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RESUMO

PODEROSQO, Julio César Melo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro
de 2014. Predador versus entomopatdogeno: Podisus distinctus (Stal)
(Heteroptera: Pentatomidae) desafiado por Beauveria bassiaraMetarhizium
anisopliae Orientador: José Cola Zanuncio. Co orientadores: José Eduardo Serréo,
Teresinha Vinha Zanuncio

Podisus distinctus (Stal) (Heteroptera: Pentatomidae) € uma das mais importantes
espécies de percevejos predadores da familia Pentatomidae. Esses inimigos naturais
podem ser criados em laboratério e utilizados para o controle biolégico de insetos
desfolhadores. O uso de inimigos naturais nativos, especialmente zoofitofagos como
P. distinctus é recomendavel por serem generalistas. Fungos entomopatogénicos
também sao utilizados no controle biolégico. Esses entomopatdgenos, com cerca de
90 géneros e mais de 700 espécies descritas, sao utilizados no controle de insetos
pragas e responsaveis por cerca de 80% das doencas causadas em insetos. Os fungos
foram os primeiros patdgenos a serem utilizados no controle microbiano, mas os
insetos possuem mecanismos de defesa contra micro-organismos, através do sistema
imune celular. A resposta e dindmica do sistema imune celular em percevejos
predadores sé&o pouco conhecidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto dos
entomopatdégenos sobre parametros biol6gicos de Podisus distmeacterizar a
resposta imune celular contra os fungos Beauveria bassaietarhizium
anisopliae. Ninfas do terceiro instar do percevejo predador foram expostas
topicamente as concentracdes fungica$ (10 e 1¢ conidios/mL) de M. anisopliae

e B. bassiana e o controle tratado com agua destilada esterilizada contendo
espalhante adesivo Tween®890,01%. Os parametros avaliados foram porcentagem

de sobrevivéncia ninfal, duracdo de cada estadio, peso de fémeas e machos adultos
oriundos de ninfas tratadas com as solu¢des fungicas. Casais foram formados por
concentracdo das solugcdes fangicas de B. bassidhaanisopliae. Os parametros
avaliados foram periodo de pré-oviposicéo e oviposi¢cdo, niumero de ovos, posturas,
ninfas por fémea e longevidade da fase adulta de machos e fAmeggosta imune

do percevejo predador foi estudada com adultos de até 48h de idade. Esses adultos
foramtratados topicamente com a deposi¢do de um pL das suspensdes do fungas
concentracdes de 3010/, 1 conidios/mL e o controle recebeu umh agua
destilada e espalhante adesivo. A sobrevivéncia e o0 numero de hemacitos de machos

e fémeas de P. distinctus foram avaliados apés 24, 48, 72, 96 e 120 horas da
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aplicacdo do fungo. A duracaoaesobrevivéncia das ninfas do percevejo predador
foram afetadas negativamente principalmente pelo B. bassiapariodo de pré
oviposicdo, numero de ovos e posturas, ninfas afetados negativamente apds a
exposicao aos fungos. O numero de hemdcitos circulantes foi menor em ambos os
géneros apos 24 horas da exposi¢cdo ao M. anisopliae. A sobrevivéncia deefémeas
machos adultos desse percevejo predador foi menor na concentracdd de 10
conidios/mL de B. bassiana. Machos e fémeas de P. distinctus, apds o contato com
B. bassiana, apresentaram menor nimero de hemdcitos. A influéncia negativa da
exposicao aos fungos B. bassiaid. anisopliae indica que, apesar de eficientes no
controle de insetos pragas, esses fungos entomopatogénicos, também, afetam
negativamente parametros biologicos de insetos benéficos como P. distinctus.
Fémeas e machos de P. distinctus possuem sistema imune ativo contra o fungo M.
anisopliae, mas isto nao foi suficiente para garastia sobrevivéncia na

concentracéo de $@onidios/mL & M. anisopliaee B. bassiana.
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ABSTRACT

PODEROSQO, Julio César Melo, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February
2014. Predator versus pathogen: Podisus distinctus (Stal) (Heteroptera:
Pentatomidae) challenged by Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae
Adviser: José Cola Zanuncio. Galviser: José Eduardo Serrdo, Teresinha Vinha
Zanuncio

Podisus distinctus (Stal) (Heteroptera: Pentatomidae) is one of the most important
species of predatory bugs in the Pentatomidae family. This natural predator can be
created in the laboratory and used for biological control of defoliating insects. The
use of naturabnemiedss recommended, especially generalist insets such as Podisus
distinctus. Entomopathogenic fungi, with about 90 genera and over 700 species
described, are responsible for 80% of diseases in insects and are used for biological
control of pests. The fungi were the first pathogens to be used for microbial control,
but insects possess defense mechanisms against micro-organisms through their
cellular immune system. There is little known about the dynamic response of the
cellular immune system in predatory stinkbugs. The aim of this study was to evaluate
the impact of entomopathogens on biological parameters of Podisus distinctus and
characterize the cellular immune response against fungi Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae. The fungi were topically applied to the third instar nymphs
of the predatory stinkbug with concentrations®, 100, and 18 conidia/mL of M.
anisopliae and B. bassiana. The control was treated with sterile distilled water
containing adhesive spreader Tweefi 80.01%. The parameters evaluated were the
percentage of nymphal survival, duration of each stage, weight of females, and adult
males originating from nymphs treated with fungal solutions. Couples were formed
by concentration of fungal solutions B. bassiana and M. anisopliae. The parameters
evaluated were pre-oviposition and oviposition, number of eggs, postures, nymphs
per female, and longevity of adulthood for males and females. The immune response
of the predatory stinkbug was studied in adults up to 48 hours old. These adults were
treated topically with the deposition of a pL of the fungal suspensions in
concentrations of £0 10/, and 168 conidia/mL; the control received a pL of
spreader-sticker and distilled water. After 24, 48, 72, 96, and 120 hours of
application the number of surviving P. distinctus males and females were evaluated.
The hemocyte count of P. distinctus males and females were taken at each interval.
The duration and survival of nymphs of the predatory stinkbug were negatively
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affected primarily by B. bassiana. The pre-oviposition period, number of eggs, and
postures of nymphs were negatively affected after exposure to molds. The number of
circulating hemocytes was lower in both genders after 24 hours of exposure to M.
anisopliae. The survival of adult males and females of this predator stinkbug was
lower in concentration of £0conidia/mL of B. bassiana. Males and females of P.
distinctus, after contact with B. bassiana, had fewer hemocytes. The negative
influence of exposure to fungi B. bassiana and M. anisopliae indicates that although
it is effective in controlling pests, these entomopathogenic fungi also negatively
affect biological parameters of beneficial insects such as P. distinctus. Females and
males of P. distinctus have an active immune system against the fungus M.
anisopliae, but this was not enough to ensure their survival in the concentration of

10 conidia/mL of M. anisopliae and B. bassiana.



1. INTRODUCAO

Métodos de controle de insetos pragas tém dado maior énfase a métodos
naturais para reduzir o uso de quimicos. E por isso que o desenvolvimento de
métodos naturais de controle de insetos ou biopesticidas é estudada atualmente
(SHAHID et al., 2012).

O uso de entomofagos tem um papel importante no manejo integrado de
pragas (MIP) (SAAVEDRA et al., 1997, TIPPING et al., 1999, MEDEIROS et al.,
2000). Dentre as espécies de entoméfagos estdo os percevejos predadorese Podisus
um dos géneros mais importantes de percevejos predadores no Brasil (ZANUNCIO
et al., 1994; MEDEIROS et al., 2000; LEMOS et al., 2003), destacando-se Podisus
distinctus (Stal) (Heteroptera: Pentatomidae), com ocorréncia desde o Paraguai a
Guiana Francesa (THOMAS, 1992).

Podisus distinctus € um agente de controle biolégico de pragas em florestas
de eucalipto no Brasil (THOMAS, 1992) e, por isto a biologia reprodutiva,
capacidade predatoria e susceptibilidade a substancias inseticidas desse predador séo
importantes para o manejo integrado de pragas (TAVARES et al., 2010).

Fungos entomopatogénicos atuam na regulagédo ecoldgica natural de insetos
podendo causar ao declinio das populacdes hospedeiras por epizootias (VEGA et al.,
2009; MEYLING & HAJEK, 2010).

Metarhizium anisopliae (Sorokine Beauveria bassiana (Vuillemin
(Deuteromycotina: Hyphomycetes) s&o utilizados como alternativas aos pesticidas
guimicos e tem atividade inseticida contra uma ampla gama de hospedeiros (LORD,
2005).

Beauveria bassiana, com mais de 700 hospedeiros é usado no controle de
pragas e outros artropodes que atuam como vetores de doencas, incluindo mosquitos
e carrapatos (SHAH & PELL, 2003; BLANFORD et al., 2005; MARTI et al., 2005;
CRUZ et al., 2006; KLINGER et al., 2006).

