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Apresentacao

E com enorme prazer que fazemos a apresentacéo dessa Série Documentos
dedicada a expandir o conhecimento atual sobre o uso da tecnologia
conhecida por Grafico de Penetragdo Elétrica, ou Eletropenetrografia,
abreviada mundialmente como EPG. Os estudos tiveram inicio na Embrapa
Trigo a partir de 2011, com a chegada do entomologista Dr. Antdnio Ricardo
Panizzi. Especialista em percevejos, importou, ao longo dos anos, trés
equipamentos e desenvolveu, com seus estagiarios, uma expertise pioneira
para monitorar as atividades alimentares de percevejos-pragas de grandes
culturas, como a soja, o milho e o trigo.

A Embrapa como um todo prima, entre outras atividades, por inovar, e
inovagdo € uma das principais palavras de ordem do mundo moderno. O
estudo dos percevejos-pragas das grandes culturas citadas atingiu um
patamar de conhecimento que se estabilizou nos ultimos anos. Insetos com
habitos alimentares sofisticados tém desafiado o conhecimento humano no
sentido de desenvolver tecnologias de manejo que sejam ecologicamente
compativeis e sustentaveis ao longo do tempo.

Agora, com a viabilizagdo do uso do EPG para monitorar as atividades
alimentares veladas dos percevejos no interior das plantas, novas perspectivas
se abrem, visando a avangar o conhecimento atual e a desvendar novas
tecnologias de manejo das espécies-pragas. Documentos como esse, que
ora apresentamos, constituem-se em avancgos concretos do conhecimento
em Entomologia com potencial real de gerar estratégias de manejo modernas
compativeis com a sociedade contemporanea

Osvaldo Vasconcellos Vieira
Chefe-Geral da Embrapa Trigo
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1. Introducao

Os percevejos sdo representados pela ordem Hemiptera (Subordem
Heteroptera) e a maioria de suas espécies suga as plantas, o que os tornam
insetos de elevada importancia econémica, por se tratarem de pragas de
inUmeras culturas economicamente importantes para o homem. Os danos
ocasionados por estes insetos podem ser diretos, por meio da ingestdo dos
conteudos celulares de partes reprodutivas (sementes) ou vegetativas (hastes
e folhas), pelo efeito da destruicdo dos tecidos por meio mecénico (dano
fisico) e, principalmente, por meios quimicos (dano quimico), causados pela
acao de enzimas digestivas (Panizzi; Silva, 2012). Durante suas atividades
alimentares, os percevejos inserem seus estiletes (aparelho bucal) nos
tecidos vegetais para retirar os nutrientes. Como resultado, podem inutilizar
a semente, reduzindo sua viabilidade, e originando plantulas com baixo vigor
(Panizzi; Silva, 2012).

Em virtude da grande importancia dos percevejos como pragas agricolas,
o conhecimento de seu comportamento alimentar € de grande valia para
determinarem-se os locais explorados pelos insetos durante sua alimentagéo,
por quanto tempo permanecem em cada um desses tecidos e quais séo as
atividades realizadas em cada local. Isso permitira compreender melhor o
processo alimentar para buscar ferramentas para tentar reduzir seus danos
nas plantas. Entretanto, diferente de insetos mastigadores, com os quais é
possivel observar-se o comportamento alimentar visualmente, nos insetos
sugadores tais atividades sao de dificil observacgéo, principalmente as mais
relevantes. Isso porque todas ocorrem internamente nos tecidos das plantas
(Walker, 2000); portanto, técnicas especializadas sao necessarias para
avaliar essas atividades.

Dentre essas técnicas, o monitoramento eletrénico da alimentagado, mais
conhecido como EPG (Grafico de Penetragao Elétrica, ou Eletropenetrografia)
tem permitido aos pesquisadores desvendar com precisdo as atividades
dos estiletes realizadas por insetos sugadores internamente nos tecidos de
plantas durante suas atividades alimentares. Nesta técnica, uma corrente
elétrica circula através de um circuito elétrico simples, do qual a planta e
o inseto sugador fazem parte. No momento em que o inseto insere os
estiletes no tecido vegetal eletrificado, o circuito é fechado e as diferentes
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atividades alimentares sdo gravadas na forma de ondas elétricas (Tjallingii,
1978; Walker, 2000). Nesse grafico, é possivel correlacionar as ondas com
atividades especificas dos estiletes nos tecidos vegetais (Tjallingii, 1985),
além de determinar a posicdo dos estiletes no tecido vegetal via estudos
histoldgicos (Lucini; Panizzi, 2016).

Com o advento dessa técnica, o comportamento alimentar dos insetos
sugadores passou a ser muito estudado e muitos trabalhos comegaram a
ser produzidos. Dados da literatura (Figura 1) mostram essa evolugéo, com
grande destaque para os ultimos 10 anos, quando o numero de trabalhos
publicados aumentou significativamente.

300 1
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200 A
150 1
117 10
100 4
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50
9 21
0 - T - T T T T

1960-1969 1970-1979 1980-1989 1990-1999 2000-2009 2010-2019

Numero de artigos publicados
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Figura 1. Numero de artigos cientificos publicados com emprego da técnica de Gra-
fico de Penetragéo Elétrica (EPG) no estudo do comportamento alimentar de insetos
sugadores fitéfagos, ao logo dos anos.

Fonte: Scopus (2019); Web of Science (2019).

Entretanto, considerando todos os dados publicados, os trabalhos tém
focado, principalmente, em dois tipos de insetos: pulgdes e cigarrinhas,
0s quais abrangem quase 80% das publicacdes. No caso de percevejos
(Pentatomidae), o uso do EPG para avaliar seu comportamento alimentar
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ainda é incipiente. O primeiro trabalho com um pentatomideo foi publicado
em 2016 (Lucini; Panizzi, 2016), mas o numero vem aumentando ao longo
dos anos (Lucini; Panizzi, 2018a). Logo, o uso do EPG como ferramenta no
estudo de percevejos abre um horizonte enorme de alternativas e de linhas
de pesquisa que podem ser estudadas.

Nessa publicagao serdo apresentados e discutidos os seguintes pontos: 1) o
que é a técnica de EPG e como funciona; 2) aparelho bucal e estratégias de
alimentagdo utilizadas pelos percevejos; 3) técnica de preparo dos percevejos
(aramizagéao) para uso no EPG; 4) ajuste do software de gravagéao; 5) dados
de pesquisa sobre os comportamentos alimentares de percevejos e suas
respectivas ondas elétricas; e 6) formas para correlacionar as ondas elétricas
com as atividades (salivagao, ingestéo) e a posicao dos estiletes no tecido
vegetal.

2. Técnica de EPG e seu funcionamento

Essa tecnologia foi criada na década de 1960, por dois pesquisadores norte-
americanos que construiram o primeiro sistema de monitoramento eletrénico
(12 geragao) que permitiu monitorar detalhadamente as atividades alimentares
de pulgdes. Originalmente, foi nomeado de sistema de monitoramento
elétrico (EMS), aplicando-se uma corrente alternada (AC) (McLean; Kinsey,
1964). Logo, essa tecnologia ganhou grande importancia no ambito dos
estudos sobre o processo alimentar de insetos sugadores, principalmente
de pulgdes. Em 1978, o pesquisador holandés Freddy Tjallingii fez melhorias
na técnica e desenvolveu um novo monitor de gravagdo, chamado monitor
GIGA 8 (Figura 2A) (22 geragéo), com maior sensibilidade e qualidade de
gravagao, aplicando uma corrente direta (DC) (Tjallingii, 1978). Esse novo
sistema passou a ser conhecido como grafico de penetracao elétrica (EPG).
O monitor GIGA 8 ainda é comercializado e, devido a suas caracteristicas
elétricas, € mais indicado para insetos com pequeno tamanho corporal, como
pulgbes, mosca-branca e psilideos.

Em 2009, os pesquisadores Elaine A. Backus e William H. Bennett
desenvolveram um “monitor universal” (3% geracao), o qual aplicava ambas
as correntes elétricas, AC e DC. Além disso, esse monitor permitiu aplicar
diferentes niveis de impedancia de entrada (variando de 10° Ohms até
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10" Ohms) (Backus; Bennett, 2009) (Figura 2B), o que é fundamental na
caracterizagao de uma biblioteca de ondas para um determinado inseto. Esse
equipamento pode ser usado em qualquer tipo de inseto sugador. No caso de
percevejos e de outros insetos grandes, esse equipamento é o mais indicado.

Fotos: Tiago Lucini

Figura 2. Monitores de Grafico de Penetragédo Elétrica (EPG) usados na gravagao
do comportamento alimentar de insetos sugadores: (A) monitor GIGA 8 e (B) monitor
AC-DC.

