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RESUMO

RIBEIRO, Raquel Rossi. Beauveria bassiana Vuill. (Ascomycetes: Clavicipitaceae) sobre
Thaumastocoris peregrinus Carpinteiro & Dellapé (Hemiptera: Thaumastocoridae) 43 f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia (Area
de Concentragdo: Producdo Vegetal), Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato
Branco, 2016.

O percevejo-bronzeado do eucalipto, Thaumastocoris peregrinus, ¢ um inseto fitofago que
ocasiona o amarelecimento das folhas de Eucalyptus e, em casos severos, a desfolha e morte
das plantas. Buscam-se formas de controle natural e/ou bioldgico para o controle deste inseto.
Nesta perspectiva, o controle bioldgico vem ganhando espago ¢ o emprego de fungos
entomopatogénicos torna-se viavel, uma vez que ja ocorre naturalmente no ambiente. Nesse
sentido, objetivou-se avaliar a acdo do fungo entomopatogénico B. bassiana, isolado IBCB 66
sobre diferentes fases de desenvolvimento de T. peregrinus, em condicdes de laboratério. Os
tratamentos foram: Agua destilada esterilizada (ADE), Agua destilada esterilizada + Tween®
80 (0,01%) (ADET) e B. bassiana isolado IBCB 66 (1,0 x 10° conidios. mL™). Esses
tratamentos foram avaliados em trés bioensaios em delineamento inteiramente casualizado. 1-
Acdo de B. bassiana sobre ovos de T. peregrinus: Folhas de Eucalyptus benthamii foram
recortadas em discos de 2,4cm @, alocados no interior de tubos de vidro chato (2,5cm @ e 10
cm h). Cartelas contendo em média 10 ovos de T. peregrinus foram imersas na solugédo
correspondente a cada tratamento e colocadas sobre os discos foliares, totalizando 20
repeticdes/tratamento, sendo mantidos em camara climatizada BOD (27+2° C, 14 h de
fotofase e UR de 70 + 10%) (procedimento padréo para todos os bioensaios). Foram avaliados
o periodo de incubacédo e a viabilidade dos ovos de T. peregrinus. 2- Acdo de B. bassiana
sobre ninfas de T. peregrinus: Discos de E. benthamii de 2,4cm @, previamente tratados
foram alocados no interior de tubos de vidro que recebeu, na sequéncia, uma ninfa de 3° instar
de T. peregrinus, totalizando 50 tubos/repeticdes por tratamento. Neste bioensaio foram
avaliadas a duragdo e a viabilidade dos instares ninfais. 3- A¢do de B. bassiana sobre adultos
de T. peregrinus: este bioensaio foi realizado conforme metodologia descrita para ninfas.
Cada tubo de vidro recebeu um adulto de T. peregrinus, totalizando 50 tubos/repeti¢fes por
tratamento. Neste bioensaio foi avaliada a longevidade diariamente, até a mortalidade total
dos insetos. Alguns exemplares de adultos mortos que entraram em contato com B. bassiana
foram coletados, para analise histoldgica, conforme metodologia padrdo. O fungo B. bassiana
ndo interferiu no periodo de incubacao e viabilidade de ovos de T. peregrinus. O mesmo foi
observado sobre ninfas de 3° instar e adultos, que ndo foram afetados pelo fungo. A duracdo
média e a viabilidade foram reduzidas em ninfas de 4° e 5° instar, demonstrando que o fungo
B. bassiana é patogénico nessa fase de desenvolvimento. Na analise histoldgica de adultos de
T. peregrinus verificou-se a presenca de hifas, conidios e conidioforos nos tecidos do sistema
digestivo e muscular.

Palavras-chave: Percevejo bronzeado do eucalipto. Fungo entomopatogénico. Controle
bioldgico. Entomologia Florestal.



ABSTRACT

RIBEIRO, Raquel Rossi. Beauveria bassiana Vuill. (Ascomycetes: Clavicipitaceae) on
Thaumastocoris peregrinus Carpinteiro & Dellapé (Hemiptera: Thaumastocoridae) 43 f.
Dissertation (MSc in Agronomy) - Graduate Program in Agronomy (Area of Concentration:
Crop). Federal Technological University of Parana. Pato Branco, 2016.

The bronze bug of eucalyptus, Thaumastocoris peregrinus, is a phytophagous insect that
causes yellowness of leaves of Eucalyptus, and in severe cases, death, and defoliation of
plants. Forms of natural control and/or biological control for this insect are aimed. In this
perspective, biological control has been increasing and the use of entomopathogenic fungi is
feasible, as already occurs naturally in the environment. In this sense, it aimed to evaluate the
action of entomopathogenic fungus B. bassiana, isolated IBCB 66 on different developmental
stages of T. peregrinus in laboratory conditions. The treatments were: sterilized distilled water
(SDW), Distilled water Tween 80 (0.01%) (DWT) and B. bassiana IBCB 66 (1.0 x 10°
conidia mL™). These treatments were evaluated in three bioassays in experimental design. 1:
B. bassiana action on eggs of T. peregrinus: Eucalyptus benthamii leaves were cut into disks
of 2.4 cm @, allocated within flat glass tubes (2.5 cm @ and 10 cm h). Cards containing on
average 10 eggs of T. peregrinus were immersed in the solution corresponding to each
treatment and placed on leaf discs a total of 20 replications / treatment, and kept in a
climatized chamber BOD (27 £ 2 ° C, 14 h photoperiod and RH 70 + 10%) (standard
procedure for all bioassays). They evaluated the incubation period and the viability of T.
peregrinus eggs. 2: B. bassiana action on nymphs of T. peregrinus: E. benthamii discs of 2.4
cm @, pretreated were placed inside glass tubes that received following a nymph 3° instar T.
peregrinus totaling 50 tubes / replications. In this bioassay were evaluated duration and
viability of the nymphal instars. 3: B. bassiana action on adults of T. peregrinus: This
bioassay was performed as described methodology for nymphs. Each glass tube received an
adult T. peregrinus, totaling 50 tubes / replications per treatment. In this bioassay was
assessed daily longevity to the total mortality of insects. Some adult specimens dead who
came into contact with B. bassiana were collected for histologic analysis as standard
methodology. B. bassiana did not affect the incubation period and viability of eggs of T.
peregrinus. The same was observed on nymphs of 3° instar and adults who have not had the
studied biological parameters affected by the fungus. The average duration and viability were
reduced by 4 ° to 5 ° instar nymphs , indicating that the pathogen is B. bassiana this
development phase. Histological examination of the adults of T. peregrinus verified the
presence of hyphae, conidia and conidiophores in the digestive system and muscle tissues.

Keywords: Bronze bug of eucalyptus, Entomopathogenic fungi, biological control, forest
entomology
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1 INTRODUCAO GERAL

Os géneros Eucalyptus e Corymbia, nativos da Australia e Oceania, possuem mais de
700 espécies (QUEIROZ et al.,, 2009), sendo importantes na economia mundial. Essa
importancia estd relacionada as diversas caracteristicas desejaveis para a silvicultura, dentre
elas o rapido crescimento, ciclos curtos e longos de rotacao, dependendo da finalidade (ciclo
curto com corte raso entre o 6° ¢ 9° ano, ciclos longos até¢ 40 anos) com producao em grande
escala (grandes extensdes de terra), adaptabilidade as diferentes condigdes edafoclimaticas,
facil manejo, aplicabilidade da sua madeira para diversos fins, dentre outros (RIBEIRO et al.,
2013).

No Brasil, o género florestal mais utilizado nos programas de reflorestamento ¢ o
Eucalyptus, ocupando cerca de 7,1 milhdes de hectares, aproximadamente 76,6% da area de
florestas plantadas do pais, estando localizados, principalmente, nos estados de Minas Gerais
(25,2%), Sdo Paulo (17,6%) e Mato Grosso do Sul (14,5%) (ABRAF, 2013; IBA, 2015).
Contudo, a condugdo de florestas homogéneas para fins comerciais em grandes extensdes de
terra requer conhecimento quanto aos principais insetos-praga que podem atacar a mesma
(CARRANO-MOREIRA, 2014).

Os plantios florestais sdo constituidos, em sua maioria, por monoculturas e cultivados
por longos periodos, favorecendo o ataque de insetos que podem se tornar pragas. As
empresas e silvicultores que fazem plantio de florestas homogéneas devem ter conhecimento
dos principais insetos-praga, formas de monitoramento, periodos vulneraveis, ou seja, €pocas
do ano com as condi¢des de clima que podem favorecer o surto de insetos (CARRANO-
MOREIRA, 2014).

