos pentatomideos associados a soja. Contudo, essas e outras
enzimas, como as poligaracturonases, que em conjunto com outras pectinases digerem a
lamela média da parede celular, devem ser melhor estudadas em pentatomideos.

Por fim, embora os resultados sugiram que enzimas digestivas presentes na saliva de
P. guildinni sejam a causa principal dos danos em sementes de soja, essas precisam ser

melhor avaliadas. Também, € necessario desenvolver um método de extragdo da saliva dessa

espécie.
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Anexo 1.1. Duracio dos tempos de pré-alimentacdo e alimentagao, e drea do dano superficial em sementes de soja madura por quatro espécies de
pentatomideos.

Danos x tempo de alimentacao de Dichelops melachantus.

Horério da pixels
exposicao area pixels area areado areado  dano
da referencia superficie  pixels referéncia cotilédone  dano  superficial
Semente semente  Inicio fim duracdo minutos  20x20 cotilédone  dano (mm?) (mm? (mm? (%)

3 9:00 9:17 11:01 1:44 104 321489 69865 88 4000 86.93 0.1095 0.1
4 9:00 11:12 12:49 1:37 97 321489 76251 34 4000 94.87 0.0423 0.0
5 9:00 9:15 11:40 2:25 145 321489 73636 30 4000 91.62 0.0373 0.0
7 9:00 13:14 14:20 1:06 66 321489 76492 33 4000 95.17 0.0411 0.0
11 9:00 14:09 15:30 1:21 81 321489 75939 52 4000 94.48 0.0647 0.07
14 9:00 10:31 12:05 1:34 94 321489 69321 30 4000 86.25 0.0373 0.04
16 9:00 10:24 11:29 1:05 65 321489 70027 48 4000 87.13 0.0597 0.07
17 9:00 14:40 15:10 0:30 30 321489 66837 35 4000 83.16 0.0435 0.1
21 9:00 9:58 11:02 1:04 64 321489 78286 474 4000 97.40 0.5898 0.6
22 9:00 9:26 10:18 0:52 52 321489 63223 189 4000 78.66 0.2352 0.3
30 9:00 9:03 10:40 1:37 97 321489 63055 306 4000 78.45 0.3807 0.5
32 9:00 11:00 12:45 1:45 105 321489 60463 787 4000 75.23 0.9792 1.3
37 9:00 9:50 12:11 2:21 141 321489 67703 997 4000 84.24 1.2405 1.5
41 9:00 13:10 14:19 1:09 69 321489 65675 812 4000 81.71 1.0103 1.24
46 9:00 11:19 11:42 0:23 23 321489 63713 156 4000 79.27 0.1941 0.2
51 9:00 11:30 12:04 0:34 34 321489 71710 213 4000 89.22 0.2650 0.3
57 9:00 13:31 14:18 0:47 47 321489 76703 589 4000 95.43 0.7328 0.8
63 9:00 10:20 10:56 0:36 36 321489 62184 59 4000 77.37 0.0734 0.1
75 9:00 13:58 14:17 0:19 19 321489 69987 29 4000 87.08 0.0361 0.0
66 9:00 14:11 15:40 1:29 89 321489 66903 323 4000 83.24 0.4019 0.5
78 9:00 10:30 11:44 1:14 74 321489 74737 459 4000 92.99 0.5711 0.6
79 9:00 12:36 13:15 0:39 39 321489 64304 97 4000 80.01 0.1207 0.2
Média 71.40909 321489 69410 265.4545 4000 86.36 0.3303 0.4

Desvio
padrao 35.38181 0 5447.73 295.9963 0 6.778123 0.368282 0.444687

EP 7.377617 0 1135.93 61.71949 0 1.413336 0.076792 0.092724



Danos x tempo de alimentacao de Euschistus heros.