Metarhizium anisopliae € um fungo entomopatogénico de uma ampla gama
de artropodes, insetos pragas agricolas e vetores de doencas humanas (ARRUDA et
al., 2005; MENT et al., 2010; SANTI et al., 2010). Este fungo € encontrado no solo
(até 18 propagulos por grama) e em uma variedade de ecossistemas podendo
infectar mais de 200 espécies de insetos (MILNER, 1991; ROBERTS & HAJEK,



1992; LEGER, 1993; MAGALHAES et al., 2001; EKESI et al., 2005; SCHOLTE et
al., 2006; ONDIAKA et al., 2008).

O processo de infeccdo do hospedeiro por fungos comeca com conidios
aderidos a superficie do hospedeiro, seguido pela penetracdo no tegumento. Os
conidios sdo a fase, normalmente, utilizada em campo em programas de controle
biologico e envolvida em reconhecimento do hospedeiro e infecgdo (SANTI et al.,
2010; SHAHIDetal., 2012)

A cuticula e o0 meséntero de insetos sdo a primeira linha de defesa contra
microrganismos patogénicos (LEVY et al., 2009) a quebras dessas barreiras podem
desencadear reacdes imunoldgicas divididas em respostas de defesa humoral e
celular (LAVINE & STRAND, 2002). A primeira realiza os processos de
coagulacédo da hemolinfa, melanizacéo e producéo de peptideos antimicrobianos sem
a participacao direta dos hemdcitos (VILMOS & KURUCZ, 1998). O segundo meio
de defesa sdo reacdes mediadas pelos hemdcitos e conhecidas como reacdo celular
(CERENIUS & SODERHALL, 2004; FELDHAAR & GROSS, 2008). Essa reacgéo é
ativada apos o reconhecimento dos patdgenos e estimula um sistema de resposta
com a participacdo de proteinas especializadas dos hemdcitos que se ligam a
polissacarideos de bactérias ou fun@a$ LESPIE et al., 1997).

Hemdécitos sao células morfologicamente distintas circulando livremente na
hemolinfa de insetos e atuando na resposta imune celular (GILLESPIE et al., 1997
LAVINE & STRAND, 2002). Os granulécitos, plasmatdcitos e prohemacitos, séo 0s
hemdécitos mais abundantes nos insetos e 0s principais atuantes na defesa contra
organismos invasores (GILLESPIE et al.,1997).

Essas células atacam microorganismos invasores que sao isolados por
fagocitose formando agregados ou ndédulos e, também, pela formacdo de uma
capsula multicelular ao redor do invasor de maior tamanho (encapsulacao)
(LAVINE & STRAND, 2002).

Funcdo imunoldgica de insetos tem sido estudada, principalmente, para
espécies solitarias das ordens Diptera, Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera e
Mecoptera (LAWNICZAK et al.,, 2007) mas pouco conhecida para percevejos
predadores Pentatomidae.

Beauveria bassianaMetarhizium anisopliae possuem uma ampla gama de
hospedeiros, sendo importante determinar o impacto desses fungos sobre artrépodes
benéficos (LUDWIG & OETTING 2001; JARONSKI, 2010).
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O gasto energético elevado para eliminar um patégeno pode comprometer
componentes importantes na histéria de vida e trazer consequéncias em diversos
aspectos biolégicos e reprodutivos do inseto (HAJEK & BUTLER, 2000;
AWMACK & LEATHER, 2002).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Observar o impacto da exposicdo dos fungos Beauveria bassiana e

Metarhizium anisopliae sobre o predador Podisus distinctus.

2.2 Objetivos especificos

Observar o impacto da exposicdo dos fungos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae na sobrevivéncia e duragéo dos instares ninfais de Podisus
distinctus.

Avaliar o efeito da exposicdo dos fungos Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae nos parametros reprodutivos de Podisus distinctus.

Identificar se ocorrem alteragfes na sobrevivéncia e dinAmica hemocitéria de

fémeas e machos adultos de P. distinctus expostos a B. bassiana e M. anisopliae.
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CAPITULO 1

EXPOSICAO AOS FUNGOS Beauveria bassiana Bletarhizium
anisopliae AFETAM PARAMETROS BIOLOGICOS DO
PREDADOR Podisus distinctus (HETEROPTERA:
PENTATOMIDAE)
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Exposicdo aos fungos Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae afetam
parametros bioldgicos do predador Podisus distinctus (Heteroptera:
Pentatomidae)

Resumo

A familia Pentatomidae possui espécies importantes de percevejos predadores, como
Podisus distinctugStal) (Hemiptera: Pentatomidae). Este inimigo natural tem sido
estudado pelo potencial no controle biolégico de insetos pr&gagos
entomopatogénicoss como Metarhizium anisopbaBeauveria bassiana também

sdo promissores agentes de controle bioldgico. O sucesso de entomopatdégenos como
agentes de controle biol6gico depende ndo s6 da alta eficacia contra insetos pragas,
mas também de baixa viruléncia contra os insetos néo-alvo. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o impacto dos fungos M. anisopkaB. bassiana sobre os
parametros biolégicos do percevejo predador P. distinctus. Ninfas do terceiro instar
do percevejo predador foram expostas topicamente as concentracdes fan§jcas (10
10" e 16 conidios/mL) de M. anisoplia@B. bassiana e o controle foi tratado com
agua destilada esterilizada contendo espalhante adesivo Tweem ®01%. Os
parametros avaliados foram porcentagem de sobrevivéncia ninfal, duragcdo de cada
estadio, peso de fémeas e de machos adultos. Casais foram formados por adultos
oriundos de ninfas expostas as concentracdo das solucdes fungicas de B. bassiana
M. anisopliae. Os parametros avaliados foram periodo de pré-oviposicdo e
oviposicdo, numero de ovos, numero de posturas, de ninfas por fémea e longevidade
da fase adulta de machos e fémeas. A duracdo e sobrevivéncia das ninfas do
percevejo predador foram afetadas principalmente em ninfas expastés
bassiana. As fémeas de P. distinctus também tiveram o periodo de pré oviposicéo,
namero de ovos, posturas, ninfas afetados pela exposicdo aos fungos
entomopatogénicos. A influéncia negativa causada pela exposicdo dos fungos B.
bassianae M. anisopliae indica que apesar de ser eficiente no controle de insetos
pragas os fungos entomopatogénicos também afetam negativamente parametros
bioldgicos de insetos benéficos como foi o caso do P. distinctus.

Palavras-chave:Entomopatdgenos; percevejo, controle biolégico, inseto ndo alvo
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1. INTRODUCAO

Percevejos predadores ocorrem desde regifes de clima temperado até as de
clima tropical. Heteropteras predadores em sua maioria sdo generalistas se
alimentando de insetos praga e por isso sao vistos como insetos benéficos. Algumas
familias, principalmente os Pentatomidae, sdo foco de pesquisas devido seu potencial
no controle biolégico de insetos praga (LUNDGREN, 2012).

Podisus é um dos géneros mais importantes da familia Pentatomidae relatado
no Brasil (ZANUNCIO et al.,, 1994), destacans®-Podisus distinctus (Stal)
(Heteroptera: Pentatomidae) como uma das principais espécies desse género, com
ocorréncia desde o Paraguai até a Guiana Francesa (THOMAS, 1992).

Fungos entomopatogénicoss também sdo promissores agentes de controle
bioldgico, sdo mais eficazes no controle de pragas que bactérias e virus que devem
ser ingeridos para causar a doenca, enquanto que os fungos entomopatogénicos
infectam insetos através do contal8DA et al., 1996; TSUDA et al., 199VIENT et
al., 2010. Existem cerca de 1000 espécies conhecidas de fungos
entomopatogénicoss, muitos dos quais sao ascomicetos (VEGA et al., 2012).

O fungo Metarhizium anisopliae (Sorokin) (Deuteromycotina:
Hyphomycetes) é um dos mais comuns entomopatégenos com distribuicdo mundial
(SCHOLTE et al.,, 2004). Metarhizium tem sido amplamente pesquisado e foi
relatado por ter potencial para utilizacdo como agente de controle bioldgico de
insetos pragas (LIU et al., 2003; KHASHAVEH et al., 2008). O M. anisodiae
promissor devido vasto espectro de infecciosidade para uma gama elevada de insetos
das ordens Orthoptera, Homoptera, Lepidoptera, Coleoptera, Diptera
(ZIMMERMANN, 2007; MENT et al., 2010; VEGA et al., 2012).

O fungo Beauveria bassiana (Vuilleifpeuteromycotina: Hyphomycetes)
€ generalista infectando artropodes de importancia agricola. Esporos desse fungo,
apos a pulverizacdo, persistem nas folhas e caule das plantas por duas semanas
tornando o controle bioldgico viavel por um periodo maior (SHAH & PELL, 2003;
CRUZ et al., 2006; KLINGER et al., 2006; CASTRILLO et al., 2010).

A patogenicidade elevada do M. anisopks® bassiana para pentatomideos

pragas sugere que esse patdogeno é um agente de controle microbiano candidato para

15



percevejos pragas como Nezara viridula, Piezodorus guildinii, Plautia estali
Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) (TSUDA et al., 1996; SOSA-GOMEZ
& MOSCARDI, 1998; IHARA et al.,, 2001). No entanto, esses fungos também
podem afetar pentatomideos predadores (TODOROVA et al., 2002).