A técnica do EPG é empregada no estudo das interagdes entre insetos
sugadores, principalmente fitéfagos, e seus hospedeiros. Nessa interagéo,
0 equipamento monitora o comportamento alimentar desses insetos e cria
ondas elétricas que estao correlacionadas com as atividades dos estiletes do
inseto nos diferentes tecidos vegetais. O termo “comportamento alimentar”
envolve inUmeras atividades, tais como locomocao exploratéria sobre a
superficie do hospedeiro, inser¢cdo e penetragdo dos estiletes, atividades
associadas a salivagéo e a ingestado de fluidos e com a retirada dos estiletes
do tecido (Tjallingii, 2000).

O monitor de EPG é composto basicamente por um box de controle contendo
uma fonte de voltagem, dois cabos (eletrodos de cobre) e um amplificador
(também chamado de EPG probe) (Figura 3).
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Box de

controle Hilnee

DI-710

Formas de ondas

Figura 3. Esquema do circuito elétrico de um canal de Grafico de Penetragéo Elétrica
(EPG), mostrando seus componentes e as ondas obtidas apds a gravagao.
Fonte: Adaptado de Lucini; Panizzi (2018a).

Os amplificadores, as plantas e os insetos ficam dispostos dentro de uma
gaiola de Faraday para proteger o sistema contra perturbacdes elétricas
externas, pois este & extremamente sensivel a qualquer alteragéo elétrica
(Walker, 2000). Pode-se trabalhar com uma ou duas gaiolas, e o tamanho
varia de acordo com a necessidade dos estudos (ex.: tamanho das plantas
a serem utilizadas, necessidade de uso de suportes, etc.). A parte frontal
da gaiola pode ser aberta ou fechada com porta. Recomenda-se usar duas
gaiolas, com a parte frontal aberta, cada uma com as seguintes dimensdes:
altura 90 cm, largura 80 cm e profundidade 60 cm.

O principio basico da técnica é fazer, do inseto sugador e de uma planta
hospedeira, parte de um circuito elétrico simples ou de mensuragéo, onde uma
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determinada corrente elétrica circula (Tjallingii,1978) (Figura 3). Para formar
esse circuito elétrico, um dos cabos (eletrodo da planta) é inserido no solo em
que a planta se encontra, ou também pode ser inserido diretamente na planta.
O outro cabo (eletrodo do inseto) é fixado no corpo do inseto sugador. Para
isso, um pedaco fino e flexivel de fio de ouro é colado no eletrodo de cobre, e
em seguida esse fio de ouro é fixado no dorso do inseto sugador usando cola
de prata condutiva, que ent&o é ligado ao monitor (Figura 3) (Walker, 2000).

Uma vez montado o circuito elétrico, quando o inseto insere seus estiletes no
tecido vegetal eletrificado, o circuito é fechado e um fluxo elétrico circula pela
interface inseto-planta. A partir dai, & possivel monitorar as atividades dos
estiletes nos tecidos vegetais, pois essas atividades promovem altera¢des
nos componentes elétricos que sédo capturadas pelo monitor EPG e em
seguida convertidas e registradas em forma de ondas (Walker, 2000) pelo
equipamento chamado de Windaq (modelo DI-710 UHD) (Figura 3).

2.1 Caracterizacao das ondas e de seus
componentes elétricos

Os tipos de onda sao descritos e diferenciados de acordo com sua forma e
seus componentes elétricos: frequéncia (Hz), amplitude relativa (%), nivel de
voltagem (intra ou extracelular, esta mais importante para insetos pequenos)
e origem elétrica (resisténcia: R, e forga eletromotriz: emf) (Tjallingii 1978;
1985). A determinacdo da origem elétrica ou do componente elétrico é
extremamente importante na identificacdo dos significados bioldgicos das
ondas.

As ondas estao associadas a diferentes atividades dos estiletes nos tecidos
vegetais, sendo trés principais: 1) insercdo e penetracao dos estiletes no
tecido vegetal; 2) salivagdo (formagao de bainha salivar, atividade de pré-
alimentagéo); e 3) ingestdo (sucgédo de fluidos) (Tjallingii, 1978; Walker,
2000). Além disso, é possivel correlacionar as ondas com a posigao dos
estiletes nos tecidos vegetais (via estudos histoldgicos), o nimero de eventos
alimentares (quantas vezes o inseto se alimentou) e o tempo gasto em cada
um desses locais de alimentagao.
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Quanto a nomenclatura das ondas gravadas, ainda ndo ha uma regra
especifica. Em pentatomideos, foi criada uma nomenclatura propria, baseada
no nome cientifico do percevejo estudado. Por exemplo, para o percevejo
marrom, Euschistus heros (F.), as ondas sdo nomeadas por “Eh” seguido
de um numero para indicar o tipo da onda (ex.: Eh1, Eh2, Eh3, etc.) e de
uma letra mindscula para indicar os subtipos, quando presentes (ex.: Eh1a,
Eh1b, Eh1w, Eh3a, Eh3b, etc.), lembrando que cada uma dessas ondas
corresponde a uma atividade ou a um sitio diferente (Lucini; Panizzi, 2018b).

Para cada onda que é gravada, os componentes elétricos precisam ser
determinados. No caso de frequéncia e de amplitude relativa, os calculos sao
faceis, porém trabalhosos e demorados, pois devem ser feitos manualmente.
Por outro lado, a origem elétrica (R ou emf) de uma onda é baseada na sua
interpretacdo quando a mesma é gravada em diferentes niveis de impedancia
(Ri) pois, em baixos niveis de Ri (1068 Ohms e 10" Ohms), o componente
R é enfatizado, tornando-se primariamente R em 10%° Ohms (modelo com
afideos). Em contrapartida, o componente emf é enfatizado em maiores
niveis de Ri (10° Ohms a 10" Ohms), tornando-se primariamente emf em
10" Ohms (modelo com afideos) (Backus; Bennett, 2009).

O componente R esta relacionado com mudangas na condutividade elétrica
na interface inseto-planta, e esse componente pode ser afetado por diferentes
atividades biologicas, como a alteracdo da concentragdo de ions no canal
salivar e alimentar. A concentragédo de ions no canal alimentar varia de acordo
com o tipo de alimento ingerido. Em um alimento mais concentrado, a corrente
elétrica flui sem grandes restricbes (baixa resisténcia), logo o componente
R é enfatizado. Por outro lado, o oposto ocorre em um alimento menos
concentrado em ions. Em contrapartida, no canal salivar, a concentragcao
de ions varia de acordo com o tipo de saliva secretada: saliva gelificante
tem maior condutividade, enquanto que a saliva aquosa (diluida) € menos
condutiva (Walker, 2000).

O componente emf esta relacionado com biopotenciais na interface inseto-
planta, ou seja, processos bioldgicos na planta, no inseto ou em ambos
que geram pequenas correntes elétricas que sdo adicionadas ao sistema.
Basicamente, ha dois fendbmenos bioldgicos responsaveis pelo emf: potencial
de membrana e potencial de fluxo ou de transmissdo. No primeiro caso,
o potencial é desencadeado pela diferenga de cargas (ions) que estdo
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presentes em cada lado da membrana celular; de maneira geral, na porgao
interna da membrana, as cargas sao negativas, enquanto externamente séao
positivas (Figura 4A).

A Estiletes Estiletes <

Penetrac&o dos Punctura dos
estiletes estiletes

"N S "Ny i

e
<€ >€ >€ >

Penetrapao dos Onda pd Penetrqgéo dos
estiletes o _estiletes

Figura 4. (A) Representacao das porgbes externa e interna da membrana celular,
mostrando a disposi¢ao das cargas positiva (externamente) e negativa (internamen-
te). (B) Onda de queda de potencial (pd) gravada no momento em que os estiletes
penetram a célula (punctura), ocasionando a queda de potencial devido a presencga
de cargas negativas internamente.

Fonte: (A) Adaptado de Walker (2000).
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A existéncia desse potencial é nitida quando se gravam as atividades de
pulgdes que, durante a penetracdo dos estiletes, fazem pequenas puncturas
celulares (teste de células), acarretando em quedas de potencial conhecidas
como potential drop (onda pd) (Figura 4B) (Walker, 2000). No caso de insetos
maiores, como percevejos, nao ha essa onda pd em fungéo do didmetro dos
estiletes ser muito maior; nesse caso, a penetragdo dos estiletes rasga as
células.

O segundo componente bioldgico que gera o emf é o potencial de fluxo ou
de transmissao. Esse ocorre quando um fluido contendo ions se movimenta
entre duas extremidades de um tubo, como nos canais alimentar (ingestao de
alimento) e salivar (secrecao de saliva) dos estiletes. Durante o movimento
de fluidos nos estiletes, as cargas (ions) aderem-se na parede do canal, e
essa separagado de cargas faz com que o fluxo seja desigual ao longo do
tubo, gerando o potencial de fluxo (Figura 5). Uma vez que o movimento
de fluidos cessa, esse potencial desaparece (Walker, 2000). Quanto maior o
diametro dos canais, maior sera o movimento de fluidos e, por consequéncia,
maior sera o potencial gerado.