E notavel o crescente aumento de espécies de insetos que passaram a se adaptar a essa
cultura a medida que os reflorestamentos se expandiram, com relatos de ocorréncia de
coleobrocas Phoracantha recurva Newman (Coleoptera: Cerambycidae) em Corymbia
citriodora (WILCKEN et al., 2002), psilideos: Ctenarytaina spatulata Taylor (Hemiptera:
Psyllidae) em Eucalyptus grandis (SANTANA et al., 2005), Glycaspis brimblecombei Moore
(Hemiptera: Psyllidae) em Eucalyptus camaldulensis, clones hibridos de E. grandis x
Eucalyptus urophylla (WILCKEN et al., 2003), Eulayptus tereticornis (LUTINSKI et al.,
2006) hibridos de E. camaldulensis x E. grandis e E. urophylla x E. grandis (MASSON et
al., 2009), E. camaldulensis e C. citriodora (BREDA et al., 2010), cigarrinhas: Aethalion

reticulatum Linnaeus (Hemiptera: Aethalionidae) e Membracis luneta Fabricius (Hemiptera:



Membracidae) em Eucalyptus cloeziana (MENEZES et al., 2012). Além disso, muitos insetos
de ocorréncia natural em espécies de mirticeas nativas passaram a se adaptar e utilizar o
eucalipto como fonte de alimento (HOLTZ et al., 2003; ANJOS, 2004; MENEZES et al.,
2012).

No que se refere aos insetos exoticos a diminui¢do da diversidade e inexisténcia, em
alguns casos, de inimigos naturais favoreceu os surtos populacionais de insetos-praga
(SANTOS et al., 2002; BARBOSA et al.,, 2010a; BARBOSA et al., 2012a). Também ¢
importante salientar que o constante deslocamento de pessoas e produtos do comércio
mundial favoreceram a introdu¢do de organismos em novos ambientes (MEYERSON;
MOONEY, 2007).

Dentre os insetos nativos da Australia, introduzidos no Brasil, € que passaram a ser
encontrados com certa frequéncia nas florestas plantadas tem-se: o bicudo-australiano
(Gonipterus gibberus Boisduval) e os gorgulhos-do-eucalipto (Gonipterus scutellatus
Gyllenhal, Gonipterus platensis Marellie, Gonipterus pulverulentus Lea) que sdo da ordem
Coleoptera, familia Curculionidae. Também se destacam as brocas-do-eucalipto Proracantha
semipunctata Fabricius e Proracantha recurva Newman (Coleoptera: Cerambycidae), a
vespa-da-galha Leptocybe invasa Fisher; LaSalle (Hymenoptera: Euliphidae), o psilideo-de-
concha Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera: Psyllidae) e o percevejo-bronzeado
Thaumastocoris peregrinus Carpintero; Dellapé (Hemiptera: Thaumastocoridae), que se
disseminaram causando danos diretos e indiretos ao eucalipto, aumentando os custos de
producdo nos principais estados produtores de eucalipto no Brasil (WILCKEN et al., 2002;
WILCKEN et al., 2003; WILCKEN et al., 2008a; WILCKEN et al., 2008b; WILCKEN et al.,
2010; BARBOSA et al., 2010a).

A ocorréncia de T peregrinus ja foi registrada na Africa do Sul (JACOBS; NESER,
2005), Argentina (CARPINTEIRO; DELLAPE, 2006; NOACK; COVILELLA, 2006),
Uruguai (MARTINEZ; BIANCHI, 2010), Zimbabue, Malaui (NADEL et al., 2010), Chile
(IDE et al., 2011), Quénia (NOACK; CASSIS, ROSE, 2011), Italia (LAUDONIA; SASSO,
2012), Nova Zelandia (SOPOW et al., 2012) e Portugal (GARCIA et al., 2013), adaptando-se
a diferentes espécies de eucaliptos e clones hibridos de eucalipto plantados nesses paises.

No Brasil, a ocorréncia de 7. peregrinus foi registrada pela primeira vez em 2008, no
municipio de Sdo Francisco de Assis, no estado do Rio Grande do Sul e, posteriormente, no
estado de Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul

(WILCKEN et al., 2010), Bahia (LIMA et al., 2010), Parana (BARBOSA et al., 2010b), Santa



Catarina (SAVARIS et al., 2011), Goids (PEREIRA et al., 2013) e Sergipe (RIBEIRO et al.,
2015).

Na regido Sudoeste do estado do Parana, a primeira ocorréncia foi registrada no
municipio de Realeza, no ano de 2012, com observacao de ataque em E. camaldulensis
(LORENCETTTI et al., 2015). Acredita-se que a disseminagdo desse inseto tenha ocorrido
naturalmente pelas fronteiras dos paises vizinhos, através de correntes de ar ou mesmo pelo
transporte de produtos florestais como lenha, madeira, folhas, galhos, aderidos a troncos de
arvores, dentre outros (NOACK; COVIELLA 2006; IPEF, 2010; MONTEMAYOR;
DELLAPE, MELO, 2015).

Montemayor, Dellapé e Melo (2015) estimaram a partir de modelos matematicos o
potencial de disseminacdo de T. peregrinus pelas regides do mundo. Os autores destacam gue,
devido ao aumento das areas com plantios de eucalipto, atencdo especial deve ser dada a
regides como o sul dos Estados Unidos, América Central, sul da China e paises vizinhos.
Estas regides, segundo os autores, apresentam condicfes climéticas favoraveis e ainda nédo
tém registros da presenca do percevejo-bronzeado.

Thaumastocoris peregrinus foi descrito por Carpinteiro & Dellapé (2006), na
Argentina. A revisdo do género Thaumastocoris, foi publicada no ano de 2011 (NOACK;
CASSIS; ROSE, 2011), devido a possibilidade da descricdo de alguns caracteres
morfolégicos, feita na Argentina, ndo terem contemplado as variacdes morfolégicas e
genéticas, existentes em populagbes nativas da Australia (PENTEADO; QUEIROZ;
BARBOSA, 2014).

O percevejo-bronzeado, T. peregrinus, € um inseto pequeno, de corpo achatado, com
aproximadamente 3,0 (trés) mm de comprimento quando adulto. Na sua cabega ha presenca
de placas mandibulares desenvolvidas, antenas com quatro segmentos, sendo 0s apicais mais
escuros e os olhos séo avermelhados. Os insetos adultos apresentam coloragdo marrom clara,
as ninfas sdo claras e véao escurecendo com o tempo. Os ovos sdo pretos, achatados e com a
regido central concava, depositados agrupados, preferencialmente, nas imperfeicdes ou
préximo a nervura das folhas, ramos e peciolos. No periodo ninfal apresentam cinco instares e
0 periodo de vida (ovo-adulto) dura cerca de 60 dias, podendo variar de acordo com as
condigdes climaticas (CARPINTEIRO; DELLAPE, 2006; NOACK; CASSIS; ROSE, 2011;
SOLIMAN et al., 2012).

Por tratar-se de uma espécie fitéfaga, tanto no estagio de ninfa quanto no estagio
adulto, este inseto perfura o limbo foliar para sugar a seiva e as injUrias ocasionadas sao 0

prateamento das folhas seguido do secamento e posterior queda (WILCKEN, 2008b;



WILCKEN et al.,, 2010). Quando fortemente atacadas, as arvores apresentam um tom
avermelhado nas folhas e conforme a infestacdo progride, a copa inteira fica amarelo-
avermelhada e a arvore comeca a perder as folhas (NOACK et al., 2009). Devido a essa
caracteristica relaciona-se 0 nome vulgar: percevejo-bronzeado.

As espécies de eucalipto mais suscetiveis ao ataque de T. peregrinus na Africa do Sul
sdo E. camaldulensis e E. tereticornis, sendo E. grandis, Eucalyptus paniculata, Eucalyptus
robusta e Eucalyptus saligna, mais resistentes (JACOBS; NESER, 2005). Na regido de
Sydney, Australia Eucalyptus scoparia e Eucalyptus nichilii demonstraram ser mais
susceptiveis ao ataque de T. peregrinus (NOACK; ROSE, 2007; NOACK et al. 2009). Na
Argentina, Eucalyptus dunnii € mais susceptivel e E. tereticornis, E. grandis e Eucalyptus
viminallis mais resistentes ao ataque de T. peregrinus (SANTADINO et al., 2009).

No Brasil, as espécies de eucalipto E. urophylla e E. grandis favoreceram o
desenvolvimento e a reproducdo de T. peregrinus (SOLIMAN, 2010), E. dunnii € mais
susceptivel ao ataque de T. peregrinus do que E. benthamii (BELINOVSKI et al. 2011). Os
hibridos de eucalipto E. saligha x Eucalyptus botryoides e Eucalyptus pellita x E. tereticornis
sdo mais resistentes do que E. camaldulensis (MENEZES et al. 2011).

O percevejo-bronzeado é um inseto com capacidade de dano elevado e de ciclo
reprodutivo rapido. No Rio Grande do Sul, este inseto apresentou maior pico populacional
nos meses de janeiro a marco (periodo do verdo), com temperaturas médias de 25°C e baixa
umidade relativa do ar (GARLET et al., 2012). Wrege et al. (2012) no estado do Parana,
destacam que nas condi¢cdes de temperaturas elevadas e baixa umidade relativa do ar o
percevejo-bronzeado pode apresentar quase o dobro de geraches, se comparada as regides
com temperaturas menores. Resultados semelhantes foram descritos por Ribeiro et al. (2015),
para o estado do Sergipe, onde o pico populacional de T. peregrinus ocorreu nos meses de
setembro a marco, periodo da primavera e verdo, no qual as temperaturas sdo mais elevadas e
a umidade relativa do ar é baixa.