O sucesso de entomopatégenos como agentes de controle biolégico depende
ndo so6 da alta eficacia contra insetos pragas, mas também de baixa viruléncia contra
0s insetos nao-alvo (THUNGRABEAB & TONGMA, 2007). Além disso, B.
bassianae M. anisopliae sdo conhecidos por terem ampla gama hospedeira e 0 uso
de tais agentes de controle biolégico para controle de insetos pragas pode ter efeito
sobre insetos benéficos, como inimigos naturais.

O impacto de fungos entomopatogénicos sobre pentatomideos predadores
pouco conhecido e deve ser abordado para esclarecer a adequacdo para essa
aplicacdo quando percevejos predadores estdo presentes. O estudo teve como
objetivo investigar o efeito de B. bassiana e M. anisopliae sobre parametros

bioldgicos do inimigo natural Podisus distinctus.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Controle Bioldgico de Insetos
(LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigcosa, Minas Gerais, Brasil, a 24,8 +
1,1°C, umidade relativa de 70,0 + 9,5% e fotoperiodo de 12 h.

Ovos de Podisus distinctus foram obtidos da criacdo massal desse predador
do LCBI da UFV mantida com pupas de Tenebrio molitor. Esses ovos foram
colocados em placas de Petri de 9,0 cm de diametro e 1,2 cm de altura, com um

chumaco de algoddo umedecido para reduzir o ressecamento e fonte de agua.

Obtencéo das suspensfes entomopatogénicas

As suspensdes dos formulados de BoYeWP (Beauveria bassiana,
isolado ESALQ PL 63) e MetarfilWP (Metarhizium anisopliae, isolado ESALQ
E9) foram preparadas com agua destilada e espalhante adesivo TReef,80%.
As concentragcdes fungicas utilizadas no experimento forafp 100 e 16
conidios/mL (IHARA et al., @08; MUSTU et al., 2011).
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Exposicao de Podisus distinctus a Beauveria bassiaadetarhizium anisopliae

Ninfas de terceiro instar, com 48h de idade de P. distinctus, foram tratadas
topicamente com a deposi¢do de um pL das suspensbes dos fungos Beauveria
bassiana Metarhizium anisoplia@a concentracéo de ®.a0 e 1¢ conidiogmL. O
controle foi tratado com agua destilada esterilizada contendo espalhante adesivo
Tween 8§ a 0,01%. As aplicacBes das solucdes flingicas foram feitas no dorso dos
insetos com um micropipetador (DUBOVSKIY et al., 2013).

Duzentas e oitenta ninfas de P. distinctus foram individualizadas em placas,
apos os tratamentos, e receberam presas e umidade sempre que necessario. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 40 repeticdes, tendo
um individuo por repeticdo. Os parametros avaliados, diariamente, foram: (a)
porcentagem de sobrevivéncia ninfal; (b) duracdo de cada estadio; (c) peso de fémeas
e de machos adultos oriundos das ninfas tratadas. Todos esses parametros foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando Modelos Lineares Gerais
(GLM) que foram gerados para testar os efeitos especificos das concentracdes de

conidios e dos fungos testados.

Parametros reprodutivos

Casais adultos de P. distinctus provenientes das ninfas tratadas com B.
bassianae M. anisopliae,foram formados trés dias apdés a emergédeiatro da
mesma concentragcdo em que as ninfas foram submetidas. Cada casal de percevejo foi
colocado em um pote de 500 ml transparente para acasalarem. Nessa fase os adultos
foram alimentados com pupa de T. molitor e a agua foi fornecida através de um
chumaco de algodado umido colocado na parte superior interna da tampa. As posturas
foram retiradas dos copos com o auxilio de um chumaco de algodéo e colocadas em
placas de Petri, sendo mantidas em camara tipo BOD e sob as mesmas condi¢cdes
anteriormente reportadas. Os ovos e ninfas foram descartados ap6s serem contados
sob lupa. Doze casais foram formados por concentracdo das solucdes fungicas de B.
bassiana M. anisopliae (18 10" e 1 conidios/mL) e doze casais provenientes das
ninfas tratadas com agua destilada esterilizada contendo espalhante adesivo Tween
80" a 0,01% (controle).

Os parametros avaliados foram periodo de pré-oviposicdo e oviposicao,

namero de ovos, numero de posturas, de ninfas por fémea e longevidade da fase
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adulta de machos e fémeas. Todos esses parametros foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) utilizando PROC GLM.

3. RESULTADOS

A duracgdo do terceiro instar de P. distinctus foi significativamente maior em
ninfas expostas a concentracdo d& ténidios/mL (F= 10,23; p<0,01) da solucéo
fungica de B. bassian@ aumento da duracdo do terceiro instar do percevejo
predador por B. bassiana nao foi observado para M. anisopliae (F= 11,01; p<0,01).
A duracao do quarto instar de P. distinctus nao diferiu significativamente do controle
em nenhuma das concentracfes das solucdes fungicas testadas (F=0,05). p
Ninfas do quinto instar do percevejo predador tiveram maior duracédo ninfal quando
expostas as concentracdes #01¢ conidios/mL (F= 7,7; p<0,01) das solucdes
fungicas, sendo B. bassiana o fungo que mais afetou no aumento da duracdo do
quinto instar do P. distinctus (F= 5,5Q05) (Tabela 1).

As ninfas do terceiro instar de P. distinctus tiveram a porcentagem de
sobrevivéncia reduzida quando expostas as trés concentra¢des da solucao flngica de
B. bassiana (F= 6,4; p<0,01), j& o fungo M. anisopliae reduziu a sobrevivéncia das
ninfas apenas na concentracdo d& @énidios/mL (F= 5,1; p<0,01). Apenas ninfas
expostas ao fungo B. bassiana reduziu a sobrevivéncia em ninfas do quarto (F= 2,3;
p>0,05) e do quinto instar (F= 2,4<@05) na concentracédo de®lfbnidios/mL
(Tabela 2).

Fémeas de P. distinctus expostas aos fungos entomopatogénicos tiveram maior
periodo de pré-oviposicdo (F= 8,2; p<0,01) principalmente na concentracdd de 10
conidios/mL do fungo M. anisopliae (F= 8,3; p<0,01). O periodo de oviposicdo nao
apresentou reducao significativa entre as concentragdes (F=Q,05pe entre 0s
fungos testados (F= 1,2>(,05) (Tabela 3).

Fémeas de P. distinctus tiveram o numero de ovos (F= 23,3; p<0,01) e de
posturas (F= 9,8; p<0,01) reduzido em todas as concentra¢gdes das soluc¢des fungicas
utilizadas no experimento. O nimero de ninfas por fémeas de P. distinctus também
foi menor em todas as concentrac¢des aplicadas (F= 35,0; p<0,01) e n&o diferiu entre
os fungos M. anisopliaeB. bassiana (F= 0,7>0,05) (Tabela 3).

O peso de machos adultos de P. distinctus foi significativamente menor na

concentracdo fOconidios/mL do M. anisopliae e 1@ 1Gconidios/mL de B.
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bassiana (F= 26,3; p<0,01) (Figura 1A). A longevidade desses machos foi
significativamente menor na concentracad dgénidios/mL (F= 11,5; p<0,01) e ndo
diferiu significativamente entre M. anisoplia®. bassiana (F= 1,1>0,05) (Figura

1C).

Fémeas adultas de P. distinctus tiveram menor peso quando expostas ao M.
anisopliae na concentracéo dé tBnidios/mL e B. bassiana nas concentracdes de
10" e 1§conidios/mL de B. bassiana (F= 41,6; p<0,01) (Figura 1B). A longevidade
dessas fémeas foi significativamente menor em todas as concentracfes de B.
bassiana e na concentracdo d& ddhidios/mL de M. anisopliae (F= 9,5; p<0,01)
(Figura 1D.

4. DISCUSSAO

A duracao dos instares de P. distinctus foi maior quando expostos aos fungos
entomopatogénicos, principalmente o B. bassiana. O aumento da duracdo dos
instares em insetos contaminados por patdgenos se deve a reducdo da taxa de
alimentagdo reduzindo a taxa de crescimento (BAUER & NORDIN, 1988;
POPRAWSKI et al., 199&R0Y et al., 2006)

A sobrevivéncia de ninfas de P. distinctus foi menor quando expostos ao fungo
B. bassiana. Sugere-se que percevejos sdo naturalmente resistentes a infeccao
fangica por B. bassiana (SOSA-GOMEZ & MOSCARDI, 1998) fato que n&o
corrobora com os resultados obtidos no experimento com P. distinctus.

Assim como os P. distinctus o percevejo predador Perillus bioculatus (F.)
(Hemiptera: Pentatomidae) exposto ao fungo B. bassiana também teve a
sobrevivéncia reduzida (TODOROVA et al., 2002). A reducédo da sobrevivéncia de
ninfas do P. distinctus esta relacionada a viruléncia de fungos entomopatogénicos
que envolve quatro etapas: adeséo, germinacao, diferenciacdo e penetracdo. No
entanto, a cuticula dos insetos possuem substancias, como enzimas, que impedem a
adesdo e germinacdo de entomopatdogenos (BOUCIAS et al., 1998; LEVY et al.,
2009). Essas substancias podem ter reduzido o potencial infeccioso do fungo M.
anisopliae que ndo causou reducédo da mortalidade de P. distinctus nas concentracdes
de 16 e 10 conidios/mL.