Semente

Horario da

exposicao
da

semente Inicio
09:36 11:32
09:36 15:34
09:36 13:50
09:36 10:17
09:36 14:55
09:36 11:02
09:36 11:38
09:36 13:10
09:36 14:00
09:36 09:46
09:36 14:00
09:36 10:53
09:36 11:50
09:36 12:30
09:36 13:10
09:36 14:03
09:36 14:45
09:36 09:52
09:36 13:10
09:36 09:38
09:36 09:50
09:36 09:42

fim
12:30
16:16
14:50
12:00
16:10
13:20
12:20
14:54
15:35
09:57
15:01
12:20
12:40
13:49
15:04
14:25
16:18
10:16
15:00
11:19
10:27
10:12

duracdo minutos

00:58
00:42
01:00
01:43
01:15
02:18
00:42
01:44
01:35
00:11
01:01
01:27
00:50
01:19
01:54
00:22
01:33
00:24
01:50
01:41
00:37
00:30
Média
Desvio
padrdo
EP

58
42
60
103
75
138
42
104
95
11
61
87
50
79
114
22
93
24
110
101
37
30

69,8182

35,0491
7,4725

pixels area pixels superficie

referencial
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489

0
0

cotilédone
55758
70158
70600
55255
59665
60372
57860
51705
56149
57863
61715
57462
56235
65087
64165
56676
51106
61857
66231
70044
60941
55830
60124,27273

5636,251804
1201,652922

pixels
dano

657
390
809
1108
726
1593
251
1257
1345
163
805
870
395
1302
1399
191
944
170
1316
1217
472
347
805,773

460,4
98,1577

area
referéncia
(mm?)
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000

area do
cotilédone
(mmz)
69,37
87,29
87,84
68,75
74,24
75,12
71,99
64,33
69,86
71,99
76,79
71,49
69,97
80,98
79,83
70,52
63,59
76,96
82,41
87,15
75,82
69,46

4000 74,8072534

0 7,01268386
0 1,49510922

area do dano
dano  superficial

(mm? (%)

0,8174 1,2
0,4852 0,6
1,0066 1,1
1,3786 2,0
0,9033 1,22
1,9820 2,64
0,3123 0,43
1,5640 2,43
1,6735 2,4
0,2028 0,3
1,0016 1,3
1,0825 1,5
0,4915 0,7
1,6200 2,0
1,7407 2,2
0,2376 0,3
1,1745 1,85
0,2115 0,3
1,6374 2,0
1,5142 1,7
0,5873 0,8
0,4317 0,6

1,00255 1,3438102

0,57284  0,770244
0,12213 0,1642166

94



Danos x tempo de alimentacao de Nezara viridula.

Semente

AN =

11
13
15
18
20
21
23
26
27
29
30
39
42
44
50
51
52
54
56
63
64
69
70
71
73
76
80

Horario da
exposicao
da

semente
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46
08:46

Inicio
13:10
12:25
09:05
09:18
11:30
11:28
09:03
09:18
11:40
09:26
10:32
09:02
08:52
12:14
09:50
11:28
10:30
11:26
10:50
09:29
09:58
10:56
08:57
12:14
10:40
10:50
11:45
09:27
08:50
13:05
09:04
09:05

fim
15:45
13:48
11:04
12:10
12:43
12:30
10:32
09:43
14:00
12:00
11:40
13:50
11:10
15:50
12:07
13:28
11:30
13:45
11:28
10:23
12:33
13:14
10:36
13:44
15:10
14:30
14:15
11:20
10:30
15:00
10:33
15:43

duragéo

02:35
01:23
01:59
02:52
01:13
01:02
01:29
00:25
02:20
02:34
01:08
04:48
02:18
03:36
02:17
02:00
01:00
02:19
00:38
00:54
02:35
02:18
01:39
01:30
04:30
03:40
02:30
01:53
01:40
01:55
01:29
06:38

Média

Desvio

padrao

EP

minutos

155
83
119
172
73
62
89
25
140
154
68
288
138
216
137
120
60
139
38
54
155
138
99
90
270
220
150
113
100
115
89
398
133,34375

77,7761923

13,74901825

pixels area
referencia
20x20
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489