No Parana, estudos de dindmica populacional, baseados em uma série histérica de
dados climaticos do INMET (Instituto Nacional de Metereologia), permitiram aos
pesquisadores determinar que o ciclo de desenvolvimento do T. peregrinus é dependente de
temperaturas elevadas e pode ocorrer de 7 a 11 geracfes em um ano, esses dados podem
auxiliar no planejamento estratégico da producéo de E. benthamii no estado (WREGE et al.,
2012; FONTAN et al., 2013).

Diante do exposto, sabe-se que o0 ataque de T. peregrinus em plantios de eucalipto

pode causar prejuizos a toda cadeia florestal, entretanto, os dados de estimativa dos danos



causados por essa praga aos plantios de eucalipto s&o inexistentes. Altas infestagdes podem
causar reducdo consideravel da taxa fotossintética, acarretando queda das folhas, e em alguns
casos extremos a morte das arvores. No entanto, existe a possibilidade de recuperacdo das
arvores, emitindo novas brotacées (BARBOSA, 2009).

Métodos de controle de T. peregrinus ainda estdio em fase de pesquisa e
desenvolvimento (MUTITU et al.,, 2013). Ha registro do uso do inseticida sistémico
imidacloprido em areas urbanas na Australia, por meio de microinjecdo no tronco da arvore,
tendo sido eficiente naquela ocasido (NOACK et al., 2009), porém esta técnica ndo é viavel
do ponto de vista operacional em plantios brasileiros (SOLIMAN, 2014).

No Brasil, alguns inseticidas quimicos estdo sendo testados para o controle de T.
peregrinus, dentre eles imidacloprido-tiametoxam e lambda-cialotrina + tiametoxam com
eficiéncia de 99,9% e 99,7%, respectivamente, no controle de ninfas e adultos de T.
peregrinus em plantio clonal de Eucalyptus sp. (TEREZAN, 2009). Os inseticidas
Chlorantraniliprole + tiametoxam (Voliam Flexi® 300 SC) e tiametoxam (Actara® 250 WG)
foram eficientes no controle de ninfas e adultos de T. peregrinus em plantios de eucalipto em
Minas Gerais (LIMA et al., 2012). Tiametoxam, tiametoxam + lambdacialotrina e acetato
causaram mortalidade acima de 85% sobre ninfas e adultos de T. peregrinus no estado de S&o
Paulo (SOLIMAN, 2014). Os inseticidas Imidacloprido, tiametoxam, lambda-cialotrina +
tiametoxam e lambda-cialotrina sdo eficientes, causando 100% de mortalidade em adultos de
T. peregrinus, 24 dias ap6s aplicacdo dos tratamentos, no Rio Grande do Sul (MACHADO et
al., 2016).

No entanto, no Brasil, mesmo com pesquisas sendo desenvolvidos no intuito de
comprovar a eficiéncia de inseticidas para o controle de T. peregrinus, ainda ndo existem
principios ativos registrados para este inseto junto aos 6rgdos oficiais, como Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA e Secretaria da Agricultura e Abastecimento
do Parand — SEAB. Aliado a este fator, as exigéncias da certificagdo do Conselho de Manejo
Florestal (Forestry Stewardship Council- FSC) aumentam as limitacdes na utilizacdo do
controle quimico (NADEL; NOACK, 2012; AGROFIT, 2016; SEAB, 2016).

Verifica-se que ¢ consenso entre os pesquisadores dos paises nos quais o percevejo-
bronzeado foi detectado, de que o controle bioldgico ¢ uma das principais estratégias a ser
adotada e vem apresentando resultados promissores para o controle deste inseto (BARBOSA
et al.,, 2010a; DIAS et al., 2014; WILCKEN et al., 2015). Destaca-se ainda que o controle
bioldgico pode vir a somar quanto as exigéncias da certificagdo florestal e quanto a restri¢ao

de utilizacdo de produtos quimicos nas florestas, sejam elas plantadas e/ou no manejo de



florestas naturais.

Extratos vegetais também tém sido testados como alternativa ao controle do T
peregrinus. Extratos de camomila (Matricaria chamomilla), chapéu de couro (Echinodorus
grandiflorus), roma (Punica granatum), espinheira santa (Maytenus ilicifolia) € manjerona
(Origanum majorana) foram testados sobre insetos adultos de 7. peregrinus. Os insetos que
tiveram contato com extrato de camomila e manjerona apresentaram longevidade média de
2,8 e 2,9 dias, respectivamente, tendo sido reduzidas quando comparadas a testemunha (5,5
dias), além de apresentarem propriedades repelentes (HAAS, 2015). Produtos comerciais
utilizados na agricultura alternativa também foram testados sobre 7. peregrinus, ¢
demonstraram efeito sobre os insetos, sendo que Rotenat® causou 94,4% de mortalidade em
adultos, Compostonat® 86,7%, Rotenat CE® 61,1%, Topneem® 52,8% (LORENCETTI et al.,
2015).

Na Australia, foi relatada a presenga da microvespa Cleruchoides noackae Lin &
Huber (Hymenoptera: Mymaridae) parasitando ovos de percevejo bronzeado, Ginico inimigo
natural da praga neste ambiente. A utilizacdo de C. noackae pode ser promissora para o
controle de T. peregrinus em diferentes paises como a Africa do Sul, Chile (MUTITU et al.,
2013) e Brasil, (BELTRAMIN, 2013, SOLLER et al., 2014). Mesmo com falta de informacao
na literatura internacional sobre esse inimigo natural (BARBOSA; WILCKEN, 2012),
métodos de criacdo em laboratorio t€ém sido desenvolvidos pela EMBRAPA Florestas, com
resultados promissores (HASS; BARBOSA; WILCKEN, 2015).

Neste contexto, também ha relatos de percevejos predadores, inimigos naturais de 7.
peregrinus, no Brasil, como Supputius cincticeps Stal (Hemiptera: Pentatomidae) e
Atopozeelus opsimus Elkins (Hemiptera: Reduviidae) (DIAS et al.,, 2014). Além desses
percevejos predadores, outros predadores foram descritos no Brasil o bicho lixeiro
Chyrsoperla externa Hagen (Neuroptera: Chrysopidae) (BARBOSA, 2010; WILCKEN et al.,
2010; SOUZA et al., 2012) e em Portugal Hemerobius bolivari Banks (Neuroptera:
Hemerobiidae) predando o percevejo-bronzeado (GARCIA et al., 2013).

Além do controle biol6gico natural, ocorrendo com entomdéfagos, o controle bioldgico
natural com a ocorréncia de entomopatdgenos também ja foi registrada. Zoophthora radicans
(Entomophthorales: Entomophthoraceae) foi observado causando epizootia em T. peregrinus,
no estado de S&o Paulo, onde o percevejo tem ocorréncia registrada desde o ano de 2009
(MASCARIN et al., 2012). Os géneros Paecilomyces ¢ Fusarium foram detectados sobre
adultos de percevejo-bronzeado em campo, no Rio Grande do Sul (LAZO, 2012, SAN
ROMAN et al. 2012). Adultos deste inseto foram encontrados mortos e aderidos a folhas de
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eucalipto em Araraquara/SP, o reisolamento permitiu identificar os géneros Botryosphaeria
sp., Alternaria sp., Nigospora sp., Davidiellatassiana, Cladosporium sp. e Aspergilus sp.
(SOLIMAN, 2014).

Os fungos entomopatogénicos sdo micro-organismos com amplo espectro de acéo,
podendo atacar as mais diversas fases de desenvolvimento do inseto. Estes entomopatdgenos
sdo virulentos e com penetracdo via tegumento, o que € uma vantagem em relacdo a outros
agentes entomopatogénicos, como bactérias e virus. Essa penetracdo ocorre ap6s a adesdo e
germinacdo do fungo na cuticula do hospedeiro, produzindo uma pequena hifa (tubo
germinativo) terminada em um apressorio. Para adentrar ao corpo do inseto, os fungos
produzem, além do apressorio, as enzimas quitinase e lipase que rompem a cuticula do
hospedeiro e adentram o seu corpo, Seguido pela colonizagdo. Durante a colonizagéo o fungo
se ramifica no interior do inseto, que pela acdo das enzimas, obstru¢do da hemolinfa ou falta
de nutrientes tem seus processos fisioldgicos comprometidos e morre. Sobre o cadaver do
inseto, o fungo produz grande quantidade de hifas, originando muitos conidios, a
conidiogénese, que posteriormente leva a dispersdo desses conidios, que pode ocorrer pelo
vento, agua ¢ animais (ALVES, 1998; BUTT, GOETTEL, 2000; ALMEIDA; MACHADO,
2006).