No entanto, com o aumento da concentragdo de conidios/mL a capacidade das

substancias das enzimas, presentes na cuticula, inibirem a acdo patogénica pode ser
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insuficiente para conter a acdo do patdgeno. Ninfas de terceiro instar de P. distinctus
tiveram reducéo significativa da sobrevivéncia quando expostos a solucad8 de 10
conidios/mL de M. anisopliae. Assim como no experimento com P. distiactus
sobrevivéncia do percevejo Nezara viridula L. (Hemiptera: Pentatomidae) foi
reduzida a medida que a aumentava a concentracdo do M. anisopliae (SOSA-
GOMEZ & MOSCARDI, 1997).

Fungos entomopatogénicos variam consideravelmente em seu modo de acéo e
viruléncia (SHAHID et al., 20)2apesar do M. anisopliae reduzir a porcentagem de
ninfas de P. distinctus sobreviventes no terceiro instar apenas na concentraddo de 10
conidios/mL, o fungo, B. bassiana reduziu essa porcentagem em todas as
concentracdes testadas. A reducdo da porcentagem da sobrevivéncia de ninfas do
percevejo predador esta relacionada aos mecanismos desenvolvidos pelos fungos
para a degradacdo das enzimas do tegumento e para a superagcdo dos compostos de
defesa de inseto#HU et al., 1996; TODOROVA et al., 2002). A mortalidade de
ninfas do percevejo predador expostas ao B. bassiana pode estar relacionada
incapacidade das enzimas cuticulares em inibir a adesdo e desenvolvimento do
fungo, ja que a cuticula das ninfas de hemiptero € mais suscetivel & entrada desse
fungo HU et al., 1996; TODOROVA et al., 2002).

Podisus distinctus expostos aos fungos M. aniso@iBe bassiana tiveram
aumento no periodo de pré-oviposicdo, que pode estad diretamente relacionado a
reducdo da alimentacdo das ninfas expostas aos fungos entomopatogénicoss. A
inibicdo da alimentacdo ja foi relatada para o predador Serangium parcesetosum
(Coleoptera: Coccinellidae) que teve a predacdo e voracidade reduzidas quando
expostos ao Beauveria bassiana (POPRAWEIL., 1998). A alimentacdo na fase
ninfal afeta o peso e conseqguentemente aspectos da fisiologia reprodutiva de
percevejos predadores, como o periodo de pré-oviposicdo (LEGASPI, et al., 1996;
ZANUNCIO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; LEMOS et al., 2006). Portanto o
aumento do periodo de pré-oviposicdo em P. distinctus expostos aos fungos
entomopatogénicos pode estar relacionada a redugdo da capacidade de predacdo das
ninfas do percevejo predador expostos aos fungos.

A reducdo da capacidade predatéria na fase ninfal, ap0s a exposicdo aos
fungos, afeta o tamanho, peso de adultos e outros aspectos ligados a fisiologia
reprodutiva como a redugdo do numero total e viabilidade de ovos, fecundidade e
longevidade de percevejos (POPRAWSKI et al.,, 1998; ROY et al, 2006;
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VANDEKERKHOVE et al., 2006; SENGONCA et al., 2008; AHMADI et al., 2009,
FATHI, 2009). Esses parametros reprodutivos também foram reduzidos em adultos
P. distinctus originarios de ninfas expostas aos fungos M. anisediabassiana.

Além disso, fémeas infectadas com entomopatdgenos tendem a ser menos fecundas
(BRAMAN, 2000). O predador Harmonia axyridis (Coleoptera: Coccinellidae)
quando exposto ao Beauveria bassiana teve a fecundidade reduzida (ROY et al.,
2008). Esses fatos corroboram com o numero reduzido de ovos e ninfas por fémeas
de P. distinctus.

A reducdo do numero de posturas, ovos e ninfas esta relacionada também a
reducdo do peso dos adultos de P. distinctus oriundos de ninfas submetidos aos
tratamentos com fungos entomopatogénicos. Ja que Heterdpteros predadores maiores
e mais pesados ovipositam por maior periodo e maior quantidade de ovos
(OLIVEIRA et al., 2005). Grande parte do peso de uma fémea esté ligada ao nimero
de ovos que ela amadureceu (O’NEIL & WIEDENMANN, 1990; LUNDGREN,

2011). O peso e o tamanho estdo correlacionados com potencial reprodutivo de
percevejos. Assim, os fatores que afetam o tamanho de uma fémea, tém importantes
implicacdes para a capacidade reprodutiva de um percevejo (LUNDGREN, 2011)
como observado em P. distinctus expostos a fungos entomopatogénicos.

O efeito negativo nos parametros biologicos avaliados em P. distinctus
submetidos a M. anisopliaB. bassiana esta também vinculado ao gasto energético
elevado para eliminar um agente exdgeno. O gasto energético para combater um
organismo invasor pode comprometer componentes importantes na historia de vida e
trazer consequéncias em diversos aspectos biolégicos e reprodutivos de um inseto
(HAJEK & BUTLER, 2000Q.

Casos de incompatibilidade entre fungos entomopatogénicoss e predadores
foram relatados incluindo o percevejo predador Perillus bioculatus (F.) (Hemiptera:
Pentatomidae) e Hippodamia convergens (Coleoptera: Coccinellidae)
(MAGALHAES et al., 1988; JAMES & LIGHTHART, 1994; COOK, et al., 1996;
TODOROVA, et al., 2002). O mesmo foi observado com o P. distictus que tiveram
reducdo da sobrevivéncia, longevidade, numero de posturas, ovos e de ninfas por
fémeas de P. distinctus quando expostos as solucdes fungicas de B. badsiana
anisopliae. O impacto desses fungos foi negativo sobre agentes de controle bioldgico
em se tratando de seguranga para uso integrado com inimigos naturais no manejo de

pragas.
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O impacto negativo dos parametros avaliados nesse trabalho reforca a
caracteristica de amplo espectro de hospedeiros dos fungos o que sugere cuidadoso
critério no uso integrado com o percevejo predador P. distinctus quando se deseja

preservar o controle exercido por ambos.
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Tabela 1.Duracéo (dias) (media * erro padrao) durante o lll, IV e V instar das fases
ninfais do Podisus distinctus expostas aos fungos Metarhizium anisapliae
Beauveria bassiana sob temperatura de 24,8 + 1,1 °C, umidade relativa de 70 + 9,5%
e fotoperiodo de 12 h.

Instar 1| v V
Tratamento Metarhizium anisopliae
controle 3,75+0,25 4,42+0,23 5,30 + 0,43
10° 358+0,34 4,67+0,22 542+0,19
10 433+0,33 5,17+0,39 5,92+0,43
10° 483+0,17 533+0,43 7,08+0,23
Beauveria bassiana
10° 442+0,31 517+0,41 6,75+0,30
10 490+1,00 5,33+0,48 6,42+0,50
10° 750+0,19 550+044 7,30+0,45
* Significativamente diferente do controle<(p05).

Tabela 2. Sobrevivéncia (%) (media + erro padrao) durante o lll, IV e V instar das
ninfas do Podisus distinctus expostas aos fungos Metarhizium anisapliae
Beauveria bassiana sob temperatura 24,8 £ 1,1 °C, umidade relativa de 70 = 9,5% e
fotoperiodo de 12 h.

Instar 1 v Vv
Tratamento Metarhizium anisopliae
controle 90,0+25 98,0+20 99,0+1,0
10° 91,0+43 912+6,1 86,0+9,0
10 80,0+9,3 86,0+9,1 90,0%+6,0
10° 720+92 790+62 944+89
Beauveria bassiana
10° 76,0+98 86,0+81 86,0+9,2
10 640+71 750+76 880%8,0
10° 560+74 614+49 700+9/1
* Significativamente diferente do controles(p05).
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Tabela 3. Pré-oviposicao (Pré-ovip) (dias), Oviposicao (Ovip) (dias), numero de
posturas (P) numero de ovos (O), Numero de ninfasr@ia + erro padrdo dos
parametros bioldgicos de fémeas do Podisus distinctus (Heteroptera: Pentatomidae)
expostas aos fungos Metarhizium anisopka®eauveria bassiana sob temperatura

de 24,8 £ 1,1 °C, umidade relativa de 70 + 9,5% e fotoperiodo de 12 h.