0
0

pixels

superficie

cotilédone
58739
60088
63285
65310
70174
72028
64000
63349
61364
67164
56001
57412
63482
55286
65637
66139
62814
64543
64315
60801
64199
60121
57415
59872
61574
56120
59004
73423
53771
72296
68515
63396

62863,65625

5010,13029
885,6742757

pixels dano
2009
974
1895
2243
950
931
1109
305
1941
1991
832
4888
2330
3167
2174
1836
743
2255
490
665
2592
2094
1399
1262
3903
3350
2575
2063
1316
1531
1088
5790
1959,09375

1229,377638
217,3253162

area
referéncia
mm?2
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000

0
0

area do
cotilédone
(mm?
73,08
74,76
78,74
81,26
87,31
89,62
79,63
78,82
76,35
83,57
69,68
71,43
78,98
68,79
81,67
82,29
78,15
80,31
80,02
75,65
79,88
74,80
71,44
74,49
76,61
69,83
73,41
91,35
66,90
89,95
85,25
78,88
78,21562324

6,233656878
1,101965262

area do dano
(mm?
2,4996
1,2119
2,3578
2,7908
1,1820
1,1584
1,3798
0,3795
2,4150
2,4772
1,0352
6,0817
2,8990
3,9404
2,7049
2,2844
0,9244
2,8057
0,6097
0,8274
3,2250
2,6054
1,7407
1,5702
4,8562
4,1681
3,2038
2,5668
1,6374
1,9049
1,3537
7,2040
2,437525079

1,529604607
0,270398447

dano

superficial (%)
3,4
1,6
3,0
34
1,35
1,29
1,73
0,48
3,2
3,0
1,5
8,5
3,7
5,7
33
2,8
1,2
3,49
0,8
1,1
4,0
3,5
24
2,1
6,3
6,0
4,4
2,8
2,4
2,1
1,6
9,1
3,16592793

2,070456656
0,366008485
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Danos x tempo de alimentacao de Piezodorus guildinii.

Semente

Horario da

exposicao
da

semente
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25
08:25

Inicio
12:50
08:44
09:22
11:20
10:35
12:02
10:44
09:35
08:29
09:50
12:50
11:00
09:22
10:12
08:38
08:31
08:35
08:45
10:42
12:17
08:31
11:03
09:35
13:00
08:52
13:30
12:40
10:05
08:55
08:33

fim
13:23
11:37
09:42
13:20
12:50
14:22
11:36
10:35
14:22
11:08
13:50
11:41
10:16
11:52
10:12
11:53
09:50
12:00
11:50
12:55
09:21
12:15
11:00
14:04
12:00
14:40
13:53
10:40
12:30
10:50

Média
Desvio

EP

duragéo
00:33
02:53
00:20
02:00
02:15
02:20
00:52
01:00
05:53
01:18
01:00
00:41
00:54
01:40
01:34
03:22
01:15
03:15
01:08
00:38
00:50
01:12
01:25
01:04
03:08
01:10
01:13
00:35
03:35
02:17
01:42
01:11
00:13

minutos
33
173
20
120
135
140
52
60
353
78
60
41
54
100
94
202
75
195
68
38
50
72
85
64
188
70
73
35
215
137
102,6667
71,36261
13,02897

pixels
area
referencia
20x20
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489
321489

pixels
superficie
cotilédone
71933
79032
80126
66664
80319
61307
79378
69902
65893
65838
65096
73799
66910
66790
65705
70699
74012
71435
70200
66898
70727
74038
76587
67914
84558
71908
72567
77338
70171
67212

pixels
dano

540
4454
297
2911
4428
3773
1860
2050
12436
2022
2263
819
1846
2695
2257
8224
2322
5407
2655
620
1793
1703
3718
404
6308
4043
5785
570
4270
3358

321489 71498,53 3194,367
0 5634,987 2579,601
1028,803 470,9686 0,435494

0

area

area do

referéncia cotilédone

mm?2
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4001
4002
4003
4004
4005
4006
4007
4008

Unma
89,50
98,33
99,69
82,94
99,93
76,28
98,76
86,97
81,98
81,92
80,99
91,82
83,25
83,10
81,75
87,96
92,09
88,88
87,34
83,24
88,00
92,12
95,31
84,54