Segundo Costa et al. (2011) os fungos mais eficientes e usados para controle de insetos
na area florestal sdo Metarhizium anisopliae Metsch (Hypocreales: Claviciptaceae) e
Beauveria bassiana Vuill. (Ascomycetes: Clavicipitaceae). O fungo B. bassiana apresenta
registros no controle de varios insetos de importancia agricola e florestal, dentre eles o
percevejo-castanho-da-raiz Scaptocoris carvalhoi (Hemiptera: Cynidae) (XAVIER; AVILA,
2005), o pulgdo em bréssicas Lipaphis erysimi (Hemiptera: Aphilidae) (ARAUJO JR et al.,
2009), mosca-branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) (FARIA; MAGALHAES,
2001; RAMOS et al., 2004, POTRICH et al., 2011), o gorgulho-do-eucalipto Gonipterus
plantensis (Coleoptera: Curculionidae), o percevejo-bronzeado do eucalipto 7. peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae) (SOLIMAN et al., 2010; SMANIOTTO et al., 2012;
LORENCETTI, 2013; SOLIMAN, 2014; LORENCETTI et al., 2015), o piolho-da-alface
Nasonovia ribisnigri (Hemiptera: Aphidae) (SHRESTHA; ENKGAARD; STEENBERG,
2015), dentre outros.

O controle bioldgico com a utilizacdo de fungos entomopatogénicos tem se mostrado
promissor no controle de T. peregrinus, tendo estudos e pesquisas que avaliaram o potencial
patogénico de Paecilomyces cateniannulatus (LAZO, 2012), B. bassiana e lIsaria sp.
(LORENCETTI, 2013), sobre adultos do percevejo-bronzeado.
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A patogenicidade de B. bassiana foi testada com o produto comercial Boveril® SC nas
concentragoes de 1,0 x 104, 1,0x 10°,1,0x 10%,1,0x 10" e 1,0 x 10® conidios mL™, aplicados
em folhas de E. camaldulensis, verificando mortalidade de 97,5% de T. peregrinus no 3° e 4°
instar, na maior concentracao testada (SOLIMAN et al. 2010). Isolados ndo comerciais de B.
bassiana, foram testados sobre adultos de 7. peregrinus e causaram mortalidade em 78,6%
dos insetos (LORENCETTI et al., 2011).

O estudo de alternativas de controle de insetos-praga cresce com o aumento do
interesse por praticas que minimizem o uso de agroquimicos € promovam a preservacao e
conservagdo do ambiente, podendo ser uma boa op¢ao para o manejo integrado de insetos-
praga e a manutencao de organismos ndo-alvo benéficos ao ambiente.

A adocdo de medidas para o controle do 7. peregrinus ainda estdo em estudo e a falta
de principios ativos registrados para o percevejo-bronzeado junto aos Orgdos oficiais
(AGROFIT e SEAB) (AGROFIT, 2016; SEAB, 2016), bem como os entraves dos processos
da certificacao florestal, o qual impde severas restricdes quanto ao uso de inseticidas quimicos
para o controle de pragas no setor florestal, favorecem as estratégias de controle bioldgico que
vem sendo estudadas, dentre elas a utilizacdo de B. bassiana.

Além disso, a patogenicidade dos fungos deve ser estudada em todas as fases de
desenvolvimento dos insetos, a fim de determinar em qual estdgio de desenvolvimento o
inseto ¢ mais suscetivel ao entomopatogeno e, consequentemente, o controle serd mais
eficiente. Soma-se a isso, a necessidade de produtos registrados, no Brasil, para o controle
deste inseto em areas infestadas, alavancando a importancia de testes com isolados comercias

de B. bassiana e de outros fungos.
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2 ACAO DE Beauveria bassiana VUILL. (ASCOMYCETES: CLAVICIPITACEAE)
SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE Thaumastocoris peregrinus CARPINTEIRO &
DELLAPE (HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE)

2.1 INTRODUCAO

O percevejo-bronzeado, Thaumastocoris peregrinus Carpinteiro & Dellapé
(Hemiptera: Thaumastocoridae), ¢ um inseto fitéfago que ataca, preferencialmente, arvores
pertencentes ao género Eucalyptus. Este inseto ¢ originario da Australia e nos ultimos anos
vem se dispersando rapidamente, com ocorréncia registrada em vérios paises (JACOBS;
NESER, 2005; CARPINTEIRO; DELLAPE, 2006; NOACK; COVILELLA, 2006;
WILCKEN et al., 2010; MARTINEZ; BIANCHI, 2010; NADEL, et al., 2010; IDE, et al.,
2011; NOACK; CASSIS; ROSE, 2011; LAUDONIA; SASSO, 2012; SOPOW et al., 2012;
GARCIA et al., 2013), infestando diferentes espécies, clones e hibridos de eucalipto plantados
nesses paises.

No Brasil, 7 peregrinus foi detectado em 2008 (WILCKEN et al., 2010), e desde
entdo tem se disseminado rapidamente em todos os estados produtores de eucalipto
(WILCKEN et al., 2010; BARBOSA et al., 2010; SAVARIS et al., 2011; PEREIRA et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2015). Na regido Sudoeste do Parand, este inseto foi detectado em
junho de 2012, atacando arvores de Eucalyptus camaldulensis (LORENCETTI et al., 2015).

Quando adulto, 7. peregrinus apresenta cerca de 3 mm e coloracdo marrom-clara, seus
ovos sdo pretos e encontrados agrupados nas folhas, flores e ramos das plantas (JACOBS;
NASER, 2005; CARPINTEIRO; DELLAPE, 2006; BUTTON, 2007). Apresenta cinco
instares ninfais e ciclo total de, aproximadamente, 60 dias, podendo variar de acordo com as
condigdes climaticas (NOACK; ROSE, 2007; WILCKEN et al., 2010; SOLIMAN et al.,
2012). Ao sugar a seiva, o percevejo-bronzeado causa o prateamento das folhas, passando
para tons avermelhados, deixando a copa das arvores com aspecto bronzeado, caracterizando
a origem do seu nome (JACOBS; NESER, 2005; BARBOSA et al., 2009; WILCKEN et al.,
2010).

Um dos principais métodos para o manejo de 7. peregrinus € o controle biologico, seja
ele com uso de fungos entomopatogénicos, parasitoides ou predadores (BARBOSA et al.,
2010a; DIAS et al., 2014; MOREIRA, 2104; PODEROSO, 2014; SOLIMAN, 2014; EIDY et
al., 2015).
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Dentre os fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana Vuill. (Ascomycetes:
Clavicipitacea) ¢ um dos mais estudados e utilizados para o controle de insetos, tanto na area
agrondmica e florestal. Este fungo apresenta caracteristicas desejaveis no controle de insetos,
como o largo espectro de acao (quando comparados aos outros entomopatogenos), facilidade
de cultivo e replicagdo in vitro, variabilidade genética e ocorréncia natural em ambientes
equilibrados (ALVES et al., 1998). Diferente de outros patéogenos, os fungos causam infec¢ao
nos insetos nao apenas pela ingestdo, mas principalmente pela penetragdo via tegumento e
espiraculos (ALVES, 1998).

Beauveria bassiana ¢é relatado como patogénico a varios insetos da ordem Hemiptera,
como mosca-branca Bemicia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) (FARIA;
MAGALHAES, 2001; RAMOS et al., 2004, POTRICH et al., 2011), percevejo-da-renda da
seringueira Leptopharsa heveae Drake & Poor (Hemiptera: Tingidae) (TANZINI, 2002),
pulgdo Lipaphis erysimi Kalt (Hemiptera: Aphilidac) (ARAUJO JR et al., 2009), percevejo-
de-renda da mandioca Vatiga manihotae Drake (Hemiptera: Tingidae) (BELLON et al., 2009),
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psylidae) (PINTO et al., 2012), percevejo-marrom
da soja Euschistus heros Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae) (ZAMBIAZZI et al., 2012) e
percevejo-verde Nezara viridula Linnaues (Hemiptera: Pentatomidae) (RAAFAT et al., 2015).

Ha registros da ocorréncia natural de B. bassiana controlando 7. peregrinus em
plantios de Eucalyptus dunnii, no estado do Rio Grande do Sul (SMANIOTTO et al., 2012) e
na regido sudoeste do estado do Parana (LORENCETTI, 2013). Em laboratorio, diferentes
isolados foram testados sobre ninfas de 3° e 4° instar e adultos de 7. peregrinus, sendo
comprovada a patogenicidade sobre estes insetos (SOLIMAN, 2010). Isolados de B. bassiana
causaram mortalidade (46,8% e 78,6%) em adultos de T. peregrinus (LORENCETTI, 2013).

Sabendo que B. bassiana apresenta vantagens para o controle de insetos-praga, e
verificando casos de ocorréncia natural sobre 7. peregrinus, estudo sobre a acdo deste fungo
sdo necessarios a fim de elucidar a patogenicidade sobre diferentes fases do inseto. Além
disso, o conhecimento da interacao entre B. bassiana, em especial de um isolado ja utilizado
comercialmente e 7. peregrinus pode colaborar para o futuro desenvolvimento e formulagao
de um produto, destacando que ndo ha produtos registrados para o controle deste inseto
(AGROFIT, 2016). Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a agdo do fungo
entomopatogénico B. bassiana, isolado IBCB 66 sobre diferentes fases de desenvolvimento

de T peregrinus, em condigdes de laboratodrio.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Controle Biologico | e 1l da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV). Para a
criacdo em laboratorio, realizou-se a coleta de ramos de Eucalyptus benthamii infestados com
ovos, ninfas e adultos de T. peregrinus. A presenca de T. peregrinus em E. benthamii foi
confirmada com observacéo in loco, no municipio de Salgado Filho-PR. Quando necessario,
insetos e ovos de T. peregrinus foram fornecidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - Embrapa Florestas, situada na cidade de Colombo, Parana. Para a utilizagdo
nos bioensaios, priorizou-se a utilizacdo da 1° geracdo criada em laboratério, com idade
controlada e padronizada.