Parametros Pré-ovip Ovip P O N
Tratamento Metarhizium anisopliae
Controle 79+03 9,7+08 7,1+0,3 161,0+83 137,5+8,2
10° 10,8+09 80+13 45+0,7 739+195 482+150
10 10,3+0,7 81+12 46+07 71,4+200 47,8+1572
10° 140+09 123+21 39+0,8 755+114 50,8+123
Beauveria bassiana

10° 73+0,3 10,3+15 55+0,6 87,0+13,8 62,1+11,0
10 98+09 78+19 35+08 56,3+135 30,2+11,0
10° 92+08 80+12 39+06 57,7+6,5 26,7 +5,4

* Significativamente diferente do controle<(05).
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Peso (mg)

Longevidade (dias)

Controle

Machos Fémeas -
100 4 100 1 —
: : = v
10
80 80 hd M 16
*
60 T T 60 x X
*
* %
40 40
20 20 A
0 L - 0 .
40 40
C D
30 4 30
L T L * % %
20 A * . 20 4 * T
10 10 4
0 T ‘ 0 - L |
M. anisopliae  B. bassiana M. anisopliae  B. bassiana

Figura 1. Peso e longevidade de Podisus distinctus (Heteroptera: Pentatomidae) expostas
aos fungos Metarhizium anisopli@eBeauveria bassiana sob temperatura de 24,8 + 1,1
°C, umidade relativa de 70 + 9,5% e fotoperiodo de 12 h.

* Significativamente diferente do controle=(p05).

31



CAPITULO 2

REACAO IMUNE CELULAR DO PREDADOR Podisus distinctus
(HETEROPTERA: PENTATOMIDAE ) AO FUNGO
ENTOMOPATOGENICO Metarhizium anisopliae
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Reacao imune celular do predador Podisus distinctus (Heteroptera:
Pentatomidae) ao fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Resumo

Os insetos s&o o grupo animal de maior sucesso no mundo em termos de diversidade
de espécies. O sistema imunologico destes organismos foi otimizado ao longo de
milhdes de anos, resultando na capacidade em ocupar praticamente todos 0s nichos
ambientais. Fungos entomopatogénicos, como Metarhizium anisopliae (Sorokin)
(Deuteromycotina: Hyphomycetes), estdo associadbgersos habitats. Percevejos
predadores, como Podisus distinctus (Heteroptera: Pentatomidae), sédo, generalistas e
utilizados em programas de controle biolégico assim como Metarhizium anisopliae.

A interacdo imunologica desse predador com fungos entomopatogénicos é pouco
conhecida. O objetivo desse estudo foi avaliar o impacto do fungo M. anisopliae na
sobrevivéncia e dindmica hemocitaria de machos e fémeas de P. distinctus. Adultos
com até 48h de idade desse predador foram tratados topicamente com a deposicao de
um pL das suspensdes do fungo nas concentraces’de0],01¢ conidios/mL e o
controle recebeu umL agua destilada e espalhante adesivo. Todos 0s tratamentos
tiveram o espalhante adesivo Tweeff 800,01%. A sobrevivéncia e o nimero de
hemacitos de machos e fémeas de P. distinctus foram avaliados apés 24, 48, 72, 96 e
120 horas da aplicacdo do fungo. MachesRd distinctus apresentaram maior
mortalidade que suas féme&3.nimero de hemdcitos circulantes foi menor em
ambos os géneros apos 24 horas do inicio do experimento. Fémeas e machos P.
distinctus possuem sistema imune ativo contra o fungo M. anisopliae, mas isto nédo
foi suficiente para garantir a sobrevivéncia desse percevejo predador na concentracao

de 16 conidios/mL & Metarhizium anisopliae.

Palavras chave:Resposta celular, defesa imune, percevejo predador

33



1. INTRODUCAO

Percevejos predadores sao utilizados no controle biolégico de insetos
herbivoros e considerados inimigos naturais importantes de insetos-praga (TIPPING
et al., 1999; MEDEIROS et al., 2000).

Podisus € o género mais importante de percevejos predadores no Brasil,
destacando-se Podisus distinctus (Stal) (Heteroptera: Pentatomidae) (THOMAS,
1992; ZANUNCIO et al., 1994), agente de controle biolégico de desfolhadores
(THOMAS, 1992 HENRY & WILSON, 2004).

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae  (Sorokin)
(Deuteromycotina: Hyphomycetes) tem ampla gama de hospedeiros artrépodes,
como insetos pragas agricolas e vetores de doencas humanas (ARRUDA et al.,
2005; LORD, 2005SANTI et al., 2010). Este fungo é encontrado no solo (dté 10
propagulos por grama) em uma variedade de ecossistemas infectando mais de 200
espécies de insetos (EKESI et al., 2005; SCHOLTE et al., 2006; ONDIAKA et al.,
2008).

Agentes de controle biolégico podem ocorrer simultaneamente nos
agroecossistemas controlando o mesmo ou diferentes organismos. Os fungos
dependem do vento, chuva e outros fatores para sua disseminacdo. Por outro lado,
insetos predadores explorando grandes areas foliares podem entrar em contato com
conidios dos fungos sobre as folhas, serem atingidos diretamente com o
entomopatdgeno aplida ou quando esses organismos sao disseminados pelo vento.
A ampla gama de hospedeiros de M. anisopliae torna importante determinar seu
impacto sobre artrépodes benéficos, pois entomopatdégenos infectam insetos
benéficos, incluindo predadorestUDWIG & OETTING, 2001 ROY &
COTTRELL, 2008; JARONSKI, 2010).

ReagbGes mediadas por hemécitos sdo um dos meios de defesa de insetos
contra patégenos (CERENIUS & SODERHALL, 2004; FELDHAAR & GROSS,
2008; VILCINSKAS, 2013 Essa reacao € ativada apds o reconhecimento dos
patogenos e estimula um sistema de resposta imune com a participacao de proteinas
especializadas dos hemdcitos, que se ligam aos polissacarideos de bactérias ou
fungos (GILLESPIE et al., 1997; GILLESPI&t al., 2000; STRAND, 2008; JAMES
& XU, 2012.
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Hemdécitos sdo células morfologicamente distintas circulando livremente na
hemolinfa de insetos e atuando na resposta imune (GILLESPIE et al., 1997;
GILLESPIE et al., 2000; LAVINE & STRAND, 2002JAMES & XU, 2012). Essas
células fagocitam microorganismos, os quais sao isolados formando ndédulos ou
formando uma cépsula multicelular ao redor do invasor de maior tamanho
(encapsulacéo) (LAVINE & STRAND, 2002; STRAND, 2008

A susceptibilidade a substancias inseticidas deve ser estudada em programas
de manejo integrado de pragas (TAVARES et al., 2010). O objetivo deste trabalho
foi avaliar o impacto do Metarhizium anisopliae na sobrevivéncia e dinamica

hemocitaria do predador Podisus distinctus.
2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Controle Biologico de
Insetos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) do
Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Vicosa (UFV) em

Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

Criacdo dos insetos

Adultos do percevejo predador Podisus distinctus (Stal) (Heteroptera:
Pentatomidae) foram colocados em gaiolas teladas de 60 x 40 x 40 cm e alimentados
com pupas da presa alternativa Tenebrio molitor (Linnaeus, 1785) (Coleoptera:
Tenebrionidae) com agua disponibilizada em algoddao umedecido. As posturas
depositadas nas gaiolas foram coletadas com algodéo e transferidas para placas de
Petri (9,0 x 1,5 cm) com algoddo umedecido. Ap6s a eclosdo, as ninfas desse
predador foram mantidas nessas placas e alimentadas com pupas de T. molitor até a

fase adulta.

Obtencéo das suspensodes

O produto utilizado foi Metarfl WP (Metarhizium anisopliae, isolado
ESALQ E9). A suspensdo do formulado Met&rfii preparada com agua destilada
e espalhante adesivo Tween®8@ 0,01%. As concentragdes utilizadas no
experimento foram 010" e10® conidios/mL (IHARA et al., 2008; MUSTU et al.,
2011).
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Tratamento topico em predador

Adultos com até 48h de idade de P. distinctus foram tratados topicamente
com a deposicdo de um pL das suspensdes do fungo na concentracéo®adp1d
conidios mL e o controle 4gua destilada e espalhante adesivo TwearD1%.
Esse fungo foi aplicado no dorso dos insetos com um micropipetador.

Sobrevivéncia de Podisus distinctus (Heteroptera: Pentatomidae) exposto
a Metarhizium anisopliae

Adultos de P. distinctus foram separados em grupos de cinco por placa de
Petri (9,0 x 1,2 cm) e contaminadas via aplicacédo topica. Machos com peso entre 55
e 60 mg e fémeas com peso entre 75 e 80 mg foram utilizados no experdnento.
sobrevivénciade P. distinctus foi avaliada apés 24, 48, 72, 96 e 120 haas d
exposicao ao fungo M. anisopliae (MOLINSA CARBONE, 2010). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, cada uma com
cinco adultos (cinco machos e cinco fémeas) por concentracao.

As curvas de sobrevivéncia de fémeas e machos de P. distinctus foram
geradas pelo método Kaplan-Meier e comparadas pelo teste Log-Rank a 5% de

probabilidade.

Coleta da hemolinfa e contagem dos hemacitos

Amostras de doigil de hemolinfa foram coletadas com micropipeta dos
percevejos predadores adultos expostos ao fungo entomopatogénico M. anisopliae
nas concentracdes de®1a0’ e 16 conidios/mL Essa hemolinfa foi acondicionado
em tubos kpendorf com 20 pL de solugdo anticoagulante e 4 uL de corante Giemsa
transferidas para camara de Neubauer com identificagcdo e contagene total
diferencial dos hemacitos realizada com microscépio (aumento de 400 X) (RIBEIRO
& BREHELIN, 2006).