@@ @ @I Tafxa do I@ (I?ir;:‘lgéo
@@ @ @ luxo @ o fluxo

O® OO0
O® @06 _ _
@

baixo
baixo
[0J0XO)
@

O® O
O 60

elC) @0
O® @@I alto %@ @@

\/ @6
Diametro

Parede do tubo do tubo

Figura 5. Representagdo esquematica da ocorréncia do potencial de fluxo criado a
partir do movimento de fluidos em um tudo (capilar), em que a adesao de cargas (ions)
nas paredes do tubo gera uma separagéo de cargas e um fluxo desigual do fluido.
Fonte: Adaptado de Walker (2000).
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O que se busca nas gravagdes de EPG é que o equipamento capture ambos
os componentes elétricos em uma proporgéo de 50%:50%, pois ambos sao
aditivos, porém inversamente proporcionais. Logo, deve-se primeiramente
estabelecer, através de estudos, qual a melhor impedéncia (Ri) de gravagao
que permita obter o maximo de ambos 0os componentes, pois, de acordo com
o valor de Ri aplicado, um componente é mais enfatizado do que o outro.
Como ja mencionado anteriormente, em baixos niveis de Ri o componente
R é enfatizado, tornando-se apenas R em 10° Ohms. Em contrapartida,
o componente emf é enfatizado em maiores niveis de Ri (> 10° Ohms),
tornando-se apenas emf em 10" Ohms (Backus; Bennett, 2009) (Figura 6).
No caso de percevejos, os estudos tém demonstrado que um Ri de 10” Ohms
a 102 Ohms permite obter ambos os componentes elétricos, em proporgdes
similares. Em pulgdes, por exemplo, o melhor € 10° Ohms (Figura 6). Ou seja,
os dados mostram que, quanto maior o tamanho corporal do inseto, menor
deve ser o nivel de impedancia aplicado.
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Figura 6. Representacdo da curva de resposta para alguns insetos sugadores, de-
monstrando a alteragdo dos componentes de resisténcia (R) e de forga eletromotriz
(emf) no sinal (onda) em diferentes niveis de impedancia.

Fonte: Adaptado de Backus (2016). Courtesy E. A. Backus-© APS. Reproduced by permission, from Backus,
E.A. 2014.
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3. Aparelho bucal e estratégias de alimentacéao
dos percevejos (Pentatomidae)

Os percevejos apresentam as pecas bucais modificadas em estruturas
sofisticadas semelhantes a pequenas agulhas, chamadas de estiletes (Figura
7A). Os estiletes sao estruturas finas e flexiveis que sao inseridas pelo inseto
no tecido vegetal durante sua alimentacéo. Os percevejos apresentam quatro
estiletes (dois mandibulares e dois maxilares) que ficam alojados em um tubo
chamado de rostro.

Estiletes a8

Fotos: Tiago Lucinii (A e B)

Mandibula 1

— Maxila 1

Canal salivar

N Canal alimentar

= Maxila 2

Mandibula 2

50.0m:

Figura 7. (A) Aparelho bucal de percevejos, composto por estiletes, sem rostro;
(B) detalhe dos dois estiletes mandibulares dispostos externamente e dos dois
maxilares unidos, formando uma Unica estrutura no centro; (C) esquema da
disposicao dos estiletes e da formacao dos canais salivar e alimentar, a partir da
unido dos dois estiletes maxilares; (D) detalhe da ponta da mandibula, mostrando
a presencga de pequenos dentes.

Fonte Figura 7D: Depieri; Panizzi (2010).
llustragéo Figura 7C: Tiago Lucini
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Os dois estiletes maxilares estdo dispostos no centro e unem-se através de
um mecanismo de engate para formar dois canais, um salivar e um alimentar
(Figuras 7B, 7C). Externamente, e envolvendo os estiletes maxilares, estéo
dispostos os dois estiletes mandibulares, os quais apresentam pequenos
dentes na sua extremidade (Figura 7D) que servem para rasgar o tecido
vegetal (Chapman, 1998). O canal alimentar serve para a ingestdo (sucgéo)
do alimento; ja o canal salivar serve para a secre¢ao de saliva, que pode ser
de dois tipos: gelificante ou aquosa. A saliva gelificante é solida e tem como
fungdo ancorar os estiletes durante a penetracao; a saliva aquosa € liquida,
dispersiva e rica em enzimas digestivas. Os dois tipos de saliva podem ser
secretados simultaneamente e misturados (Hori, 2000).

De maneira geral, os insetos sugadores de plantas podem empregar dois
tipos de estratégias de alimentagdo: 1) via bainha salivar; e 2) via ruptura
celular. Na primeira estratégia, os estiletes ficam envoltos por uma bainha
salivar formada a partir da secregdo de saliva gelificante. Essa bainha é
secretada durante todo o percurso de penetragao dos estiletes nos tecidos
da planta, até atingir as células dos vasos condutores da planta (xilema e
floema), onde realizam a ingestédo da seiva (Figura 8). As bainhas secretadas
permanecem nos tecidos apds a retirada dos estiletes (Backus et al., 2005) e,
no caso de percevejos, tém servido como indicativo para estimar a frequéncia
alimentar (Bowling, 1980).

Na estratégia via ruptura celular, o inseto secreta pouca ou nenhuma saliva
gelificante. No caso de percevejos pentatomideos, ha a secregcdo desse
tipo de saliva, para formar uma bainha salivar incompleta, apenas no
inicio da inser¢ao dos estiletes no tecido vegetal. Durante essa estratégia
alimentar, o inseto faz uso de uma de duas taticas principais: dilaceramento
ou maceramento. Durante a tatica de dilaceramento, ocorrem movimentos
rapidos, profundos e continuos dos estiletes para dentro e para fora do tecido
vegetal (Figura 9). Essa atividade causa a destruicdo mecénica das células,
ocasionada pela acao dos estiletes mandibulares que rasgam o tecido. Na
tatica de maceramento, os estiletes movem-se lentamente para espalhar a
saliva aquosa rica em enzimas digestivas para degradar as células. Mesmo
movendo lentamente os estiletes, 0 dano quimico ocasionado nos tecidos da
planta € grande. Em ambas as taticas, o inseto ingere o “caldo” produzido
pela degradagcdo mecéanica e/ou quimica (Backus et al., 2005). De maneira
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geral, os insetos sugadores empregam as taticas de dilaceramento e de
maceramento separadamente; entretanto, os percevejos parecem usar uma
mistura das duas taticas simultaneamente, o que seria uma evolugdo no
processo alimentar (Lucini; Panizzi, 2018a).

Figura 8. Corte histoldgico do colmo de plantula de milho contendo os
estiletes seccionados do percevejo Dichelops melacanthus (Dallas). De-
talhe da bainha salivar secretada em torno dos estiletes desde a inser¢ao
e durante todo o percurso de penetracéo até atingir as células dos vasos
condutores da planta. Ep: epiderme da haste; Pa: parénquima.

Fonte: Adaptado de Lucini; Panizzi (2018a).

A maioria dos insetos sugadores (pulgbes, mosca-branca, cigarrinhas,
psilideos, etc.) emprega exclusivamente uma estratégia alimentar durante as
atividades alimentares no seu hospedeiro. Por outro lado, os estudos com
EPG tém demonstrado que os percevejos pentatomideos podem empregar
ambas as estratégias alimentares na mesma planta hospedeira, mudando de
acordo com o local de alimentagdo. Por exemplo, o percevejo verde pequeno
Piezodorus guildinii (Westwood) emprega a estratégia da bainha salivar
ao ingerir seiva dos vasos do xilema em folha, haste e vagem de soja; por
outro lado, ao se alimentar do endosperma da semente de soja, o percevejo
muda sua estratégia e passa a empregar a ruptura celular (Lucini et al.,
2016; Lucini; Panizzi, 2018a). Essa capacidade de mudar a estratégia de
alimentagéo nunca havia sido publicada em estudos com EPG para qualquer
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tipo de inseto sugador. Isso mostra o quao sofisticado € o processo alimentar
dos percevejos e a razao pela qual causam danos severos.

| Estiletes sendo retirados (puxados)

Figura 9. Sequéncia de movimentos dos estiletes de Dichelops melacanthus em
colmo de plantula de milho, observada durante a tatica de dilaceramento para destruir
células (agao mecanica). As setas indicam as pontas de estilete no tecido vegetal.
Fonte: Adaptado de Lucini; Panizzi (2018a).