Para a alimentacdo e oviposicdo dos percevejos foram fornecidos ramos de E.
benthammi e Eucalyptus dunnii, coletados em macicos florestais pertencentes a UTFPR-DV.
Os ramos, néo tratados, coletados em campo, foram envoltos em um chumaco de algodéo e
mantidos em frascos de vidro, do tipo erlenmeyers, contendo agua para conservar a turgidez
das folhas pelo maior tempo possivel. Estes frascos contendo os ramos e 0s insetos foram
mantidos em camara climatizada tipo BOD (27 £ 2 °C, fotofase de 14 h, U.R. de 70 + 10%).
Ramos novos de eucalipto foram adicionados aos buqués diariamente, para que 0s percevejos
migrassem dos ramos velhos, sendo esses retirados quando necessério.

O fungo utilizado foi Beauveria bassiana IBCB 66 (1,0 x 108 conidios mL-1). Este
fungo foi selecionado pelo fato do mesmo ja ser empregado na producdo organica na regido
Sudoeste do Parand, para o controle de mosca branca, este mesmo isolado tem sido testado em
bioensaios sobre o0 percevejo verde da soja.

Para realizagdo dos bioensaios, os tratamentos foram compostos por: Agua destilada
esterilizada; Agua destilada esterilizada + Tween® 80 (0,01%) e Beauveria bassiana IBCB 66
(1,0 x 10® conidios mL™). A suspensdo de B. bassiana, na concentracdo (1,0 x 10° conidios
mL", foi preparada pesando-se 0,33 g do produto, na forma de p6 molhéavel, e acrescentado
em frasco Erlenmeyer com100 mL de agua destilada esterilizada contendo o tenso ativo
Tween® 80 (0,01%). Em seguida os frascos foram vedados e agitados em Vortex por cinco

minutos, para homogeneizacao.
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2.2.1 Agdo de B. bassiana sobre ovos de T. peregrinus

O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado no qual, folhas de
E. benthamii, previamente esterilizadas com hipoclorito de sédio a 2%, foram dispostas em
camara de fluxo laminar por cinco minutos para evaporagdo do excesso de agua e entdo,
recortadas com 2,4 cm de didmetro, com auxilio de um vazador. Estes discos foram colocados
no interior de tubos de vidro de fundo chato (2,5 cm de diametro e 10 cm de altura)
esterilizados, contendo 1,0 cm de solucéo de hidrogel, a fim de manter a turgidez das folhas.

Cartelas contendo massas de ovos de T. peregrinus (cartela contendo em média de 10
ovos com idade de 48 horas) foram imersas por cinco segundos na solugéo referente a cada
tratamento, e em seguida, dispostas em camara de fluxo laminar, por cinco minutos, para
evaporacdo do excesso de agua. Na sequéncia, estas cartelas foram alocadas sobre os discos
foliares de eucalipto (trocados a cada dois dias) no interior dos tubos de vidro de fundo chato
vedados com voil, para permitir as trocas gasosas e evitar a fuga das ninfas apos eclosdo.
Foram realizadas 20 repetices para cada tratamento, sendo estes mantidos em camara
climatizada tipo BOD (27 + 2 °C, fotofase de 14 h, U.R. de 70 = 10%).

A avaliacdo foi realizada diariamente, com auxilio de microscépio estereoscopio
Tecnival®, observando-se o periodo de incubacio e determinada a viabilidade dos ovos de T.
peregrinus. Para avaliacdo do periodo de incubacdo foi considerado o tempo desde a postura
dos ovos até a eclosdo da ninfa. Para determinacdo do nimero de ovos com eclosdo das
ninfas, considerou-se ovos com ninfas eclodidas + ovos com sinais de abertura opercular
mesmo sem observacdo da saida da ninfa do ovo. A viabilidade média foi determinada com
base na razdo entre nimero de ovos com eclosdo das ninfas e 0 nimero total de ovos de cada
tratamento, conforme metodologia adaptada de Soliman et al. (2012).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas entre
si pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade, com auxilio do
programa BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007).
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2.2.2 Agdo de B. bassiana sobre ninfas de 7. peregrinus

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, no qual folhas
de E. benthamii, previamente esterilizadas com hipoclorito de sddio a 2%, foram imersas por
cinco segundos na solucdo referente a cada tratamento, em seguida, foram dispostas em
camara de fluxo laminar por cinco minutos para evaporacdo do excesso de agua e entdo,
recortadas com 2,4 cm de diametro, com auxilio de um vazador. Estes discos foram colocados
no interior de tubos de vidro de fundo chato (2,5 cm de didmetro e 10 cm de altura)
esterilizados, contendo 1,0 cm de solucdo de hidrogel, a fim de manter a turgidez das folhas.
Os discos, foram trocados a cada dois dias.

Cada tudo de vidro de fundo chato recebeu uma ninfa de 3° instar de T. peregrinus,
com idade controlada (1° dia de 3° instar), totalizando 50 tubos/repeti¢fes por tratamento.
Estes foram mantidos em camara climatizada tipo BOD (27 + 2 °C, fotofase de 14 h, U.R. de
70 + 10%), vedados com voil, para permitir as trocas gasosas e evitar a fuga dos insetos.

Neste bioensaio, por meio da observacdo diaria e com auxilio de microscopio
estereoscopio Tecnival® foram avaliadas: a duracdo e a viabilidade dos instares ninfais. A
duracdo de cada instar foi determinada como um periodo entre uma ecdise e a proxima. A
viabilidade média (%) foi determinada com base no nimero de insetos vivos ao final de cada
instar em razdo ao namero inicial de insetos.

Os insetos mortos foram imersos por cinco segundos em alcool 70%, para desinfeccéao
superficial e, na sequéncia, em &gua destilada esterilizada. Posteriormente foram
acondicionados em camara Umida, preparadas em placas de 16 pogos contendo papel filtro
esterilizado e umedecido com &agua destilada esterilizada. Estas foram acondicionadas em
bandejas contendo algodao umedecido ao fundo e acondicionados em camara climatizada tipo
BOD (27 + 2 °C, fotofase de 14 h, U.R. de 70 + 10%), por até sete dias, para extrusdo do
fungo.

2.2.3 Agdo de B. bassiana sobre adultos de 7. peregrinus

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, a metodologia
utilizada foi a mesma descrita no item 2.2.2. Cada tudo de vidro de fundo chato recebeu um
inseto adulto de T. peregrinus (com idade de 24 horas), totalizando 50 tubos/repeticGes por

tratamento. Estes foram vedados com voil para permitir as trocas gasosas e evitar a fuga dos
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insetos e mantidos em camara climatizada tipo BOD (27 + 2 °C, fotofase de 14 h, U.R. de 70
+ 10%).

Neste bioensaio a longevidade dos adultos de T. peregrinus foi determinada por meio
de observacOes diarias, até a mortalidade de todos os insetos. Os insetos mortos foram
submetidos a camara umida conforme procedimento descrito no item anterior.

Os bioensaios envolvendo a acdo de B. bassiana sobre ninfas e adultos foram
repetidos por trés vezes, para a confiabilidade dos resultados, sendo os dados compostos pela
média dos trés experimentos. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas entre si pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade. Também foi realizada a analise de sobrevivéncia através do método de
comparagOes pareadas, pelo teste Log-Rank, com auxilio do programa BioEstat 5.3 (AYRES
etal., 2007).

2.2.4 Analise Histologica de adultos de 7. peregrinus

Com o objetivo de verificar a presenca do fungo entomopatogénico B. bassiana nos
tecidos de adultos de T. peregrinus, foram coletadas 10 (dez) amostras de insetos mortos de
cada tratamento. As amostras foram fixadas em fixador Bouin (acido picrico saturado 750
mL, &cido acético glacial 50 mL e Formol 30-40% 250 mL) por 6 a 10 h e posteriormente
lavados em alcool 70% (3 x 1 h) e, armazenadas em solucdo de alcool 70% até sua utilizacao.
Para o processamento das amostras, as mesmas foram desidratadas em série crescente de
alcool etilico (&lcool 80%: 10 minutos, alcool 90%: 10 minutos, alcool 95%: 10 minutos,
alcool 98%: 10 minutos, alcool 100%: 2x 15 minutos) e alcool-xilol (1:1: 10 minutos), sendo
posteriormente diafanizadas em xilol (xilol I: 20 minutos, xilol 1I: 20 minutos, xilol I11: 10
minutos e Xxilol-parafina: 30 minutos). Apds a completa desidratacdo e diafanizacdo foi
realizada a embebicdo em parafina (parafina I: "overnight” e parafina Il: 60 minutos, em
estufa a 60°C) e a emblocagem em parafina histoldgica (parafina histoldgica / cera de abelha
4:1).