Dinamica hemocitaria
A hemolinfa de P. distinctus, para a contagem das células desse percevejo
predador, foi coletada 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a aplicacdo do fungo M.

anisopliae.
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Dez machos e dez fémeas de P. distinctus foram utilizados por periodo de
avaliacdo e concentracdo da solucao fungica. Modelos Lineares Gerais (GLM) foram
gerados para testar os efeitos especificos do género, da concentracdo de conidios e do
tempo decorrido desde a exposicdo de P. distinctus aos conidios de M. anisopliae no
namero de hemacitod contribuicdo independente de cada uma das varidveis no
namero de hemdcitos as interacdes potenciais entre as variaveis também foram

testadas.
3. RESULTADOS

A porcentagem de sobrevivéncia de fémeadPd distinctus foi menor na
concentracdo de IOconidios/mL %?=21,32 p< 0,001) de M. anisopliae
semelhante ao controle nas demais concentracdes (BigViaghos desse percevejo
apresentaram menor percentual de sobrevivéncia nas concentracdes® de 10
(x’=23,18 p< 0,001), 16 (x>=10,11 p< 0,001), 18 conidios/mL (3°=22,04
p<0,001) de M. anisopliae que no controle (Fig. BB¥xobrevivéncia de fémeas de
P. distinctus foi maior que a de machos em todas as concentracdes de M. anisopliae,
exceto nale 10 conidios/mL.

Percevejos fémeas e machos expostos as trés concentradoed €
conidios/mL) de M. anisopliae tiveram reducdo no numero de hemdcitos totais
(F=20,8; p< 0,01). O menor nuamero de hemdcitos totais desse predador foi
observado durante todo periodo avaliado (F=5,5; p< 0,01) demonstrando que apés
cinco dias de avaliacdes o numero de hemdécitos totais € significativamente menor
em todas as concentra¢cdes que no controle (Fig. 2).

Machos de P. distinctus apreseata menor nimero de prohemaocitos @se
fémeas (F= 76,2< 0,01).0s conidios/mL de M. anisopliae reduziram o nimero de
prohemacitos desse predador (F=268,1; p< 0,01), no entanto os numeros dessa célula
nao variaram significativamente ao longo do tempo de avaliacdo (F=2@0O%)

(Fig. 3.

O numero de plasmatocitos de machos de P. distinctus foi menor que o de
suas fémeas (F=11,7; p< 0,01). A exposicdo desse prededaliferentes
concentragdes de conidios/mL de M. anisopliae iadoznimero dessas células,

com menor valoem insetos expostos a solugéo conf t&onidios/mL (F=53,7; 9
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0,01). O numero de plasmatécitos foi menor 72 horas e manteve-se até 120 horas (F=
18,6 p< 0,01) (Fig. %

O numero de granuldcitos foi semelhante para machos e fémeas de P.
distinctus (F=1,5; » 0,05).As trés concentracdes de conidios/mL de M. anisopliae
reduziram o niumero de granulécitos comparado ao controle (F=114,3; p< 0,01) (Fig.
5).

4. DISCUSSAO

A menor sobrevivéncia de P. distinctus até o quinto dia, principalmente, de
machos confirma a alta viruléncia do fungo M. anisopliae observado também para
Nezara viridula, Piezodorus guildirgiEuschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)
(SOSA-GOMEZ & MOSCARDI, 1998

A reducdo da sobrevivéncia de machos de P. distinctus até o quinto dia de
avaliacdo pode ser explicada pelo maior tamanho das fémeas que podem investir
relativamente mais na defesa contra patdogenos (BARNES & SIVA-JOTHY, 2000;
SIVA-JOTHY et al.,, 2005; TEDER & TAMMARU, 2005), sendo fémeas mais
resistentes que o0s macho&CHEVERRI-MOLINA & SANTOLAMAZZA-
CARBONE, 2010). Isto corrobora com a hipétese de que machos investem mais em
caracteristicas sexuais em detrimento da sobrevivéncia (ZUK & STOEHR, 2002)
engquantofémeas investem na resposta imune para favorecer longevidade (ROLFF
2002).

A menor sobrevivéncia de machos e fémeas de P. distinctus expostos a
concentracdo de I@onidios/mL da solugdo flingica corrobora os dados para
Pseudococcus viburni (Hemiptera: Pseudococcidae) expostos adMuagasopliae
com maior viruléncia nessa concentragdo. Portanto, a concentragdo mais alta
utilizada (16 conidios/ mL) causa maior mortalidade em menor periB&REIRA
et al., 201), mostrando que quanto maior o numero de conidios, maior serdo as
chances de aderrcuticula da espécie hospedeira (KIRKLAND et al., 2004; MENT
et al., 2010).

A reducgédo do numero de hemacitos totais e diferenciais evidencia a resposta
imune celular de P. distinctus ap® contato com o fungo Metarhizium anisopliae
No entanto, isto difere do observado para Podisus nigrispinus (Heteroptera:

Pentatomidae) que n&o tiveram alteragbes no numero de hemdcitos totais e
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diferenciais quando expostos a toxina CrylAc da bactéria Bacillus thuringiensis. Isso
pode estar relacionado a quantidade de toxina na hemolinfa do predador que n&o foi
suficiente para conduzir mudancas significativas no numero de hemacitos (CUNHA
et al., 2013).

A reducdo do numero de hemdcitos totais até 120 horas do inicio do
experimento demonstra a continuidade da resposta contra a infeccdo por M.
anisopliae pelo predador P. distinctus. Isto € semelhante a redu¢cdo do nimero total
de hemadcitos em Oxya japonica (Orthoptera: Acrididae}odas as concentracdes
de M. anisopliae, (ANGGRAENI et al., 2011

O maior numero de prohemdcitos de fémeas de P. distinctus concorda com o
observado para Acheta domestica (Orthoptera: Gryllida&)SILVA et al., 2000) e
confirma o fato de fémeas de invertebrados serem, em geral, mais imunecompetentes
gue machos (ZUK & MCKEAN, 1996).

A reducdo do numero de prohemdcitos em P. distinctus vinte e quatro horas
apos a aplicacdo de M. anisopliae deve-dderenciacao celular dos prohemacitos
em plasmotdcitos e granulécitos (YAMASHITA & IWABUCHI, 2001; LING et al.,
2005).

Os menores numeros de plasmatocitos ap6s 120 horas da exposigcdo a M.
anisopliae deve-se a infeccd® reflete a continuidade da defesa celular,
susceptibilidade a metabolitos flngicos toxicos ou atividades fagociticas
(VILCINSKAS et al., 1997; GILLESPIE et al., 2000; VEY et al., 2002).

O menor numero de granuldcitos de P. distinctus, 48 horas apds ser @xposto
M. anisopliae confirma relato de que esses células tendem a aumentar 12 horas apés
a infeccdo e diminuir ao longo do tempo de infec€iaumento inicial do niumero
dessa célula reflete sua funcdo na ativacdo do sistema de defesa do inseto contra
organismos estranhos (AJAMHASSANI et al., 2013).

A redugdo da sobrevivéncia de machos de P. distinctus nas diferentes
concentracdes de M. anisopliae e 0 menor niumero de hemacitos desse predador esta
relacionada sele¢do sexual em machos, o que diminui sua imunocompeténcia como
relatado para Gryllus texensis (Orthoptea: Gryllidae), Panorpa wvulgaris (Mecoptera:
Panorpidae), Lestes viridis (Odonata: Lestidae) (KURTZ et al., 2000; ADAMO et
al., 2001; KURTZ & SAUER, 2001; ROLFF, 2008 TOEHR & KOKKO, 2006).