4. Preparacgao (aramizacao) dos percevejos para
uso no EPG

A fixacdo do fio de ouro no corpo do percevejo, processo conhecido por
aramizacao, é uma atividade que afeta diretamente a qualidade das ondas.
Uma aramizagao defeituosa causara efeitos negativos na visualizagéo das
ondas (presencga de ruidos). Rotineiramente, utilizam-se fémeas adultas nos
experimentos para gravacéo das atividades alimentares. Deve-se ter cuidado
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com a uniformizagdo da idade dos insetos utilizados nos experimentos,
principalmente em estudos quantitativos.

Ao se gravar a alimentagédo de uma espécie de percevejo pela primeira vez, é
necessario criar uma biblioteca de formas de onda, que servira de base para
estudos futuros com aquela espécie. Para isso, deixam-se 0s percevejos em
jejum por cerca de 15 horas, para estimular o inseto a se alimentar e, assim,
possibilitar a gravacéo das ondas. No caso de experimentos quantitativos
(comparacdo entre tratamentos), € necessario aclimatar os insetos nos
alimentos a ser testados antes de iniciar as gravagdes, permitindo que eles
se alimentem e se adaptem ao mesmo. Isso é importante, pois, de maneira
geral, os percevejos sdo criados em uma dieta natural padrédo, composta por
vagem fresca de feijao, por sementes de soja e por amendoim.

Um dos grandes desafios encontrados, ao se iniciar a gravacao das atividades
de percevejos, € a dificuldade de manter o fio de ouro aderido ao corpo
do inseto durante todo o tempo de gravacgdo. Isso porque, comparados a
insetos rotineiramente usados em EPG (pulgdes, mosca-branca, cigarrinhas,
etc.), os percevejos sao insetos grandes, robustos e extremamente ativos
(apresentando movimentos bruscos), o que dificulta a permanéncia do fio
de ouro no seu corpo. Além disso, ha lipidios depositados na cuticula do
inseto que dificultam ainda mais a retencao do fio, pois o adesivo utilizado é
a base de agua. Para resolver esses problemas, algumas alternativas foram
testadas e foi desenvolvida a técnica da raspagem, usando-se um pedago
de lixa odontoldgica para lixar a regido dorsal (pronoto) do percevejo antes
de depositar o adesivo para fixagéo (Figura 10). A raspagem do pronoto
garante a aderéncia do fio de ouro ao corpo do inseto durante todo o tempo
de gravacgao (Lucini; Panizzi, 2016).

Dois tipos de adesivos podem ser empregados em estudos com EPG: tinta
de prata (produto comercial) e cola de prata (produzida artesanalmente). Este
ultimo tipo de adesivo é o mais empregado e é produzido a partir da mistura
de 1 g de flocos de prata, 1 mL de cola branca e 1 mL de agua. Em seguida,
essa mistura é agitada em agitador por 10 minutos a 15 minutos, para
homogeneizar. Recomenda-se fazer pequenas quantidades do adesivo, pois,
com o tempo, o mesmo vai se tornando aquoso €, provavelmente, perdendo
a condutividade elétrica.
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Fotos: Tiago Lucini

Figura 10. Pronoto do percevejo verde Nezara viridula (L.) antes (A) e depois (B) de
lixado (area demarcada pela linha vermelha tracejada), usando-se lixa odontoldgica.

O eletrodo do inseto é composto de um filamento de fio de cobre
(aproximadamente de 3 cm) soldado em um prego de latdo (1,2 mm x 19,0
mm). Na extremidade do fio de cobre é enrolado e colado, com cola de prata,
um filamento de fio de ouro (aproximadamente de 3 cm a4 cm e com 0,1 mm
de diametro) (Figura 11A). Um pequeno /ooping é feito na extremidade do fio
de ouro com auxilio de uma pinga de ponta fina, servindo para aumentar a
superficie de contato e a aderéncia no corpo do inseto (Figura 11B).

A B

Fotos: Tiago Lucini

Fio de ouro
(3-4 cm) il
Eletrodo do inseto Eletrodo posicionado em -
bloco de isopor Looping na
ponta do fio de
ouro

Figura 11. (A) Eletrodo do inseto, composto de um filamento de fio de cobre, soldado
em um prego de latdo, e um filamento de fio de ouro fixado no fio de cobre; (B)
eletrodo posicionado em bloco de isopor para facilitar o manuseio e detalhe do looping
feito na ponta do fio de ouro.

Os seguintes passos (Figura 12) devem ser seguidos para fixar o fio de ouro
no corpo do percevejo:
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1) imobilizar o percevejo em uma placa de Petri ou outro suporte, utilizando
um pedaco de fita adesiva;

2) lixar o pronoto do percevejo com um pedago de lixa odontolégica e, em
seguida, limpar a superficie lixada com um pincel;

3) posicionar o looping do fio de ouro na area lixada;

4) adicionar a cola de prata;

5) esperar a secagem da cola (15 minutos a 20 minutos) e remover a fita
cuidadosamente com uma pinga.

Fotos:Tiago Lucini

Figura 12. Passo a passo para a fixagado do fio de ouro no corpo do percevejo. (A)
Imobilizagédo do percevejo com fita adesiva; (B) pedago de lixa odontolégica; (C) po-
sicionamento do fio de ouro no pronoto do percevejo; (D) fixagao do fio de ouro com
cola de prata (no detalhe); (E) remogéo da fita adesiva para liberar o percevejo.

Como ja mencionado, a ma qualidade da aramizacédo afeta diretamente a
qualidade das ondas ao longo da gravagcdo do comportamento alimentar
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do inseto. No exemplo abaixo, foi observado que, durante a gravagédo da
alimentagdo do percevejo Chinavia erythrocnemis (Berg) em haste de
soja, a cola de prata comegou a se soltar do corpo do percevejo (Figura
13A, seta). Inicialmente, a onda de ingestao ndo apresentou ruidos (Figura
13B); contudo, conforme o inseto se movimentava, mesmo que suavemente,
pequenas regides com ruidos foram gravadas na onda (Figura 13C, setas)
tornando-a praticamente irreconhecivel e repleta de ruidos ao longo da
gravacgao (Figura 13D).

Foto: Tiago Lucini

Onda sem
ruido

Onda com
alguns ruidos
(setas)

Onda tomada
de ruidos

Figura 13. (A) Percevejo Chinavia erythrocnemis alimentando-se em haste de soja,
mostrando o adesivo de prata soltando-se do corpo (seta); (B) onda de ingestéo limpa
e sem ruidos; (C) onda de ingestado contendo pequenas areas com ruidos (setas); (D)
onda de ingestao irreconhecivel e dominada de ruidos.
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5. Ajustes do software de gravacéao (Windaq)

Os passos que serao apresentados a seguir referem-se a calibragéo e ao
ajuste do programa de gravagao para o monitor AC-DC, que é mais indicado
para percevejos. Para iniciar a gravagao do comportamento alimentar e gerar
as ondas, primeiramente deve-se instalar o software de aquisicao (Windaq
Data Acquisiton) via CD-ROM enviado juntamente com o equipamento
Windaq ou via site do fabricante (Dataq Instruments), download disponivel
em: www.dataq.com/products/di-710/di-710-uhd.html.

Apds a instalagdo do programa, clicar no icone HardwareManager e uma
janela sera aberta, mostrando o equipamento Windaq disponivel para uso.
Para abrir o programa, basta inicia-lo (Start Windaq). Apds a abertura, os
seguintes passos devem ser seguidos:

1) Ir em “Options” e selecionar “Scroll Mode”. Assim, a gravagdo movimenta-
se da esquerda para a direita.

2) Selecionar os canais a ser utilizados. Clicar em “Edit” e depois em
“Channels”. Devem-se selecionar os canais a ser utilizados e dar “OK”. No
monitor AC-DC, a identificacdo dos canais ja & pré-definida como 1, 3, 5, 7,
9, 11, 13 e 15, sendo que os canais 1, 5, 9 e 13 sédo gravados no sinal DC
(chamado de sinal pré-retificagao) e os canais 3, 7, 11 e 15, com o sinal
AC (chamado de pds-retificagdo). Essa diferenga se deve ao monitor AC-
DC apresentar quatro canais que podem ser gravados tanto com corrente
alternada (AC) quanto com corrente direta (DC); por isso devem-se marcar
todos os oito canais (quatro AC + quatro DC).

3) Definir a taxa de gravagéo; nesse caso, deve-se adicionar o valor total
considerando todos os canais utilizados. Para isso, clicar em “Edit” e, em
seguida, em “Sample Rate”. Por convengéao, aplicam-se 100 Hz por canal,
e como gravamos com oito canais, devemos aplicar 800 Hz. Caso fossem
gravados apenas trés percevejos, seriam aplicados 600 Hz e assim por
diante.