105,29
89,56
90,40
96,37
87,46
83,79

area do
dano
Unma
0,6719
5,5417
0,3695
3,6219
5,5094
4,6944
2,3142
2,5506
15,4730
2,5158
2,8156
1,0190
2,2968
3,3531
2,8082
10,2324
2,8891
6,7274
3,3034
0,7714
2,2309
2,1189
4,6271
0,5029
7,8544
5,0354
7,2068
0,7103
5,3221
4,1864

dano
superficial
(%)

0,8
5,6
0,4
4.4
5,51
6,15
2,34
2,93
18,9
3,1
3,5
1,1
2,8
4,0
3,4
11,6
3,14
7,6
3,8
0,9
2,5
2,3
49
0,6
7,5
5,6
8,0
0,7
6,1
5,0

4001,2 88,98628 3,975799 4,501047
2,3853 7,018232 3,210271
1,281348 0,586113 0,683815

3,745411
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Anexo 1.2. Profundidade do dano em sementes de soja causado pela alimentacdo de quatro espécies de pentatomideos apds uma sessdo de
alimentacdo de 60 min.

Profundidade do dano (mm) em sementes de soja por Dichelops melacanthus.

profundida profundida profundida profundida
de do de do de do de do
dano dano dano dano
semente (mm) semente (mm) semente (mm) semente (mm)
1 1.5 31 0 61 0 91 0
2 0 32 0 62 0 92 0
3 0.5 33 0 63 0 93 0
4 0 34 1 64 0.2 94 0.2
5 0 35 1.6 65 0.2 95 0.2
6 2 36 1.7 66 0 96 0
7 1.2 37 1 67 1.9 97 1.9
8 1 38 0 68 0 98 0
9 1.5 39 1.5 69 0 99 0
10 0 40 0 70 0 Média 0.50505
11 0.5 41 0.5 71 0 Desvio Padrdao  0.64970
12 0 42 0 72 1 EP 0.06572
13 0 43 0 73 1.6
14 1.3 44 2 74 1.7
15 0.2 45 1.2 75 1
16 0 46 1 76 0
17 0 47 1.5 77 1.5
18 1.5 48 0 78 0
19 0.5 49 0.5 79 0.5
20 0.2 50 0 80 0
21 1 51 0 81 0
22 0 52 1.3 82 1.3
23 0 53 0.2 83 0.2
24 0 54 0 84 0
25 0 55 0 85 0
26 0.2 56 1.5 86 1.5
27 0.2 57 0.5 87 0.5
28 0 58 0.2 88 0.2
29 1.9 59 1 89 1
30 0 60 0 90 0



Profundidade do dano (mm) em sementes de soja por Euschistus heros.

ONO OO~ WN =

[N O T N T o T ) T ) T L T A T 1 T 1 T O S e S
O©CONOUPRARWN—2LOOONOOOOPMWN-—=OO

Profundidade Profundidade Profundidade

Semente do dano (mm) Semente do dano (mm) Semente do dano (mm) Semente
1.2 31 0 61 1 91
2 32 1 62 1.5 92
0.5 33 0 63 1 93
1 34 1.2 64 1.5 94
0 35 0 65 0.9 95
0.5 36 0.5 66 2 96
1.6 37 0.3 67 1.4 97
1 38 1.5 68 1.2 98
1 39 0 69 0.8 99
0 40 1 70 0 100
1.4 41 1 71 0 101
0 42 0.5 72 1.3 102
0.6 43 0 73 1.9 103
1 44 0 74 0 104
0 45 0 75 0.6 105
1 46 0.9 76 1.2 106
0.7 47 0 77 2 107
0.4 48 0.8 78 1.2 108
1 49 1 79 0.8 109
1.7 50 0.7 80 0.6 110
0 51 0.9 81 0.3 111
0 52 1 82 1.4 112
1 53 0 83 1 113
1 54 1.7 84 1 114
0 55 0.5 85 1 115
0.8 56 0.9 86 2 116
0 57 0.9 87 1.2 117
0.7 58 0.4 88 1.8 118
0.5 59 1.6 89 0.5 119
0.4 60 1.5 90 0.2 120

w
o

Profundidade
do dano
(mm)