A maior sobrevivéncia e o maior niumero de hemdcitos de fémeas de P.

distinctus ressalta que a defesa imunoldgica visa, principalmente, preservar a
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sobrevivéncia e que 0 sexo que mais investe em sobrevivéncia, normalasente,
fémeas, tém defesas imunitarias superiores (STOEHR & KOKKO,)2006

Podisus distinctus responde imunologimante contra o fungo
entomopatogénico M. anisopliae. No entanto, o aumento da resposta imune celular
do predador a medida que a concentracdo conidios/mL da solu¢do fungica nao foi
suficiente para manter a sobrevivéncia de fémeas desse percevejo predador. Machos
de P. distinctus expostas as diferentes concentracdes de canidies/ solucdes de
M. anisopliee foram mais susceptiveis, pois a resposta imune néo foi capaz de

manter a sobrevivéncia.
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Figura 1. Sobrevivéncia de fémeas (A) e de machos (B) de Podisus distinctus
(Heteroptera: Pentatomidae) tratados topicamente com Metarhizium anisopliae nas
concentracdes de 320" e 1¢ conidiogmL.
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CAPITULO 3

PREDADOR VERSUS ENTOMOPATOGENO: DEFESA IMUNE
CELULAR D E Podisus distinctus (HETEROPTERA
PENTATOMIDAE ) CONTRA Beauveria bassiana
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Predador versus Entomopatogeno: defesa imune celular de Podisus distinctus
(Heteroptera: Pentatomidae) contra Beauveria bassiana

Resumo

A subfamilia Asopinae possui espécies importantes de percevejos predadores, como
Podisus distinctus (Hemiptera: Pentatomidae), o qual tem sido estudado para o
controle bioldgico de desfolhadores. Fungos entomopatogénicos, como Beauveria
bassiana, representam uma alternativa para o controle de insetos herbivos, mas
necessario se estudar o impacto desse patdgeno na resposta imune celular de
percevejos predadores. A sobrevivéncia e a dindmica hemocitaria de machos e
fémeas de P. distinctus foram estudadas apoOs exposicdo ao fungo B. bassiana.
Adultos, desse predador, com até 48h de idade foram tratados topicamente com a
deposi¢do de um pl das suspensdes do fungoas concentracdes de a0, 1
conidios/mL e o controle recebeu windgua destilada e espalhante adesivo Tween
80° a 0,01%. A sobrevivéncia e o nimero de hemdcitos de machos e fémeas de P.
distinctus foram avaliaxs apos 24, 48, 72, 96 e 120 horas apés aplicagcdo do fungo.

A sobrevivéncia de fémeas e machos desse percevejo predador foi menof’ com 10
conidios/mL de B. bassiana. Machos e fémeas de P. distinctus, apés o contato com
B. bassiana, apresentaram menor numero de hemdcitos. No entanto, a resposta
imune celular ndo foi suficiente para evitar a mortalidade de machos e fémeas desse
predador na concentracédo dé ¢6nidios/mL de B. bassiana.

Palavras chave:Defesa imune, hemdacitos, percevejo predador
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1. INTRODUCAO

Insetos vivem em ambientes onde estdo expostos a invasores potenciais como
patdgenos, parasitas e parasitoides, embora possam colonizar a maioria dos nichos.
Esse sucesso tem sido atribuido a capacidade desses organismos em neutralizar as
invasdes de patdogenos (ALBERT et al., 200IL.CINSKAS, 2013.

O sistema imunoldgico, contando com os componentes humoral e celular, de
insetos pode suportar os desafios da maioria dos microrganismos nos diferentes
habitats em que vivem (LAVINE STRAND, 2002 STANLEY & MILLER, 2006
FALABELLA et al., 2012).

Hemacitos circulantes sdo elementos importantes do mecanismo de defesa
imunoldgica dos insetos contra microorganismos. Essas células atuam em processos
como a fagocitose, formacéo de nddulos e encapsulamento para aprisionar e eliminar
organismos invasores (SCHMID-HEMPEL, 20@4.BERT et al., 2011; AZZAMI
et al., 2012).

Fungos entomopatogénicos estdo associados a diversos habitats, incluindo
agua, superficies de solo e ambientes aéreos (HAJEK & LEGER, 1994; MEYLING
& EILENBERG, 2007). Beauveria bassiana (Vuilleintilizado em programas de
controle biolégico (SHAH & PELL, 2003PUBOVSKIY, et al., 2013), pos
produzir conidios infecciosos. Esses conidios penetram na cuticula do inseto, o que
indica que B. bassiana tenha um mecanismo apropriado para superar a primeira linha
de defesa do inseto, a cuticula, e superar o sistema de defesa celular do inseto
(ABOOD et al., 2010).

Percevejos predadores sdo, também, utilizados em programas de controle
biolégico e considerados inimigos nhaturais importantes de insetos-praga
(MEDEIROS et al.,, 2000 Podisus é o género mais importante de percevejos
predadores no Brasil, destacando-se Podisus distinctus (Stal) (Heteroptera:
Pentatomidae) (THOMAS, 1992; ZANUNCIO et al., 1994).

A interagdo entre entomopatdgenos e reacdo imunoldgica deve ser estudada,
por demonstraa capacidade de um superar o outro e estudos hematoldgicos
representam um importante campo de fisiologia de insetos (NAHLA et al., 2010;
VEGA, et al., 2012).
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O objetivo do trabalho foi avaliar o impacto do Beauveria bassiana na

sobrevivéncia e dinamica hemocitaria de Podisus distinctus.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Controle Biologico de
Insetos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) do
Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Vicosa (UFV) em

Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

Criacdo dos insetos

Adultos do percevejo predador Podisus distinctus (Stal) (Heteroptera:
Pentatomidae) foram colocados em gaiolas teladas de 60 x 40 x 40 cm e alimentados
com pupas da presa alternativa Tenebrio molitor (Linnaeus, 1785) (Coleoptera:
Tenebrionidae) com agua disponibilizada em algoddo umedecido. As posturas
depositadas nas gaiolas foram coletadas com algodéo e transferidas para placas de
Petri (9,0 x 1,5 cm) com algoddo umedecido. Apds a eclosdo, as ninfas desse
predador foram mantidas em placas e alimentadas com pupas de T. molitor até a fase

adulta.

Obtencéo das suspensodes

O produto utilizado foi Boveffl WP (Beauveria bassianisolado ESALQ
PL 63. A suspensdo do formulado Bovefilfoi preparada com agua destilada e
espalhante adesivo Tween®800,01%. As concentracdes utilizadas no experimento
foram 16, 10’ e10® conidios/ mL (IHARA et al., 2008, MUSTU et al., 2011).

Tratamento topico em predador

Adultos com até 48h de idade de P. distinctus foram tratados topicamente
com a deposicdo de um pL das suspensdes (FRANCA et al., 2006) do fungo nas
concentracdes de 4010, 16 conidios/mL e o controle recebeu umh &agua
destilada e espalhante adesivo Tweeha80,01%. A aplicacéo foi feita no dorso dos

insetos com o auxilio de um micropipetador.
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Sobrevivéncia de Podisus distinctus (Heteroptera: Pentatomidae)
expostos a Beauveria bassiana

Adultos de P. distinctus foram separados em grupos de cinco por placa de
Petri (9,0 x 1,2 cm) e contaminadas via aplicacédo topica. Machos com peso entre 55
e 60 mg e fémeas com peso entre 75 e 80 mg foram utilizados no exper#nento.
sobrevivénciade P. distinctus foi avaliada apés 24, 48, 72, 96 e 120 haas d
exposicao ao fungo B. bassiana (MOLINA & CARBONE, 2010). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, cada uma com
cinco adultos (cinco machos e cinco fémeas) por concentracao.

As curvas de sobrevivéncia de fémeas e machos de P. distinctus foram
geradas pelo método Kaplan-Meier e posteriormente comparadas pelo teste Log-
Rank a 5% de probabilidade.

Coleta da hemolinfa e contagem dos hemacitos

Amostras de 2 uL de hemolinfa de Podisus distinctus foram coletada com
micropipeta dos percevejos predadores adultos expostos ao fungo entomopatogénico
nas concentracées (100 e 16 conidios/mL) e o controle que recebeu pindgua
destilada e espalhante adesivo Tweeha@0,01%. A hemolinfa desse predador foi
acondicionado em tubos eppendorf com 20 pL de solucdo anticoagulante e 4 pL de
corante Giemsa. As amostras foram transferidas para Camara de Neubauer, onde sob
microscépio (aumento de 400 X) foi realizada a identificacdo e contagem diferencial
e total dos hemécitos (RIBEIR® BREHELIN, 2006).

Dindmica hemocitéria

A coleta de hemolinfa de P. distinctus para contagem das células do
percevejo predador foi realizada 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a aplicacdo do
fungo.

Dez machos e dez fémeas de Podisus distinctus foram utilizados por intervalo
de avaliagdo e concentracdo da solugdo entomopatogénica. Modelos Lineares Gerais
(GLM) foram gerados para testar os efeitos especificos do género, da concentracao
de conidios e do tempo decorrido desde a exposicdo de conidios no numero de
hemdécitos do percevejo predador. Os modelos testaram a contribuicdo independente
de cada uma das variaveis no numero de hemdcitos, bem como as interacdes

potenciais entre as mesmas.
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3. RESULTADOS

A porcentagem de sobrevivéncia de fémeas2(L,3; p< 0,001) e de machos
(x¥*=21,2; p< 0,001), de P. distinctus foi menor, apdés exposicdo a B. bassiana na
concentracédo de 1@onidios/mL sem diferenca entre sexgs0,02; p < 0,88). As
demais concentracfes apresentaram valores semelhantes a do controle (Fig. 1

Os numeros de hemdcitos totais foi maior em machos de P. distinctus que
suas fémeas apos a exposicao ao fungo (F=4,3; p< 0,05). O numero de hemdcitos em
insetos expostos as concentracéeseldd conidios/mL de B. bassiana foi menor
gue no controle (F=32,7; p < 0,01). O menor numero de hemacitos foi observado 24
horas apds a exposicdo a B. bassiana em percevejos concentracd8 de 10
conidios/mL (F=30,9; p < 0,01) (Fig. 2).