4) Visualizar as oito ondas simultaneamente na tela do computador. Clicar em
“View” e, em seguida, em “Format Screen” e entado selecionar “8 Waveforms,
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overlapped”, sendo que as quatro ondas da esquerda da gravagéo séo as
ondas pré-retificagdo e as ondas da direita, as de pos-retificagéo.

5) Alterar a compresséo da gravagéo. Clicar em “Edit” e, em seguida, em
“Compression” e digitar “2” na janela que se abrira.

6) Identificar os canais com o0 nome dos insetos a ser gravados. Clicar em
“Edit” e, em seguida, em “User Annotation”. Por exemplo, E. heros em vagens
de soja.

7) Posicionar, nesse momento, os percevejos aramizados nos amplificadores
(EPG probe) desligados, e inserir o eletrodo da planta no solo.

7.1) Em seguida, checar se todos os amplificadores estdo desligados e
se os indicadores do nivel de impedancia (Ri) estdo posicionados em 108
Ohms.

7.2) Ligar o nobreak (se disponivel) e a fonte de energia do EPG.
7.3) Ligar os canais no box de controle.

7.4) Escolher a corrente elétrica, ajustar a voltagem do substrato e de ganho
da onda (“GAIN”). Para percevejos, uma boa regulagem do EPG inclui:
corrente alternada (AC), 50 mV de voltagem e ganho de onda variando
de acordo com impedancia e espécie de percevejo, mas geralmente entre
250 X e 350 X de ganho é suficiente.

7.5) Ligar os interruptores dos canais no box da interface (SIB).
7.6) Ligar o amplificador com ele estando em 10® Ohms.

7.7) Apos ligado, fazer teste de toque, encostando o dedo no prego de
latdo e observando na tela do computador a ocorréncia de picos. Se estes
aparecerem, o equipamento esta funcionando.

7.8) Escolher a impedancia (Ri) desejada girando o indicador. Quando se
gravam as ondas de um inseto pela primeira vez, é necessario criar uma
biblioteca de formas de onda; para isso, € necessario gravar a alimentagao
dos insetos em diferentes niveis de Ri (normalmente usa-se de 10° Ohms
a 10° Ohms). Um detalhe muito importante, apés mudar o valor de Ri para
niveis maiores: NAO se deve tocar no eletrodo, ou no inseto, pois pode
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danificar o canal. Se for necessario tocar no eletrodo/inseto, fazer uso de
um pincel.

8) Iniciar a gravagao e salvar o arquivo. Clicar em “File” e, em seguida, em
“Record”.

9) Selecionar uma pasta de destino, nomear o arquivo e, em seguida, clicar
em “Abrir” ou “Open”.

10) Determinar o tempo de gravagéo. Fica a critério do pesquisador e do
objetivo do estudo. Em seguida, clicar em “OK”. As atividades do inseto serao
registradas e salvas no computador. Durante a gravagao, € possivel inserir
comentarios que sdo muito Uteis posteriormente para fazer correlagdes das
atividades do inseto com as ondas ou mesmo para lembrar quando se faz
qualquer alteracao de configuracdo do equipamento durante a gravacgao
(ex.: mudanga de impedancia, o tipo de corrente, aumento do ganho, etc.).
Para isso, basta clicar em “Edit” e, em seguida, em “Insert Commented Mark”
(atalho: teclas Shift + barra de espacgo). Em seguida, escrever o comentario
e clicar em “OK”. Quando o arquivo for aberto, as anotagdes estarao salvas
e basta clicar em uma delas que o programa mostrara o momento no qual a
anotacao foi feita.

11) Para desligar o equipamento, apds o término da gravagéo, basta seguir
O processo inverso:

11.1) Voltar a impedancia no amplificador para 108 Ohms e desligar.
11.2) Desligar os interruptores dos canais no box da interface (SIB).
11.3) Desligar os canais no box de controle.

11.4) Remover os insetos e as plantas.

Alguns cuidados devem ser tomados: gravar sempre na mesma hora do dia
e nas mesmas condi¢des (sala com luz continua e temperatura controlada
de, aproximadamente, 25 °C); determinar e padronizar o tempo minimo de
gravacao de acordo com o objetivo do estudo; usar desenho experimental
adequado, principalmente em experimentos quantitativos (blocos ao acaso,
se possivel, ou seja, todos os tratamentos ao mesmo tempo); e considerar
um numero adequado de insetos registrados por tratamento (recomendado
de 15 a 20 insetos gravados com sucesso por tratamento).
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6. Comportamentos alimentares de percevejos
e suas respectivas ondas elétricas

Para qualquer inseto sugador, ha basicamente duas fases durante a gravagéo
do comportamento alimentar: 1%) fase de nao-alimentacado; e 2) fase de
alimentagédo. Cada fase tem suas respectivas atividades e é representada
por uma forma de onda especifica.

Na primeira fase, o comportamento do inseto é visualmente correlacionado
com suas atividades. Até o momento, seis espécies de percevejos
pentatomideos tiveram seu comportamento caracterizado em diferentes
plantas hospedeiras através da técnica de EPG (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de percevejos pentatomideos estudados pela técnica de Grafico
de Penetracao Elétrica (EPG), hospedeiros e as estruturas vegetais testadas.

Espécie'" Hospedeiro Estrutura vegetal

testada
Edessa meditabunda (F.) Soja Haste
Piezodorus guildinii (Westwood) Soja Foliolo, haste e vagem
Dichelops melacanthus (Dallas) Milho Colmo
Dichelops furcatus (F.) Trigo Colmo e espiga
Euschistus heros (F.) Soja Vagem
Nezara viridula (L.) Soja Haste e vagem

(™ As espécies foram gravadas aplicando-se corrente alternada (AC) usando o monitor AC-DC, exceto para
E. meditabunda, na qual foi aplicada corrente direta (DC) usando o monitor GIGA 8.

Nessas espécies de percevejos, trés atividades de nio-alimentagédo foram
caracterizadas e correlacionadas com suas formas de onda: 1) inseto parado
na superficie da planta; 2) inseto caminhando sobre a planta; e 3) inseto
ovipositando. Uma quarta atividade (antenag&o), na qual o inseto toca a
superficie da planta com a ponta das antenas, foi observada em mirideos
(Heteroptera) (Cervantes et al., 2016), porém tal atividade nao foi observada
em pentatomideos.

Quando o inseto esta parado na planta, a onda gravada é representada por
uma linha sem variagdo (ou com pouca variagao) na amplitude; por outro
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lado, quando o percevejo se movimenta (caminha), a onda € representada
por picos aleatérios, irregulares e de amplitude elevada (Figura 14). Ambas
as ondas sao facilmente reconheciveis e separaveis uma da outra, e todos os
percevejos gravados apresentam essas duas formas de onda.

C)
0O
C

Figura 14. Formas de onda que representam o momento em que o percevejo esta
parado (P) ou caminhando (C) na superficie da planta.

Além das duas ondas citadas acima, uma outra onda relacionada a
atividades nao-alimentares foi gravada em percevejos. Essa onda também
foi visualmente correlacionada com a deposicdo de ovos na superficie da
planta. O exemplo abaixo representa a deposicdo de ovos de Dichelops
melacanthus (Dallas) no colmo de plantulas de milho e sua respectiva forma
de onda (Figura 15). O tempo necessario para a fémea colocar um ovo foi de
cerca de 25 segundos, e o intervalo de tempo entre uma postura e outra foi
de, aproximadamente, 2 minutos (Lucini; Panizzi, 2017a).

Na segunda fase, o comportamento alimentar do inseto ndo pode ser
visualmente correlacionado com suas respectivas atividades, pois todas as
atividades ocorrem internamente nos tecidos vegetais. E nesse momento que
a técnica de EPG se torna fundamental. Em percevejos pentatomideos, duas
atividades principais foram caracterizadas: 12) insergdo e penetragdo dos
estiletes e secregao da bainha, e 2?) salivagéo e ingestao do alimento.
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Foto: Tiago Lucini

O — Ovipositando O O 0o

Figura 15. Forma de onda que representa a deposigcao de ovos de Dichelops melacan-
thus em colmo de plantulas de milho. Cada um dos picos, em destaque, corresponde
a deposicao de um ovo na superficie da planta (ovos indicados pela seta).

Fonte: Adaptado de Lucini; Panizzi (2017a).