0
2.2
0.9
1.6

0

1
0.5
0
0
0
1.4
0.7
2.5
1.9
0.5

1
0.7
1.3
0.2

1
0.2
1.3
1.8
2.2

0
0.7
0.5
1.5

0

1

Semente

121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

média

desvio padrao

EP

Profundidade
do dano
(mm)

0.8

0

0.3

2.5

2.6

0.4

0.8

1.5

1

1

0.7

0

1.2
0.841791045
0.649267778
0.060132205
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Profundidade do dano em semente de soja por Nezara viridula.

Semente

ONO O WN =

WMNDMNDMPDMNDDNDMNOMMNDNDNDON 2 == 2
QOUWooNOCOPRWN—LOQOQOONOOOOPRAWN—=OO

Profundidade
do dano

0.5
0.5
1.7
1.5
1
1.5
2.5
1.7
0.8
0.5
0.2
2.2
2
1.7
0.6
1.5
1.3
04
2

1
2.3
1
1.8
2.5
1
0.5
1
1.4
2.2
1

Semente
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

Profundidade
do dano

0.4

1.3

0.5

1.7

Semente
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

Profundidade
do dano Semente
1.2 91
1 92
2.3 93
2.7 94
0.4 95
1.2 96
1.2 97
1.3 98
0.4 99
1.3 100
1 101
1.3 102
1 103
2.2 104
2.2 105
1.6 106
1.2 107
1.2 108
1.6 109
1.3 Média
1.4 Desvio Padrao
1.2 EP
0.9
0.4
1
0.5
0.3
1.2
1
1.6

Profundidade
do dano

1

1.2

0.4

1.2

0.9

1.4

0.9

1.4

0.8

1.2

1.4

2

1.2

1.2

1.2

1.2

0.4

0.2

1

1.237614679

0.57377712

0.054957881
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Profundidade do dano em semente de soja por Piezodorus guildinii.

Profundidade Profundidade Profundidade Profundidade
Semente do dano Semente do dano Semente do dano Semente do dano
1 3 31 25 61 2.7 91 2
2 3.7 32 2 62 2.2 92 0.4
3 1.4 33 25 63 25 93 2
4 2.5 34 2 64 0.5 94 2.6
5 3.5 35 25 65 2.1 95 0.4
6 3 36 1.5 66 2 96 1.5
7 4 37 1 67 2.6 97 2
8 25 38 1 68 0.7 98 25
9 2.7 39 2 69 2.3 99 2.2
10 0.7 40 2.1 70 1.4 100 2.2
11 2.2 4 2.3 71 2.3 101 1.5
12 2.3 42 2.7 72 3.5 Média 2.004
13 1.5 43 2.3 73 1.9 Desvio Padrao 0.766
14 2 44 1.5 74 1EP 0.076
15 1.5 45 3 75 2.2
16 2.5 46 2 76 2
17 2.3 47 2.9 77 3
18 1.5 48 25 78 1.7
19 2 49 1 79 2.5
20 1 50 0.6 80 2
21 3 51 2.1 81 2
22 1.5 52 1.5 82 2.3
23 0.7 53 1 83 1.5
24 2 54 2.5 84 1.5
25 2.5 55 2.5 85 0.5
26 2 56 2 86 25
27 2.5 57 1 87 1
28 2 58 0.5 88 2.8
29 1.9 59 3.5 89 1
30 2 60 2 90 25



Anexo 2.1. Dimensoes do aparelho bucal de pentatomideos fitéfagos adultos.

Comprimento e largura da ponta da mandibula de pentatomideos fitofagos.