O material emblocado foi cortado em micrétomo Eikonal EK Micro, gerando cortes de
3um de espessura, montados em lamina de vidro para microscopia (3,0 x 10,0 cm) contendo
uma fina camada de albumina e, posteriormente, assentadas sobre chapa quente para distenséo
dos cortes. Na sequéncia, foram eliminados os residuos de albumina e as laminas

permaneceram 7 dias em estufa a 35° C para secarem completamente.
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Os cortes foram corados pelo método H&E (Hematoxilina/Eosina) e para isto foi
realizada a desparafinizacdo (xilol I: 30 minutos, xilol Il: 15 minutos, xilol-alcool (1:1): 10
minutos, alcool 100% I: 10 minutos, alcool 100% II: 10 minutos) e a reidratacdo destes em
série decrescente de alcool etilico (alcool 90%: 10 minutos, alcool 80%: 10 minutos, lavagem
em &gua corrente: 10 minutos). Para a coloracdo, os cortes foram banhados em hematoxilina
(30 segundos), lavados em &gua corrente (10 minutos), banhados em eosina (5 segundos) e
novamente lavados em agua corrente (10 segundos). As laminas com os cortes ficaram em
estufa a 35° C por dois dias para secagem, quando foram recobertas por laminulas de vidro
para microscopia (2,3 x 3,6 cm), fixadas com Balsamo do Canadé.

As laminas contendo os cortes foram analisadas em Microscépio de Luz Opton
trinocular TNB- 40T-PL, com camera digital acoplada para captura de imagens, com auxilio
do programa software ScopePhoto 2.04 no Laboratdrio de Microscopia Il - UTFPR — DV. A
descricdo da morfologia dos tecidos de adultos de T. peregrinus foi baseada no trabalho
desenvolvido por Souza (2012). A comparacdo da composicdo dos tecidos das amostras de
insetos oriundos dos tratamentos testemunha (Agua destilada esterilizada) e insetos oriundos
do tratamento com B. bassiana com presenca de conidios foi baseada no estudo desenvolvido
por Raafat et al. (2015).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Agdo de B. bassiana sobre ovos de T. peregrinus

N&o houve diferenca quanto ao periodo médio de incubagdo dos ovos de T.
peregrinus, variando de 60,2 + 0,25 horas para o tratamento Agua destilada esterilizada +
Tween® (ADET) a 93,0 + 0,22 horas para o tratamento B. bassiana e 93,0 + 0,25 horas para
Agua destilada esterilizada (ADE) (Tabela 1).

Tabela 1: Periodo médio de incubagdo (horas) (£ EP), nimero total de ovos, nimero de ovos
com eclosdo das ninfas e viabilidade (%) dos ovos de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae), nos diferentes tratamentos, (26 + 2°C, 14 h de fotofase ¢ U.R. de 70 +

10%). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2016.

Periodode  N°total 'V JEOVOSCOM 4o uidade

TRATAMENTOS incubaczo® de ovos? eclo_sao o3|as (%)
ninfas
Agua destilada esterilizada
(ADE) 93,0+0,25a 61 22 36,0 a
Agua destilada esterilizada
+ Tween® (ADET) 60,2+ 0,80 a 65 31 47,7 a
B. bassiana IBCB 66 93,0+0,22 a 67 40 59,7 a
* Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis

(p<0,05).

10 perfodo de incubagao dos ovos foi analisado desde a postura do ovo até a ecloséo da ninfa.

2 Nimero de ovos total de cada tratamento.

¥ 0Ovos com ecloséo das ninfas: ovos com ninfas eclodidas + ovos com sinais de abertura opercular, mesmo sem
observacdo de saida da ninfa do ovo.

* Viabilidade calculada com base no niimero de ovos com eclosdo das ninfas em relacdo ao niimero total de ovos
de cada tratamento.

N&o foi observada agdo de B. bassiana sobre a viabilidade de ovos de T. peregrinus. A
viabilidade dos ovos foi de 36% no tratamento ADE, 47,7% no tratamento ADET e 59,7%

para o tratamento com B. bassiana (Tabela 1).
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2.3.2 Agdo de B. bassiana sobre ninfas e adultos de 7. peregrinus

A duragdo média do terceiro instar de 7. peregrinus ndo apresentou diferenca quando
submetido aos diferentes tratamentos (Tabela 2, Figura 1), variando de 68,7 + 1,66 horas
Agua Destilada Esterilizada (ADE), 71,3 = 1,91 horas para B. bassiana ¢ 86,5 + 1,82 horas
para Agua Destilada Esterilizada + Tween® (ADET). A duracio do quarto instar de T.
peregrinus foi reduzida quando este inseto entrou em contato com B. bassiana, apresentando
57,6 £ 2,51 horas, diferindo dos tratamentos testemunha ADE com 79,6 + 2,03 horas ¢ ADET
com de 89,3 + 2,13 horas (Tabela 2, Figura 1).

O mesmo ocorreu com quinto instar, no qual o tratamento com B. bassiana reduziu a
duracdo do instar para 40,9 + 1,35 horas, enquanto os insetos submetidos aos tratamentos
ADET e ADE apresentaram duragdo média de 91,3 £ 2,51 e 94,4 £+ 2,39 horas,
respectivamente, ndo diferindo entre si (Tabela 2, Figura 1).

A duragdo do periodo ninfal de 7. peregrinus, do 3° ao 5° instar, variou de 266,4 + 0,23
horas quando submetido ao tratamento ADET, 2424 + 0,21 horas quando submetido ao
tratamento ADE e 170,4 + 0,16 horas quando em contato com o tratamento com B. bassiana,

sendo que este ultimo diferiu significativamente dos demais tratamentos (Tabela 2).

45
4
735 m Agua destilada
T 3 esterilizada
©
g 25 m Agua destilada
E 2 esterilizada + Tween®
g 1%
15 (0,01%) _
S Beauveria bassiana
o 1
0.5
0 . . .

3° instar 4° instar 5° instar Adulto

Figura 1: Duracdo média (dias) de ninfas e adultos de Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae) submetidos aos diferentes tratamentos, (27 = 2°C, 14 h de
fotofase e U.R. de 70 = 10%). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2016.
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A sobrevivéncia estimada (%) e o tempo de vida (horas) para ninfas de 4° e 5° instares de T
peregrinus nos tratamentos testemunha e B. bassiana pode ser observado na Figura 3. Nota-se
que as curvas de sobrevivéncia estimadas remetem aos mesmos resultados observados durante
o desenvolvimento do trabalho demonstrando que as ninfas de 4° e 5° instar de 7. peregrinus,
submetidas ao tratamento com B. bassiana reduziram a sobrevivéncia no tempo (horas)
quando comparados aos insetos submetidos ao tratamento testemunha (Agua Destilada
Esterilizada). Para andlise de sobrevivéncia, utilizaram-se as médias do tratamento
testemunha Agua Destilada Esterilizada, uma vez que o tratamento Agua Destilada

Esterilizada + Tween®, nestes casos, ndo influenciou na sobrevivéncia de 7. peregrinus.

Ninfas de 4° instar Ninfas de 5° instar
100 100
¢ Testemunha —_ 80 + Testemmunha —_ 80
":; 60— ::; 601
.z Z
5 st 5 st
20—+ 20—+
B. basziana E. bazsiana
0 } f t { 0 } } t {
0 20 40 50 80 0 20 40 60 80
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 2: Curvas de sobrevivéncia estimadas pelo método de comparagdes pareadas, pelo
teste Log-Rank, para ninfas de 4° e S5°nstar de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae), submetidos aos diferentes tratamentos , (27 = 2°C, 14 h de fotofase e
U.R. de 70 + 10%). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2016.
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Tabela 2: Duragcdo Média (D) em horas (h) (= EP), dias (d) e Viabilidade (V) (%), dos instares ninfais de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) submetidos aos diferentes tratamentos, (27 + 2°C, 14 h de fotofase e U.R. de 70 = 10%). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2016.

TRATAMENTOS Terceiro instar Quarto instar Quinto instar Pr?irr:?zgo
D(h)} D (d)? \a D()Y D(@)? \a D(h)' D(d)? Ve D (d)”

Agua destilada esterilizada
(ADE)
Agua destilada esterilizada
+ Tween® (ADET)

68,7t166a 29 90+2,8lab 79,6+2,03b 3,3 78+3,49D 94,4+239b 3,9 72+405Db 10,1+0,21 b

86,5t1,82a 36  94+251b 89,3+2,13b 3,7 88+3,06b  91,3*251b 3,8 78+3,50b 11,1+0,23 b

B. bassiana IBCB 66 71,3+191a 3,0 88+274a 57,6+251a 24 58+365a  409+135a 17 38+2,84a 7,140,16 a

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

! A duracio média em horas foi determinado como o periodo entre uma ecdise e a proxima

? Duragdo média em dias foi obtida pela razéo D (h)/24 horas/dia.