A primeira atividade que os percevejos fazem é a insergdo e a penetragéo
dos estiletes no tecido vegetal, em busca do seu sitio de alimentagéo.
Durante essa atividade, ha a secregéo de saliva gelificante para criar a bainha
salivar, que pode ser completa ou incompleta, dependendo da estratégia de
alimentagdo empregada do sitio de alimentagéo utilizado. No momento em
que o percevejo insere o estilete no tecido vegetal (indicado pela seta preta
nas Figuras 16A e 16B), ha uma variagéo repentina do potencial, que pode
ser negativa (queda, indicada pela seta vermelha, Figura 16A) ou positiva
(aumento, indicado pela seta vermelha, Figura 16B). Essa variagdo negativa
ou positiva depende da situagao e ambas podem ocorrer durante eventos de
alimentagdo de um mesmo inseto. Sempre que ha a insergao dos estiletes no
tecido vegetal, a corrente elétrica flui facilmente pelos canais dos estiletes e
pelo inseto, e isso ocasiona uma variagao repentina do potencial (negativa ou
positiva) que indica a penetragao das células.
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Figura 16. Forma de onda relacionada com inser¢do e penetragdo dos estiletes de
percevejos pentatomideos em plantas hospedeiras. Seta preta indica o momento
em que o percevejo insere seus estiletes no tecido vegetal, ocasionando uma queda
de potencial (A, seta vermelha) ou aumento de potencial (B, seta vermelha). A linha
vermelha tracejada, na vertical, indica o fim da penetragéo dos estiletes e 0 momento
em que o percevejo atinge um dos locais de alimentagéo.

Uma vez que o percevejo tenha inserido e penetrado os estiletes no tecido
vegetal da planta hospedeira, ele atinge um dos sitios de alimentagdo. No
caso de percevejos pentatomideos ja estudados com a técnica de EPG
(Tabela 1), foram caracterizados quatro sitios de alimentagéo distintos:

1) vasos do xilema;

2) vasos do floema;

3) células do parénquima;

4) endosperma das sementes.

Todos os percevejos empregaram a estratégia de bainha salivar ao
alimentarem-se nos vasos condutores do xilema e do floema. Por outro
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lado, ao alimentarem-se das células do parénquima e do endosperma de
sementes, os percevejos mudaram de estratégia e passaram a utilizar a
ruptura celular, empregando ambas as taticas, dilaceramento e maceramento,
simultaneamente.

6.1 Vasos do xilema

Todos os pentatomideos estudados até o momento ingeriram seiva nos vasos
do xilema durante suas atividades alimentares em estruturas vegetativas e
reprodutivas de seus hospedeiros. A questdo que fica é se os percevejos
utilizam esse local como fonte de nutrientes ou apenas para hidratagao e
balancgo hidrico, uma vez que o xilema é rico em agua e sais minerais apenas
(Taiz; Zeiger, 2004). No caso do percevejo asa-preta, E. meditabunda, do qual
€ reconhecida sua preferéncia por se alimentar em hastes de soja, ao invés
de sementes (Silva et al., 2012), a ingestdo nos vasos do xilema foi repetida
frequentemente pelos percevejos (mais de trés vezes por inseto durante o
tempo de gravagdo) e por longos periodos de tempo (cerca de 60 minutos
por evento de ingestdo); isso indica que essa espécie de percevejo utiliza
0s vasos do xilema, mesmo que pobre em nutrientes, como fonte alimentar
(Lucini; Panizzi, 2016).

As demais espécies de percevejos avaliados no EPG sdo reconhecidas
por sua preferéncia de alimentarem-se de sementes (endosperma - tecido
de reserva) em seus hospedeiros. Logo, a ingestdo nos vasos do xilema
provavelmente sirva apenas para hidratagao corporal e balango de nutrientes,
uma vez que o inseto se alimenta de um tecido altamente concentrado e rico
em nutrientes (Beltrati; Paoli, 2006). Essa observagéao foi comprovada quando
foi determinada a frequéncia (niumero de eventos de ingestao) e o tempo de
cada evento de ingestdo no xilema para essas espécies de percevejos. Todas
apresentaram baixo niumero de eventos de ingestdo no xilema (em geral,
menor que uma vez e meia por percevejo) e eventos de curta duragao (em
geral, menor que 40 minutos por evento) (Lucini; Panizzi, 2018a).

Os dados mostram que houve variagcbes nos parametros quantitativos
relacionados aos vasos do xilema nas diferentes espécies de percevejos.
Entretanto, as formas de onda correlacionadas com a ingestdo nos vasos do
xilema para as espécies foram similares entre si em relagao as caracteristicas
elétricas e de aparéncia (Figura 17). Basicamente, a onda relacionada ao
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xilema é composta por porgdes altamente regulares intercaladas com picos,
de certa forma, distribuidos regularmente. Em geral, o que diferencia a onda
do xilema entre as espécies de percevejos € a orientagdo dos picos, os quais
podem ser positivos (orientados para cima) ou negativos (orientados para
baixo). Entretanto, isso nem sempre acontece, pois essa inversao pode
ocorrer entre individuos da mesma espécie e até mesmo durante a gravagao
de um mesmo inseto, e a raz&o para essas variagdes é desconhecida.

Onda €~ Pico Edessa

meditabunda

Piezodorus
guildinii

Dichelops
melacanthus

Dichelops
furcatus

WWWVWWANWVWWWWWWVW Euschistus
heros

Figura 17. Formas de onda que representam a ingestdo de seiva nos
vasos do xilema registradas durante o comportamento alimentar de
Edessa meditabunda em haste de soja, Piezodorus guildinii em foliolo,
haste e vagem de soja, Dichelops melacanthus em hastes de plantulas
de milho, Dichelops furcatus em haste e espigas de trigo e Euschistus
heros em vagem de soja. Onda e pico sédo definidos no box de E. me-
ditabunda.

Fonte: Adaptado de Lucini; Panizzi (2018a).
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6.2 Vasos do floema

Por enquanto, apenas E. meditabunda foi comprovado ingerindo seiva nos
vasos do floema, ao alimentar-se de hastes de soja. Nesse caso, a onda
relacionada a ingestdo nos vasos do floema é completamente diferente da
onda relacionada a ingestédo no xilema. Ela é caracterizada pelo seu formato
sinuoso, e essa sinuosidade apresenta um padrdo de onda altamente
repetitivo, regular e sem picos (Figura 18).

Figura 18. (A) Forma de onda representativa da ingestdo de seiva do floema, re-
gistrada durante o comportamento alimentar de Edessa meditabunda em haste de
soja, demonstrando a forma sinuosa (B), e uma visdo ampliada da forma de onda
mostrando seu padrao regular (C). Ondas gravadas aplicando-se corrente direta (DC).

De maneira geral, ha uma forma de onda de transi¢cdo que esta intimamente
relacionada a ingestédo de seiva dos vasos do floema, chamada de forma de
onda X (X-wave). Essas ondas de transi¢cdo sédo do tipo espécie-especifica
e estao correlacionadas com a penetracéo dos estiletes e com as atividades
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no sitio de alimentacdo preferido. Elas representam uma combinacdo de
atividades, tais como salivacdo, ingestdo e egestdo de fluidos, para testar
o alimento e reconhecer o sitio alimentar (Backus et al., 2009). Ocorrem
principalmente em insetos sugadores que se alimentam no floema
(Wayadande; Nault, 1993; Backus et al., 2013), mas também ja foi reportado
em insetos que se alimentam exclusivamente no xilema, como algumas
espécies de cigarrinhas (Backus et al., 2009).

Sempre que o percevejo E. meditabunda se alimentou nos vasos do floema
em hastes de soja, foi observada uma forma de onda de transi¢ao e de curta
duragdo, a qual foi considerada uma onda X, e que sempre ocorreu antes
do percevejo iniciar a ingestao prolongada de seiva do floema. A onda X é
caracterizada por um aumento gradativo da voltagem a partir do momento
em que ha a penetracdo dos estiletes no floema; além disso, a porcéo das
ondas é orientada para baixo (Figura 19A). No final da onda X e no inicio
da ingestdo nos vasos do floema, observou-se breve e abrupta queda de
voltagem na transigéo entre essas atividades (Figura 19B).

Onda X Floema

et

Figura 19. Formas de onda X (X-wave) e ingestdo nos vasos do floema do percevejo
Edessa meditabunda em hastes de soja. (A) Detalhe da forma de onda X mostrando
um aumento gradual na voltagem e ondas voltadas para baixo; (B) periodo de transi-
¢éo entre a onda X e a onda de ingestédo no floema.

Fonte: Adaptado de Lucini; Panizzi (2016).
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6.3 Células do parénquima

Apenas as espécies D. furcatus e D. melacanthus foram observadas nesse
local de alimentagdo em colmos de plantulas de trigo e de milho,
respectivamente. Nesse caso, ambos 0s percevejos empregaram a
estratégia de ruptura celular durante suas atividades alimentares. Como
visto anteriormente, durante essa estratégia, o percevejo faz uso das duas
taticas de alimentacdo, dilaceramento e maceramento; logo, os estiletes
movem-se em diferentes diregdes do tecido para romper mecanicamente e
quimicamente as células vegetais. Portanto, além das células do parénquima,
provavelmente as células dos vasos condutores (xilema e floema) também
sejam destruidas.