Comp total cm Comp total micrometro Largura cm Largura micrometro D. melacanthus
Piezodorus 4 4,3 74,13793103 1,3 22,4137931 1 100
Piezodorus 1 41 70,68965517 1,4 24,13793103 2 97
Piezodorus 2 4 68,96551724 1,4 24,13793103 3 97
Piezodorus 3 41 70,68965517 1,4 24,13793103 4 98
Média 71,12068966 Média 23,70689655 5 97
desvio 2,169492654 desvio 0,862068966 6 98
EP 1,084746327 EP 0,431034483 7 95
0 0 8 98
Nezara 3 6,3 108,6206897 1,8 31,03448276 9 100
Nezara 1 6 103,4482759 1,7 29,31034483 10 101
Nezara 2 6,2 106,8965517 1,8 31,03448276 média 98,1
Nezara 4 6,1 105,1724138 1,7 29,31034483 desvio 1,7
Média 106,0344828 Média 30,17241379 e.p 0,130384048
desvio 2,225852498 desvio 0,995431499
EP 1,112926249 EP 0,497715749
0 0
Dichelops 1 47 81,03448276 1,5 25,86206897
Dichelops 2 4.8 82,75862069 1,6 27,5862069
Dichelops 3 4.8 82,75862069 1,5 25,86206897
Dichelops 4 4.6 79,31034483 1,6 27,5862069
Dichelops 5 47 81,03448276 1,6 27,5862069
Dichelops 6 45 77,5862069 1,5 25,86206897
Dichelops 7 4.8 82,75862069 1,6 27,5862069
Média 80,74712644 Média 26,84729064
desvio 1,990862997 desvio 0,921590489
EP 0,752475484 EP 0,348328464
0 0
Euschistus 1 5,2 89,65517241 1,5 25,86206897
Euschistus 3 5 86,20689655 1,5 25,86206897
Euschistus 5 53 91,37931034 1,6 27,5862069
Euschistus 7 5,1 87,93103448 1,6 27,5862069
Euschistus 9 5 86,20689655 1,6 27,5862069
Euschistus 10 5 86,20689655 1,6 27,5862069
Média 87,93103448 Média 27,01149425
desvio 2,180881145 desvio 0,890340999

EP 0,890340999 EP 0,363480191

Comprimento do rostro de pentatomideos fitéfagos.

mm P. guildinii mm
5 79 3,95
4,85 75 3,75
4,85 75 3,75
4,9 76 3,8
4,85 73 3,65
4,9 74 3,7
4,75 76 3,8
4,9 75 3,75
5 75 3,75
5,05 16 0,8
4,905 69,4 3,47

N. viridula
120
117
115
125
120
115
125
115
112
115

117,9

mm
6
5,85
5,75
6,25
6
5,75
6,25
5,75
5,6
5,75
5,895

0,085 17,8616908 0,893085 4,229657 0,211483
0,029155 0,42263094 0,094503 0,205661 0,045987 0,135389

E. heros
102

101

100

105

104

100

105

104

103

104
102,8
1,83303

101

mm
5,1
5,05

5,25
5,2

5,25

5,2

5,15

5,2

5,14
0,091652
0,030274



Area da secio transversal dos canais de alimento e de saliva e relagdo Ca/Cs em pentatomideos.

area do
canal
alimentar
(um?)

147.4
127.0
143.0
138.0
200.2
133.4
145.2
132.1
123.0

10 136.1

11 125.3

12 124.0

13 131.6

14 114.0

15 149.6

16 158.7

17 164.1

18 143.9

19 165.9

20 180.0

Média 144.13
Desvio padrao 21.13
EP 4.725

D. melacanthus

©OoO~NOO O WN =

area do
canal
salivar
(um?)
78.7
74.7
103.8
82.9
128.4
97.4
107.9
95.9
90.4
116.6
84.4
109.6
99.4
83.2
115.1
91.0
115.8
78.0
110.4
103.0
98.33
15.18
3.394

Ca/Cs E. heros

1.87 1
1.70 2
1.38 3
1.67 4
1.56 5
1.37 6
1.35 7
1.38 8
1.36 9
1.17 10
1.48 11
1.13 12
1.32 13
1.37 14
1.30 15
1.74 16
1.42 17
1.85 18
1.50 19
1.75 20
1.48 Média