Machos de P. distinctus apresentaram menor nimero de prohemdcitos que
suas fémeas (F= 12,2; p< 0,01) exceto nas concentracde$ eld @@onidios/mL
apos 48 e 72 horas em que machos apresentam maior nimero de prohemacitos que
fémeas (F=29,6; p < 0,01) A exposicdo desse predador as concentracdes de
conidios/mL de B. bassiana reduziu o numero dessas células comparado ao controle
e com 0s menes valores para percevejos expostos a solucdo cofrcafidios/mL
(F=29,6; p < 0,01). Os meregnumeros de prohemdcitos foram observados apés 24
horas da exposi¢éo ao fungo B. bassiana (F=30,6; p < 0,01) (Fig. 3).

O numero de plasmatdcitasm fémeas foi menor que o de machos de P.
distinctus (F=10,0; p < 0,01), principalmente quando expostos as concentracdes de
10" e 16 conidios/mL (F=13,0; p < 0,01) (Fig. 4).

O numero de granulécitos de machos foi maior que o de fémeas de P.
distinctus (F=15,7; p< 0,01). Insetos expostos as concentracbes’de 10
conidios/mL apresentaram menor numero de granulécitos que os do controle
(F=25,1; p < 0,01). O numero de granulécitos foi menor ap6s 24 horas do inicio das
avaliacbes e apods este periodo. Apds esse periodo os numeros de granuldcitos

circulantes aumentam em percevejos expostos ao fungo (F= 40,4; p < 0,01) (Fig. 5).
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4. DISCUSSAO

A sobrevivéncia semelhante de machos e fémeas de P. distinctus no controle
e nas concentraces de®1® 10 conidios/mL até o quinto dia, reforca o fato do
fungo B. bassiana causar baixa mortalidadgentatomideos como relatado para
Nezara viridula (L.) (Hemiptera: Pentatomidae), Piezodorus guildinii (Westw.)
(Hemiptera: Pentatomidae) e Euchistos heros (F) (Hemiptera: Pentatomidae) (SOSA-
GOMEZ & MOSCARDI 1998).

No entanto, a menor sobrevivéncia de machos e de fémeas apds exposi¢ao ao
fungo B. bassiana na concentracdo d& cthidios/mL corrobora com a maior
viruléncia desse patdgeno nessa concentracdo para Aelia rostrata (Heteroptera:
Pentatomidae)Perillus bioculatus (Heteroptera: Pentatomidae) e Diaphorina citri
(Hemiptera: Lividae) (TODOROVA et al., 2002MUSTU et al.,, 2011,
GANDARILLA-PACHECO et al.,, 2013). O predador Perillus bioculatus
(Heteroptera: Pentatomidae) apresentou mortalidade dependente da concentracdo de
conidios/mL seis isolados do fungo Beauveria bassiana (TODOROVA et al., 2002).

A maior mortalidade de P. distinctus com o aumento da concentragdo de
conidios/mL de B. bassiana pode ser explicada pelo processo de infeccdo do fungo
ocorrer através da adesdo dos conidios na cuticula do hospedeiro e, por isto, quanto
maior o nimero de conidios maiores as chances deeadericuticula da espécie
hospedeira e maiesas probabilidades do processo patogénico levar o hospadeiro
morte (KIRKLAND et al., 2004; MENT et al., 2010).

A resposta imune celular em P. distinctus, ap0s o contato com B. bassiana foi
demonstrada pela reducdo do nimero de hemocitos como indicador da dinamica
hemocitaria ativaem machos e fémeas desse predador ao fungo. Isto € semalhante
atividade imune celular ativa relatada para Hyphantria cunea (Lepidoptera:
Arctiidae) contra o fungo B. bassiana (AJAMHASSANI et al., 2013).

O menor nimero de hemacitos totais em P. distinctus nas concentracdes de
10" e 16 conidios/mL é semelhante & reducéo acentuada de hemécitos totais em
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) de forma dose-dependente apos
exposicao ao fungo entomopatogénico Tolypocladium cylindrosporum (BANDANI,
2005). Essa reducdo do numero de hemdcitos circulantes deve-se a formagédo de
nddulos induzidos por metabolitos fungicos soltuveis (GILLESPIE et al., 2000; VEY
et al., 2002).
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A reducdo do numero de prohemdcitos de P. distinctus ap6s 96 horas da
exposicdo ao fungo B. bassiana deve-se ao fato de prohemdcitos serem células-
tronco responsaveis pela formacdo de plasmatécitos e granuldcitos, por isto a
reducdo de numero de prohemacitos devae direcionamento dessas células para o
foco infeccioso (YAMASHITA & IWABUCHI, 2001; LING et al., 2005).

Os menores numeros de plasmatocitos em P. distinctus nas concentragfes de
10" e 16 conidios/mL de B. bassiana deve-se as reacdes imune celulares.
Plasmatocitose granulocitos sdo os principais agentes de fagocitose e nodulagéo
como demonstrado por reagbes imunoldgicas em Hyphantria cunea (Lepidoptera:
Arctiidae) contra B. bassiana (AJAMHASSANI et al., 2013), com aumento
expressivo, do niumero de hemdécitos, no inicio da infeccéo e reducédo a medida que
organismo invasor € detectado por essas. O aumento do numero de plasmatdcitos e
granulécitos apos 96 horas e a reducdo apos 120 horas da infeccdo em machos de P.
distinctus esta relacionada a continuidade da atividade imune celular contra o fungo
entomopatogénico, devido ao direcionamento dessas células para os processos de
fagocitose e nodulacédo (VILCINSKAS et al., 1997; GILLESPIE et al., 2000; TOJO
et al., 2000; VEY et al., 2002).

Machos de P. distinctus expostos ao fungo B. bassiana nas maiores
concentracbes de conidios/mL apresentaram maior numero de hemdcitos e
sobrevivéncia semelhante a fémeas. Isto demonstra que machos desse percevejo
predador necessitam de maior investimento na producdo de hemdcitos para
apresentarem sobrevivéncia semelhante a suas fémeas. No entanto, a sobrevivéncia
semelhante e diferencas na dindmica hemocitaria de machos e fémeas do P.
distinctus, expostos ao fungo B. bassiana, ndo corroboram com a teoria que fémeas
investem mais em defesas imunitarias (STOEHR@KKO, 2006) provando que
machos e fémeas investem em defesa imunolégica contra organismos invasores
(VAN BOVEN & WEISSING, 2004).

A reducgdo do numero de hemdcitos de machos e fémeas de P. distinctus apos
exposicao ao fungo B. bassiana indica resposta imune celular ativa desse predador a
esse fungo. No entanto, essa resposta imune celular ap6s a exposicio a 10
conidios/mL de B. bassiana nao foi suficiente para manter a sobrevivéncia de

machos e fémeas de P. distinctus.
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de fémeas (A) e machos (B) adultos de Podisus
distinctus (Heteroptera: Pentatomidae) tratados topicamente com Beauveria bassiana
nas concentracdes de®100 e 1 conidiogmL.
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Figura 2. Nimero de hemdcitos totais (células X/l + SE) em fémeas e machos
de Podisus distinctus expostos a Beauveria bassiana.
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Figura 3. Nimero de Prohemdcitos (células X/ifl + SE) em fémeas e machos de
Podisus distinctus expostos a Beauveria bassiana.
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Figura 4. Nimero de Plasmatdcitos (células X/l + SE) em fémeas e machos de
Podisus distinctus expostos a Beauveria bassiana.
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CONCLUSOES GERAIS

O primeiro capitulo evidenciou menor sobrevivéncia em ninfas do terceiro
instar de P. distinctus expostas as solucdes fungicas de B. basbaaaisopliae
Adultos do predador oriundos de ninfas expostas aos fungos tiveram menor peso. A
reducdo do peso de P. distinctus impactou no aumento do periodo de pré-oviposicao,
reducdo do numero de posturas, ovos e ninfas.

O segundo capitulo mostrou que machos adultos de P. distinctus foram mais
susceptiveis que fémeas expostas as solu¢des de M. anisopliae. Adultos do percevejo
predador respondem imunologicamente a presenca do fungo. No entanto, a medida
gue ocorre o aumento da concentracdo de conidios/mL a resposta imune celular ndo é
suficiente para garantir a sobrevivéncia P. distinctus.

No terceiro capitulo adultos do percevejo predador expostos a B. bassiana
tiveram menor porcentagem de sobrevivéncia quando expostos a concentra¢zo de 10
conidios/mL, sem diferenca entre machos e fémeas. O numero de hemdcitos foi
maior em machos do percevejo predador, apesar disso, apresentaram mortalidade
semelhante a fémeas.

Os fungos entomopatogénicos M. anisopkaB. bassiana apesar de serem
eficazes no controle de insetos praga podem afetar inimigos naturais. Ninfas e
adultos do percevejo predador P. distinctus foram afetados negativamente quando
expostos aos fungos. O impacto negativo dos parametros avaliados nesse trabalho
reforca a caracteristica de amplo espectro de hospedeiros desses fungos. Isso sugere
cuidadoso critério no uso desses fungos em conjunto com o percevejo predador P.

distinctus quando se deseja manter a eficacia do controle exercido por ambos.
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