Mesmo que as duas espécies de percevejos tenham se alimentado de
hospedeiros diferentes, as ondas relacionadas a essas atividades foram
similares entre as espécies. Essas atividades sao representadas por
uma forma de onda composta por dois subtipos diferentes que ocorrem
intercalados entre si (Figura 20A). O primeiro subtipo é formado por picos
continuos e geralmente irregulares e orientados para baixo (Figura 20B);
esse subtipo representa as taticas de dilaceramento e de maceramento das
células vegetais, pois visualmente foi possivel correlacionar essa onda com
0s movimentos rapidos e continuos dos estiletes no tecido vegetal (ou seja,
dilaceramento).

Por outro lado, o subtipo 2 é caracterizado por uma forma de onda com
aparéncia regular e de curta duragdo, em comparagdo com o primeiro subtipo
(Figura 20C). Portanto, essa onda provavelmente representa a ingestédo do
conteudo celular degradado anteriormente. Tal observagéo é baseada no fato
que, durante esse subtipo, os estiletes praticamente ficaram imoveis no tecido
vegetal por um breve periodo de tempo, além de que esse subtipo se parece
muito com outras formas de onda relacionadas com ingestdo em outros
sitios. Logo apds ingerir o alimento, o percevejo retoma suas atividades de
dilaceramento e de maceramento para, posteriormente, ingerir novamente,
ou seja, o0 percevejo vai alternando essas atividades.
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Figura 20. Detalhe das formas de onda que representam a estratégia de ruptura ce-
lular de Dichelops furcatus em colmo de plantulas de trigo. (A) Visdo geral dos dois
subtipos de ondas que ocorrem intercalados entre si; (B) detalhe do subtipo 1 (dilace-
ramento e maceramento celular); e (C) detalhe do subtipo 2 (ingestdo do conteldo
celular).

Fonte: Adaptado de Lucini; Panizzi (2018a).

Ao empregar a estratégia de ruptura celular, o percevejo causa danos
significativos e visuais nas plantas atacadas. Esses danos séo decorrentes
das atividades de dilaceramento e de maceramento, as quais causam danos
mecanicos e quimicos no tecido vegetal, respectivamente. Na Figura 21 sédo
mostrados os danos ocasionados por D. melacanthus adulto apds alimentar-
se durante 8 horas em uma plantula de milho (estadio V2 — duas folhas
completamente desenvolvidas) em condicdes de laboratério. Inicialmente
(apos 24 horas da alimentagdo), sdo observadas pequenas pontuagdes
esbranquicadas nas folhas, que vao progredindo para dano mais acentuado
no tecido vegetal, com morte e necrose das regides atacadas (apds 48 horas
e 72 horas).
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Fotos: Tiago Lucini
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Figura 21. Progressao dos danos (setas) de Dichelops melacanthus apds se alimen-
tar durante 8 horas, em plantula de milho.

Em ataques mais severos, como acontecem em campo, podem ocorrer
danos mais intensos, chegando a causar o chamado “coragéo morto”, no qual
ocorre a morte da folha central em virtude do ataque estrangular o ponto que
foi atingido e impedir o fluxo de nutrientes para a parte acima do local do dano
(Figura 22A). Além disso, o ataque pode induzir o perfilhamento da planta e,
com isso, impedir seu desenvolvimento normal (Figura 22B).

Fotos: Tiago Lucini

Figura 22. (A) Morte da folha central de trigo, sintoma conhecido como
“coracéo morto” (seta), ocasionada pelas atividades alimentares de Diche-
lops furcatus em plantula de trigo; (B) perfilhamento de plantas de milho,
ocasionado pelo ataque de percevejos.
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6.4 Endosperma das sementes

Todas as espécies de percevejos pentatomideos estudados em estruturas
reprodutivas alimentaram-se no endosperma das sementes de seus
hospedeiros (Tabela 1). A grande maioria dos percevejos alimenta-se de
sementes imaturas, que séo seus locais favoritos (Panizzi; Silva, 2012).

Da mesma forma como no tecido do parénquima, os percevejos, ao
alimentarem-se das sementes (endosperma), empregaram a estratégia de
ruptura celular durante suas atividades alimentares. As quatro espécies
avaliadas em estruturas reprodutivas apresentaram ondas que foram similares
entre si. As atividades na semente foram caracterizadas por uma onda
contendo dois subtipos distintos (Figura 23A). O primeiro subtipo foi formado
por picos irregulares, positivos ou negativos, e distribuidos aleatoriamente ao
longo da gravacao (Figura 23B); entretanto, ha casos raros em que a onda se
tornou mais regular durante a gravagao. Esse subtipo representa o emprego
de taticas de dilaceramento e de maceramento das células vegetais, uma
vez que, visualmente, sdo observados movimentos rapidos e continuos dos
estiletes no tecido vegetal durante esse subtipo.

A

Subtipo 1 Subtipo 2 | Subtipo 1

B

Subtipo 1 " i V/\WMWWWW
W

Figura 23. Formas de onda representando a estratégia de ruptura celular de Euschis-
tus heros em vagens de soja. (A) Visao geral dos dois subtipos de ondas que ocorrem
intercalados entre si, e (B) detalhes do subtipo 1 (dilaceramento e maceramento
celular) e do subtipo 2 (ingestdo do conteudo celular).

Subtipo 2
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O subtipo 2 foi caracterizado por sua aparéncia altamente regular e de curta
duragdo, comparada com o primeiro subtipo (Figura 23B). Esse subtipo,
provavelmente, representa a ingestdo do conteludo celular degradado
anteriormente. Essa afirmacédo da-se pela sua semelhanga com outras
formas de onda relacionadas com ingestao, além do fato de que os estiletes
permaneceram praticamente imoéveis por um breve periodo de tempo durante
esse subtipo. Logo apds o curto periodo de ingestao, o percevejo retomou
suas atividades de dilaceramento e maceramento para, posteriormente,
ingerir novamente, ou seja, o percevejo alterna essas atividades.

O emprego da estratégia de ruptura celular nas sementes e em qualquer
estrutura vegetal promove a destruicdo dos tecidos por meio mecanico
(estresse fisico) e, principalmente, por meios bioquimicos (estresse quimico),
causados pela acdo de enzimas digestivas secretadas na saliva aquosa.
Esses danos sao extensos e podem ser observados a olho nu ao se cortar as
sementes atacadas (Figura 24).

Endosperma

Figura 24. Danos ocasionados pelos percevejos Piezodorus guildinii (A) em
semente de soja e Dichelops furcatus (B) em semente de trigo.
Fonte: Figura 24A: Adaptado de Lucini et al. (2016); Figura 24B: Adaptado de Lucini; Panizzi (2017b).

6.5 Retirada dos estiletes do tecido vegetal apés as
atividades alimentares

Apos o término da atividade alimentar, o percevejo retira os estiletes do tecido
vegetal e retorna as atividades de n&do-alimentagéo (parado ou caminhando).
Essa retirada dos estiletes € uma atividade que pode ser muito rapida
(duracao de poucos segundos) ou levar alguns minutos (Figura 25). No caso
de cigarrinhas, é reportado que ocorre a secregéo de saliva gelificante para
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preenchimento da bainha a medida que os estiletes sao retirados (Backus et
al., 2009); no entanto, para percevejos, isso ainda nao foi provado.

Endosperma “M b o i " "

Nw i i Parado

y

Figura 25. Parte final da alimentagdo do percevejo Euschistus heros no en-
dosperma de semente de soja e as ondas que representam a retirada dos
estiletes do tecido vegetal e, logo em seguida, o retorno as atividades de nédo-
-alimentagéo (parado).

Fonte: Adaptado de Lucini; Panizzi (2018b).

Frequentemente, apds a retirada dos estiletes, € possivel observar-se uma
bainha salivar (saliva gelificante) depositada externamente na planta, a qual
€ chamada de flange (Figura 26A e 26B). Essas flanges podem servir como
um indicativo para estimar a frequéncia alimentar.

Estiletes

Foto: Antonio Ricardo Panizzi

Figura 26. Flanges (A) de Dichelops melacanthus e (B) de Dichelops furcatus secre-
tadas externamente em colmo de plantula de milho e em espiga de trigo, respecti-
vamente.

Fonte Figura 26B: Adaptado de Lucini; Panizzi (2017b).
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7. Correlagao das ondas com seus locais de
alimentacao

Alguns métodos sao empregados para se correlacionar as formas de onda
com o local de penetragdo e com as atividades dos estiletes nos tecidos
vegetais. Dentre esses, 0os que mais se destacam s&o: secrecdo de seiva,
analise quimica de excretas, uso de dieta artificial e histologia de tecidos.