0.21 Desvio padrao

0.048 EP

area do
canal
alimentar
(um®)
107.4
113.2
121.9
115.3
127.3
109.4
125.3
128.5
129.6
151.0
101.8
100.9
136.6
137.9
120.4
126.1
111.9
116.2
121.3
113.2
120.77
12.55
2.81

area do
canal
salivar
(um?)
82.6
82.2
81.7
91.0
73.1
86.3
99.5
93.9
100.0
122.1
71.7
71.7
98.5
96.4
78.8
77.0
76.5
89.2
96.2
83.1
87.57
12.47
2.79

Ca/Cs
1.30
1.38
1.49
1.27
1.74
1.27
1.26
1.37
1.30
1.24
1.42
1.41
1.39
1.43
1.53
1.64
1.46
1.30
1.26
1.36
1.39
0.13 Média
0.03 Desvio padrao

N. viridula

©OoO~NOOOAWN =

area do
canal
alimentar
(um?)
200
148.65
138.17
141.67
154.57
127.66
164.88
174.91
173.29
157.85
173.37
154.07
160.64
163.64
137.94
145.05
133.79
120.23
201.84
197.51
182.82
159.65
23.37

area do
canal
salivar
(um®)
122.15
104.13
108.62
102.02
121.89
82.77
112.02
93.98
104.64
97.96
87.05
77.88
98.19
99.45
82.09
118.19
82.04
106.05
127.34
129.60
128.19
104.11
16.29

Ca/Cs
1.64
1.43
1.27
1.39
1.27
1.54
1.47
1.86
1.66
1.61
1.99
1.98
1.64
1.65
1.68
1.23
1.63
1.13 Média
1.59 Desvio padrao
1.52 EP
1.43
1.55
0.23

P. guildinii

©OoO~NOOOAWN =

area do
canal
alimentar
(um?)
78.83598
85.33636
109.1459
107.6342
103.1998
104.8879
106.7271
124.515
97.68204
103.7037
87.7803
110.3553
82.89242
78.55883
84.88284
92.74376
99.74805
97.57
12.98
3.15

area do
canal

salivar

(um?)
57.77274
55.70673
55.88309
62.91257
74.22525
68.12799
66.23835
54.82489
50.74326
74.37642
61.12371
75.76216
59.33485
68.22877
58.93172
53.33837
58.78055
62.14
7.76
1.88

Ca/Cs
1.364588
1.531886
1.953111
1.710853

1.39036
1.539571
1.611259

227114
1.925025
1.394309
1.436109
1.456601
1.397028
1.151403
1.440359
1.738781
1.696957

1.59
0.27
0.07

102



Anexo 3.1. Desgaste da denti¢do mandibular de Euschistus heros em diferentes idades e dietas

Comprimento total

Teneral (um)
1 62,86
2 60
3 57,14
4 48,57
5 61,14
Média 57,94
Desvio Padrao 5,64
EP 2,52
30 dias dieta natural
1 50,29
2 56
3 54,29
4 46,86
5 53,71
Média 52,23
Desvio Padrao 3,65
EP 1,63
60 dias dieta natural
1 50,29
2 45,71
3 42,86
4 46,86
5 39,43
Média 45,03
Desvio Padrao 4,11
EP 1,84
60 dias dieta artificial
1 49,14
2 53,14
3 48
4 49,71
Média 49,998
Desvio Padrao 2,21

EP 1,11

Comprimento 1 dente

(um)

14,29
13,14
13,71
14,29
14,86
14,06

0,65

0,29

12,57
11,43
11,43
12
10,86
11,66
0,65
0,29

9,14
10,29
10,29

9,71
10,29

9,94

0,51

0,23

14,29
12,57
13,14
13,71
13,43

0,74

0,37

Altura 2°
dente (um)
13,14
14,29
16
14,29
13,14
14,17
1,17
0,52

11,43
11,43
9,71
11,43
11,43
11,09
0,77
0,34

9,71
9,14
8,57
11,43

9,71
1,24
0,62

11,43
10,29
10,29
12
11,00
0,86
0,43
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Anexo 3.2. Resisténcia da dieta natural e da dieta artificial a penetracdo.