* Viabilidade média foi determinada com base no niimero de insetos vivos ao final de cada instar em razdo ao nimero inicial de insetos de cada instar.
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Adultos de 7. peregrinus submetidos ao tratamento B. bassiana tiveram longevidade
de 71,2 + 1,79 horas, ndo diferindo dos adultos de 7. peregrinus provenientes dos tratamentos
ADET, com menor média de longevidade (65,6 £ 1,60 horas) e ADE com maior média de
longevidade (89,7 + 1,72 horas) (Tabela 3, Figura 1).

Tabela 3: Longevidade em horas e dias (£ EP), dos adultos de Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae) submetidos aos diferentes tratamentos, (27 = 2°C, 14 h de
fotofase e U.R. de 70 = 10%). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2016.

Longevidade (horas)" Longevidade (dias)”
Agua destilada esterilizada 89,7+1,72b 3,7
Agua destilada esterilizada + 65.6 + 1,60 a 2.7
Tween®
B. bassiana IBCB 66 71,2+ 1,79 ab 3,0
* Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis

(p=<0,05).
! A longevidade em horas foi determinada por meio de observacdes diérias até a mortalidade de todos os insetos
? Longevidade média em dias foi obtida pela razao Longevidade (h)/24 horas/dia.

Verificou-se que B. bassiana foi patogénico a todos os instares ninfais e a fase adulta

de T. peregrinus, conforme mortalidade confirmada observada apds o inseto ser submetido a

camara umida (Figura 2).

Figura 3: A- Ninfas de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) que
foram submetidas ao tratamento com Beauveria bassiana (Ascomycetes: Clavicipitaceae); B:
Extrusdo do fungo B. bassiana sobre T. peregrinus (27 + 2°C, 14 h de fotofase e U.R. de 70 +
10%). UTFPR, Dois Vizinhos - PR, 2016.
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2.3.3 Analise Histologica de adultos de 7. peregrinus

Verificou-se nos tecidos de adultos de 7. peregrinus que entraram em contato com o
fungo B. bassiana, hifas, conidios e conidiéforos. Destes, os tecidos em que se observou
maior quantidade de hifas foram os tecidos componentes do sistema digestivo e do sistema
muscular (Figura 4). Além disso, foram observados o rompimento da cuticula de 7. peregrinus

e a saida (extrusao) de B. bassiana com conidiogénese (Figura 4F).
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Figura 4: A e B: Analise histologica de tecidos de adultos de Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridade) que tiveram contato com o tratamento Agua destilada
Esterilizada; C, D, E e F: Adultos de 7. peregrinus que entraram em contato com o tratamento
Beauveria bassiana IBCB 66 (Ascomycetes: Clavicipitaceae). a) musculatura sem
deformacgdes; b) nucleo da célula; c) musculatura da asa; d) reto; e) intestino médio; f)
conidios de B. bassiana na musculatura; g) rompimento da cuticula; h) hifa de B. bassiana; 1)
conidios de B. bassiana na parte externa; j) conididforo de B. bassiana.
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2.4 DISCUSSAO

Os fungos entomopatogénicos causam mortalidade em insetos, e podem agir sobre 0s
aspectos biologicos destes, como a oviposi¢do, fecundidade, viabilidade de ovos,
desenvolvimento de ninfas e adultos, afetando todo o ciclo de vida do inseto em condic¢des de
campo (MULOCK; CHANDLER, 2001) e, principalmente, em laboratorio.

Avaliando-se aspectos biologicos de T. peregrinus sob a acdo de B. bassiana,
verificou-se que o periodo de incubagdo dos ovos deste inseto de 60,2 + 0,80 (ADET), 93,0 +
0,25 (ADE) e 93,0 £ 0,22 (B. bassiana) a temperatura de 27+2°C, este resultados foram
menores (independente do tratamento) do que o observado por Noack e Rose (2007), no qual
0 periodo de incubacdo dos ovos foi de 144 horas, com viabilidade média de 19% a
temperatura de 17 a 20°C. Em resultados encontrados por Soliman et al. (2012), os autores
descrevem o periodo de incubagdo dos ovos de T. peregrinus de 151,7 horas e viabilidade
média de 89,7% a temperatura de 26°C.

Longos periodos de incubagdo dos ovos em temperaturas amenas 14°C (502,1 horas) e
18°C (319,4 horas) favorecem a durabilidade dos ovos (3 a 4 meses), como ocorre no inverno
do Brasil e podem gerar descendentes férteis. Contudo, em temperaturas elevadas 30°C
(116,2 horas), a incubacdo dos ovos pode ser mais rapida, demonstrando a elevada capacidade
de se ter um grande nimero de geracdes de T. peregrinus ao longo dos periodos mais quentes
do ano (SOLIMAN, 2010).

Neste trabalho, o periodo de incubacéo reforca a suposicdo de Soliman (2010), de que
esta condicdo de temperatura possa favorecer maior nimero de geracGes de T. peregrinus
durante o0 ano. Ressalta-se que nem o periodo de incubacdo e nem a viabilidade dos ovos de T.
peregrinus foi afetada por este isolado de B. bassiana IBCB 66, além disso, o conhecimento
dessas caracteristicas € um fator importante a se considerar para tragar estratégias de controle
nas diferentes épocas do ano.

Isolados de B. bassiana foram descritos causando infec¢do em ovos de Blissus antillus
Leonard (Hemiptera: Lygaeidae), variando entre 7,8% e 43,3%, 0 que corresponde a uma
baixa viruléncia (SAMUELS et al., 2002). Ovos de Diatraea saccharis Fabr. (Lepidoptera:
Crambidae), pulverizados com B. bassiana na concentracdo 1,0 x 10° 1,0 x 10* e 1,0 x 103
conidios mL™, apresentaram viabilidade de 48,5%, 63,4% e 83,3%, respectivamente,
enquanto que para a testemunha a viabilidade foi de 88,4% (OLIVEIRA et al., 2008). B.

bassiana foi capaz de colonizar a superficie do cério do ovo de Diatraea saccharis Fabr.
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(Lepidoptera: Crambidae), mas ndo atingiu o embrido, permitindo a eclosdo das larvas, isso
pode ter ocorrido pela protecdo proporcionada pelo corio impedindo a penetracdo do fungo,
mas também pela rapida ecloséo das larvas (SIMI, 2010).

O efeito de fungos sobre insetos considerados praga demonstram que a utilizacao de B.
bassiana tem sido eficiente para o controle destes, mas a susceptibilidade de ovos de insetos
aos agentes de controle microbiano, dentre eles os fungos entomopatogénicos, tem sido pouco
discutida na literatura (VALENTE et al., 2014). Além disso, ndo foram encontrados na
literatura estudos avaliando a acéo de B. bassiana sobre ovos de T. peregrinus.

A ndo interferéncia de B. bassiana sobre o periodo de incubacdo e a viabilidade dos
ovos de T. peregrinus pode ter sido influenciada pela composi¢cdo do corio do ovo deste
inseto, que € composto por quatro camadas exocério, endocério, camada de ar e camada
coridnica interna (SOUZA, 2012). O exocério e o endocério sdo formados por células
foliculares ainda no ovério e o principal constituinte dessas células sdo proteinas que podem
endurecer antes ou depois da oviposi¢do. A espessura do corio pode variar de 1um para
insetos da ordem Hymenoptera a 5um para insetos da ordem Orthoptera e Lepidoptera
(CHAPMAN, 2013).

Alguns fungos oportunistas foram encontrados por Soliman (2010) se desenvolvendo
sobre a parte externa de ovos de T. peregrinus, contudo, a emergéncia de ninfas nao foi
comprometida, concluindo que ndo houve perda da viabilidade dos ovos. Desta forma,
acredita-se que as camadas presentes no corio do ovo de T. peregrinus formam barreiras de
protecdo a penetracdo do apressorio de B. bassiana e, possivelmente, de outros fungos, o que
pode estar relacionado ao fato deste entomopatdgeno nao ter reduzido a viabilidade dos ovos
deste inseto.

Beauveria bassiana também ndo apresentou efeito sobre ovos de B. tabaci, ja para
ninfas a mortalidade foi de 62% (RAMOS et al., 2004). A menor susceptibilidade dos ovos
pode estar relacionada as barreiras fisicas do préprio corio do ovo, impedindo a colonizacao
do embrido, mas ndo necessariamente evita a mortalidade nos estagios posteriores de contato
com o fungo.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo € idade do ovo, que pode diminuir as
chances de infec¢do pelo endurecimento do corio, formando uma barreira fisica e quimica por
torna-lo mais estavel a acdo enzimatica dos patdgenos (ALVES, 1998). Segundo Valente
(2014), ovos de Diatracea flavipennela Box (Lepidoptera: Crambidae) de 24 horas de idade
sdo mais susceptiveis a infeccdo pelo fungo B. bassiana, ja para M. anisopliae ovos de 24, 48

e 72 horas sdo susceptiveis a infeccdo. No presente trabalho, os ovos de T. peregrinus que
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foram submetidos aos tratamentos apresentavam 48 horas de idade, o que provavelmente
reduziu a possibilidade de infecgdo.