7.1 Secrecao de seiva

A secregao de seiva € um método indireto para indicar que uma onda em
questao representa a ingestdo de seiva apenas dos vasos do floema. Isso
acontece pelo fato desse tecido ser controlado por uma forte presséo positiva
(Taiz; Zeiger, 2004) e, quando os estiletes penetram nessas células, essa
pressao expulsa o conteudo celular para fora. Logo, quando se seccionam os
estiletes de um inseto alimentando-se no floema, ha a exsudagéo continua
de seiva para fora, formando pequenas gotas (Figura 27). No xilema isso nao
acontece, pois esse tecido é controlado por uma forte presséo negativa (Taiz;
Zeiger, 2004), o que impede a exsudacgao de seiva para o exterior, quando o
vaso é penetrado pelos estiletes.

Figura 27. Exsudagéo de seiva (gota circundada pela
linha vermelha tracejada) apds o corte dos estiletes de
Edessa meditabunda em haste de soja, indicando que
os estiletes estavam posicionados nos vasos do floema.
Fonte: Lucini; Panizzi (2016).
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7.2 Analise quimica de excretas

Essa forma de correlagéo € mais empregada em cigarrinhas. Nesse caso,
uma forma de onda e o seu respectivo sitio de alimentacao (xilema ou floema)
podem ser correlacionados por meio de duas formas: 1) via determinagéo do
pH das excretas; ou 2) via reagao das excretas com substancias indicadoras.
No primeiro caso, é possivel fazer a correlagao pelo fato de que a seiva
oriunda do xilema tem um valor de pH mais acido (pH 5,4 a 6,5), enquanto
que a seiva oriunda do floema é mais basica (pH 7,2 a 8,5). No segundo caso,
as excretas séo depositadas em papel filtro tratado com substancia indicadora
(por exemplo, ninidrina e azul de bromofenol). Ao reagir com a substancia, se
houver mudancga de coloragao (violeta, quando usado ninidrina, e azul para
azul de bromofenol), significa que o alimento ingerido era oriundo dos vasos
do floema; caso a reagdo seja negativa (sem coloragéo), o alimento teve
origem nos vasos do xilema.

7.3 Uso de dieta artificial

Geralmente essa técnica esta acoplada com video-correlagdo. Nesse método,
€ inserido um eletrodo na dieta artificial e outro no inseto (fio de ouro descrito
anteriormente), fechando o circuito elétrico. A dieta é posicionada sob uma
camera de video acoplada a um microscopio estereoscopio. Com isso, &
possivel observar diretamente os movimentos dos estiletes e as atividades
de salivagao e de ingestao de fluido e correlaciona-los com suas respectivas
formas de onda gravadas simultaneamente no EPG. Entretanto, esse método
apresenta alguns problemas, tais como: dificuldade de encontrar uma dieta
que os insetos aceitem e o fato de que a dieta artificial ndo imita a planta
hospedeira, apenas simula o tecido de ingestao (xilema ou floema).

7.4 Histologia de tecidos

Esse método permite tragar o caminho percorrido pelos estiletes nos tecidos
da planta e determinar os locais onde estdo inseridos (posigdo). Essa
determinagdo do local pode ser baseada na posi¢cao terminal da bainha
salivar (Figura 28A) ou baseada na posicao terminal da ponta dos estiletes
(Figura 28B).
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4 £ A A
Figura 28. (A) Bainha salivar do percevejo Dichelops melacanthus terminando no
tecido do parénquima durante sua respectiva forma de onda. (B) Ponta dos estiletes
do percevejo Dichelops furcatus terminando nas células do xilema durante sua res-
pectiva forma de onda. Ep: epiderme, Pa: parénquima.

Fonte Figura 28A: Adaptado de Lucini; Panizzi (2017a); Figura 28B: Adaptado de Lucini; Panizzi (2018a).

Uma vez que todas as ondas do inseto em estudo ja foram caracterizadas,
iniciam-se as gravagbes novamente com outros individuos. Quando uma
onda, a qual se tem interesse de saber a posicdo da bainha salivar e/ou dos
estiletes, é observada na tela do computador, as atividades alimentares do
inseto sao interrompidas artificialmente com o uso de um pincel. Caso seja
feito o corte dos estiletes durante a onda, o equipamento deve ser primeiro
desligado. Em seguida, o tecido vegetal é utilizado para o preparo de laminas
histologicas. Em geral, para o preparo das laminas faz-se uso de um micréto-
mo, equipamento que serve para fazer cortes extremamente finos e precisos,
porém envolve um processo complexo que exige protocolos especificos e
demorados. Por outro lado, ha a possibilidade de fazerem-se cortes manuais
do tecido vegetal, utilizando uma lamina afiada (lamina de barbear, bisturi,
etc.), ou seja, um método bem mais simples e rapido, apropriado para o caso
dos percevejos.

O primeiro passo € cortar os estiletes do percevejo com uma tesoura
entomoldgica e identificar a onda a qual esse corte corresponde. Em seguida,
sob um microscopio estereoscopio, fazem-se cortes finos no tecido vegetal
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utilizando-se uma lamina afiada, até produzir um corte o mais fino possivel
contendo o estilete inserido (Figura 29).

Estiletes

Y iy

Identificacao
da onda

Figura 29. Esquema do processo para obtenc¢do dos cortes do tecido vegetal con-
tendo os estiletes do percevejo Dichelops melacanthus inseridos em colmo de milho.

Em seguida, os cortes sdo submetidos a um protocolo simples para o
preparo e a obtencao das laminas histolégicas (Figura 30). Primeiro, o corte
€ mergulhado em uma solugdo de hipoclorito de sodio (10%) por cerca de
5 minutos para clarificar o tecido vegetal; em seguida, é enxaguado em agua
destilada por 2 minutos a 3 minutos. Na sequéncia, é feita a coloragéo do tecido
vegetal utilizando-se o corante azul de toluideno (1%) por, aproximadamente,
5 minutos, e depois enxaguado em agua destilada por mais 2 minutos a
3 minutos. Por fim, o corte é posicionado na lamina, adicionando-se uma gota
de fixador e a laminula, para lacrar. Essa lamina é, entao, identificada com a
sua respectiva onda e, cerca de 24 horas apés a preparagao, as laterais da
laminula sao seladas com esmalte incolor, para evitar o vazamento do fixador
ou o deslocamento da laminula.

Posteriormente, essas laminas sdo observadas em microscopio para
determinar a posigéo dos estiletes/bainha no tecido vegetal, bem como para
se obterem imagens para cada forma de onda de interesse.
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Figura 30. Etapas para obtencdo das I&minas histoldgicas com cortes dos tecidos
vegetais contendo os estiletes do percevejo.

Esse método tem algumas vantagens, como ser rapido e nao requerer
protocolos complexos, e a obtencdo das Iaminas é feita em curto periodo de
tempo. Porém, tem como desvantagem o fato de ndo poder ser realizado com
qualquer tipo de estrutura vegetal (por exemplo, folhas, plantulas de cereais
em estadio inicial de desenvolvimento, etc.) e requerer habilidade e cuidado
na hora de cortar os estiletes do percevejo e os tecidos da planta.

8. Consideracodes finais

A tecnologia do monitoramento eletronico de insetos sugadores por meio do
uso do EPG, que teve inicio nos anos 60 com insetos sugadores pequenos
(afideos, em especial), atualmente constitui-se na principal ferramenta para
monitorar as atividades alimentares dos percevejos.

A expertise no uso do EPG em percevejos foi desenvolvida pioneiramente
na Embrapa Trigo, com o monitoramento de atividades de cinco diferentes
espécies de percevejos, pragas de grandes culturas (commodities) como
a soja, o milho e o trigo. Além de haverem sido construidas bibliotecas de
ondas elétricas, referentes as diferentes atividades, essas ondas foram
correlacionadas, através de estudos histolégicos, com os diferentes sitios
de alimentacado. Esses resultados abrem perspectivas as mais variadas,
que podem ser utilizadas em possiveis estratégias de controle usando
inseticidas sistémicos ou outras toxinas eventualmente inseridas nas
plantas, por mecanismos genéticos pelo melhoramento tradicional ou por
métodos inovadores usando a biotecnologia. Em adigdo, o monitoramento
eletrdnico pelo uso do EPG permite caracterizar o impacto de cultivares que
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apresentam tolerancia a acao dos percevejos, muitas vezes despercebidas.
Tempo e frequéncia de alimentagéo, por exemplo, sdo parametros basicos
que facilmente podem ser desvendados com o uso do EPG.

Em conclusédo, o EPG constitui-se hoje no principal fator a ser explorado
como uma ferramenta para desvendar o processo alimentar sofisticado dos
percevejos, com vistas a mitigar o efeito dos danos das espécies-pragas
das grandes culturas no pais. Esforcos estdo sendo dedicados para se
estabelecer uma rede nacional de pesquisa no assunto, visando a somar
esforgos, a evitar duplicagédo e a fazer do pais uma referéncia internacional
nesses estudos avangados.
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