soja (fresca

média
desvio
ep

ONOO O~ WN = —

[\ST ST I S G G G G G G G Gy
N=OCOwwoo~NOOOar,wWN—-O O

Semente de Semente de

Resisténcia amendoim Resisténcia amendoim Resisténcia vagem de
(N) (fresco) (N) (3d) (N) feijdo (3d)
58,2714 1 27,5839364 1 5,939955 1
56,9158364 2 28,9068 2 13,0992353 2
37,64097 3 31,1656154 3 7,13008636 3
64,8173455 4 26,511525 4 13,39065 4
59,6448 5 22,9197273 5 13,2639375 5
49,18734 6 22,3668 6 10,29505 6
68,1514714 7 28,3433538 7 14,3761091 7
57,57489 8 22,6521818 8  9,394056 8
59,8550143 9 26,814 9 13,4283808 9
57,4585714 10 25,595925 10 11,5176667 10
51,90471 11 24,4721769 11 12,3646875 11
59,98815 12 24,0485143 12 11,5685333 12
62,7311769 13 22,0398 13 11,118 13
64,3837846 14 24,1703308 14 9,657945 14
64,92258 15 22,2776182 15 11,9036605 15
63,42165 16 22,51395 16 9,16474725 16
47,4523714 17 24,77025 17 9,04155 17
68,9821364 18 22,88673 18  15,09432 18
49,9451625 19  21,96459 19 10,69944 19
67,1704714 20 26,0619 20 14,1264 20
64,1841545 21 22,0011545 21 10,472175 21
71,3008636 22 18,81885 22 8,5347 22

59,36 média 24,49 média 11,1627857 média

8,13 desvio 2,88 desvio 2,39929793 desvio

1,73 ep 0,61 ep 0,51153204 ep

Resisténcia vagem de
(N) feijao (fresca)
5,811444 1
9,92516087 2
5,54265 3
8,45622 4
8,63934 5
6,91932 6
12,39984 7
14,0109882 8
14,4513563 9
13,19118 10
11,0485125 11
10,9929706 12
10,0812176 13
6,72598125 14
9,7119 15
5,565707647 16
6,13125 17
8,58663529 18
8,98228125 19
8,2404 20
8,37774 21
10,2024 22
9,27 média
2,65 desvio
0,57 ep

Resisténcia
(N) soja (3d)
7,848 1
8,48892 2
9,11022 3
7,39674 4
10,226925 5
10,2943688 6
12,80205 7
9,47646 8
11,4257647 9
10,7755105 10
6,77503125 11
9,17235 12
7,38058235 13
6,82122 14
6,973275 15
9,8645 16
8,16538235 17
10,2821063 18
6,9651 19
11,51585 20
9,26431875 21
11,7200647 22
9,22 média
1,79 desvio
0,38 ep

Resisténcia
(N)
7,30845
11,0222357
13,52145
9,15273
7,61612727
6,9651
6,7689
7,27902
7,82838
5,73885
11,3428125
6,9651
7,3575
9,09654545
7,46451818
7,8371
8,0115
7,59294
11,371425
9,56475
7,7499
9,77076
8,51
1,89
0,40

dieta artificial Resisténcia (N)

média
desvio
ep

O~NO O, WN =

WWWWMNDMNDMPDMNPDMNDMNDMNDMNDMNDND = ==
WN =20 O0WONODAOPRPWN2LTODOONOODOPRAWN =0 O

34
35

4,926021429
6,52365
6,617976923
6,075192857
6,806630769
5518125
8,5347
8,5347
7,796064706
6,04296
7,093384615
6,386826316
6,301038462
5,780353846
4,34256
4,49298
4,89846
4,698473684
5,33555
7,18092
5,61132
4,85922
5,912754545
7,38366
6,7689
4,94315
6,79615
5,4609
5,096036842
5,695570588
6,87313125
6,2348
5,557076471
6,00372
5,2974

6,07

1,13

0,19
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