O periodo ninfal geralmente é mais susceptivel a entomopatogenos, quando
comparado a fase de ovo ou a fase adulta. Isso se deve, pois, diferentemente da fase de ovo, a
fase de ninfa ndo apresenta corio como protecdo e, diferentemente da fase adulta, ndo
apresenta as asas, que tambeém podem contribuir na protecdo. Este fato pdde ser verificado no
presente trabalho, no qual ninfas de 4° e 5° instares foram suscetiveis a B. bassiana.

A reducéo na viabilidade das ninfas de 4° e 5° instar e a ndo reducéo na viabilidade de
ninfas de 3° instar, que entraram em contato com B. bassiana, pode ter ocorrido devido ao
momento em que estas ninfas entraram em contato com este entomopatogeno. Neste caso, as
ninfas de 3° instar entraram em contato direto com B. bassiana, porém, segundo Alves et al.
(1998), a germinacdo dos conidios de B. bassiana ocorre, geralmente, 12 horas apés a
inoculacdo, e a colonizacdo em até trés dias, o que pode ter ocorrido apenas quando esta ninfa
ja estava em seu 4° ou 5° instar.

No presente trabalho avaliou-se o periodo ninfal do 3° ao 5° instar, o qual variou de
170,4 + 0,16 horas para B. bassiana, 242,4 + 0,21 horas para ADE e 266,4 + 0,23 horas para
ADET. A duracdo do periodo ninfal de T. peregrinus que entrou em contato com 0s
tratamentos corrobora com os verificados por Noak e Rose (2007), os quais observaram 295,2
horas e Soliman (2010), que observou 230,9 horas de duragdo de T. peregrinus.

Beauveria bassiana IBCB 66 nao foi patogénico para adultos de T. peregrinus nas
condicdes testadas. A longevidade foi variavel em funcdo do contato ou ndo com B. bassiana,
insetos que tiveram contato com o fungo tiveram a longevidade reduzida. Soliman (2010)
testou B. bassiana na concentracdo 1,0 x 10® conidios mL™ e constatou que este
entomopatogenos foi patogénico para ninfas e adultos de T. peregrinus, com mortalidade
verificada aos 2 dias apds a aplicacdo. Isolados de B. bassiana, na concentragdo 1,0 x 10°
conidios mL™, causaram mortalidade variando de 46,8% a 78,6% em adultos de T. peregrinus
(LORENCETTI et al., 2011).

As ninfas sd3o mais sensiveis que adultos a infeccdo e morte por fungos
entomopatogénicos, porém a troca de ecdise pode ser um fator que lhes garante protegdo
(SOLIMAN, 2014), o que nao foi observado no presente trabalho. Os adultos sao
normalmente mais resistentes, devido as barreiras fisicas, como exoesqueleto e asas. Porém,
segundo Soliman (2014), estas podem ser vencidas pelo fungo, além disso, a maior area de

exposic¢do, locomog¢ao e comportamento de copula, os torna vulneraveis.
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O tegumento dos insetos apresenta uma barreira fisica para a penetracdo do tubo
germinativo do fungo e poder ter propriedades quimicas que inibem a germinacdo dos
conidios (RAMOS et al., 2004), por outro lado pode ser fonte de nutrientes e atrativas para
outros fungos (ALVES et al., 1998).

Os fungos apresentam vantagens no controle de insetos, entre elas a infec¢do via
tegumento, € ndo apenas por ingestdo (ALVES et al., 1998). Dessa forma, a aplicacdo do
fungo sobre o substrato (folha) se torna eficiente para promover a agdo do fungo sobre o
inseto, uma vez que além de se alimentar da seiva, o inseto precisa se locomover e ovipositar
sobre a mesma, aumentando a chance de infec¢ao e disseminagdo do fungo (LORENCETTI,
2013). O percevejo-bronzeado, apdés a morte por fungos, fica aderido as folhas e/ou
superficies, e os machos tentam copular com as fémeas mortas (SOLIMAN, 2014), o que
potencializa a dispersao desses conidios e também possiveis epizootias.

A adocdo de medidas de controle com a utilizagdo de fungos entomopatogénicos
podera estar contemplada em um programa de manejo integrado de pragas, no qual outras
estratégias de controle podem ser somadas uma vez que esta espécie de fungo ¢ compativel
com extratos vegetais (MARQUES; MONTEIRO; PEREIRA, 2004; MARTINS; ALVES;
MAMPRIM, 2016) e varios parasitoides (POLANCZYK et al., 2010; POTRICH et al., 2015).

Beauveria bassiana causou desintegragdo das estruturas internas de 7. peregrinus,
observadas na analise histologica de adultos. Sikura et al. (1972) observaram que B. bassiana
provocou injurias histologicas nos tecidos de ovarios de adultos de Leptinotarsa decemlineata
Say (Coleoptera: Chrysomelidae), reduzindo a fecundidade das fémeas pela degeneragdo dos
tecidos. Raafat et al. (2015) registraram o rompimento e penetracdo da cuticula de Nezara
viridula Linnaeus (Hemiptera: Pentatomidae) por B. bassiana, bem como presenga de
esporos nos tecidos, sendo estes resultados semelhantes aos encontrados no presente trabalho.

Thaumastocoris peregrinus possui um par de glandulas salivares principais bilobadas
entre os segmentos do meso e metatorax. As paredes dos lobulos sdo formados por uma
camada simples de cé€lulas cubicas sendo algumas binucleadas. Cada glandula possui um duto
principal formado por uma camada simples de células achatadas. O canal alimentar ¢ formado
por uma faringe curta, seguida por um eso6fago longo e fino terminando em um proventriculo
simples ¢ uma valvula estomodeal. O sistema digestivo de 7. peregrinus ¢ formado por um
tubo longo com algumas regides dilatadas (intestino médio ¢ composto por uma regido
anterior dilatada e sem secos géstricos, uma regido mediana longa e estreita e outra posterior
curta e dilatada), semelhante ao 7. autralicus (KUMAR, 1964; SOUZA, 2012), sendo que os

tecidos deste sistema foram os que apresentaram maior numero de hifas de B. bassiana
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observados na histologia realizada no presente trabalho. O intestino posterior ¢ composto por
uma regiao de transicdo com o intestino médio que ¢ aonde ocorre a inser¢ao de dois pares de
tubos de Malpighi, um curto ileo e um reto com parede epitelial com grande quantidade de
dobras, cuticula espessa e células achatadas. O intestino de 7. peregrinus € o que apresenta
menor complexidade quando comparado a outros insetos da ordem Hemiptera. As trés regioes
do intestino tem funcdes fisiologicas de armazenamento e absor¢do de dgua (anterior) e
absor¢ao de nutrientes (mediana e posterior) (CHAPMAN, 1998; SILVA et al., 2012;
SOUZA, 2012). Uma vez que ocorre a infec¢dao de fungos entomopatogénicos e a colonizagao
destes tecidos, a absor¢ao de dgua e nutrientes fica comprometida, reduzindo a longevidade e
a viabilidade deste inseto, podendo ocasionar a mortalidade do mesmo.

O registro de novas ocorréncias e a rapida disseminacdo de T. peregrinus na América
do Sul e no Brasil demonstra a fragilidade que ainda se tem no controle de insetos exoticos,
reafirmando a necessidade de se investir em medidas fitossanitarias eficientes, de baixo custo
e sem danos ao ambiente, 0 que tem levado pesquisadores e empresas florestais a
desenvolverem estudos e pesquisas em busca de alternativas para o controle deste inseto.
Neste sentido, métodos de controle e/ou agentes de controle que possam estar atreladas a um
programa de manejo integrado de pragas florestais sdo necessarios em areas com intensa
infestacdo e que estejam em acordo com a certificacdo florestal (LEMES; ZANUNCIO,
2016).

Aliado a isso, a falta de produtos registrados junto aos 6rgéos oficiais (AGROFIT e
SEAB) (AGROFIT, 2016; SEAB, 2016) para o controle de T. peregrinus intensificam a
potencialidade de estudos e pesquisas com a utilizacdo de agentes de controle bioldgico,
dentre eles B. bassiana. A fim de potencializar ainda mais, testes com isolados disponiveis no
mercado e ja registrados para o controle de outros insetos, tornam-se promissores € podem
otimizar o processo de registro para o controle de T. peregrinus.

Assim, no presente estudo, verificou-se que B. bassiana IBCB 66 mostra-se como um
agente promissor para o controle de T. peregrinus, em especial no estagio de ninfa. Estudos
com diferentes estratégias de aplicacdo de B. bassiana, com avaliagdo de outros pardmetros
bioldgicos de T. peregrinus e com o teste de novos isolados devem ser continuas, a fim de se

buscar a estratégia mais eficiente para o controle deste inseto.
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2.5 CONCLUSOES

Os ovos de T. peregrinus ndo sdo susceptiveis a acdo de B. bassiana IBCB 66;

O fungo B. bassiana IBCB 66 é patogénico para ninfas de 4° e 5° instar de T.
peregrinus reduzindo a duragéo e a viabilidade.

O fungo B. bassiana IBCB 66 ndo foi patogénico para adultos de T. peregrinus.

Na analise histoldgica de adultos de T. peregrinus verificou-se, a presenca de hifas,

conidios e conidiéforos, com infeccéo dos tecidos do sistema digestivo e muscular.
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