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Otimizacdao da técnica de criacdo de Euschistus heros para a

multiplicacao do parasitoide de ovos, Telenomus podisi
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Maria Carolina Blassioli’
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Resumo

Uma técnica de criacao massal do percevejo marron da soja, Euschistus heros (Fabr.)
(Hemiptera: Pentatomidae) foi testada no laboratério com o objetivo de melhorar a
sobrevivéncia, qualidade e producao de ovos dos insetos. Ninfas e adultos foram criados
em densidades de 100 a 400 ovos por placa de Petri (9cm didmetro) e de 50 a 200 casais
por gaiola de criacdao (900mL), respectivamente. A sobrevivéncia das ninfas até o estagio
de adulto foi maior (89%) quando criadas em densidade de 100 ovos por placa de Petri. A
sobrevivéncia dos adultos foi independente da densidade, e 100 casais por gaiola de
criacao foi a melhor densidade encontrada para melhorar a qualidade dos insetos. Nessas
condicdes a fecundidade das fémeas foi de 160,8 = 9, 28 ovos por fémea e um total de
8, 950.7 + 456,4 ovos por gaiola por més foi produzido. Densidade com 200 casais por
gaiola apresentou um decréscimo de 65% na reproducao das fémeas. Com esta
metodologia uma coldnia de 35 gaiolas com 100 casais por gaiola produz cerca de 313, 3
mil ovos por més, quantidade suficiente para liberar o parasitéide de ovos, Telenomus
podisi (Hymenoptera: Scelionidae) em 35 hectares de plantio de soja.

' Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.



Introducao

Euschistus heros (Fab.) (Hemiptera: Pentatomidae) é atualmente a espécie mais abundante
do complexo de percevejos que atacam a cultura da soja [Glycine max (L.) Merrill]l, desde a
formacao das vagens até o amadurecimento dos grdaos (PANIZZI e OLIVEIRA, 1998).
Embora seja uma praga prolifera, capaz de sobreviver em outras culturas, durante o
inverno, adultos e ninfas preferem as plantas de soja para a sua reproducao e

desenvolvimento (PANIZZI e OLIVEIRA, 1998).

No Brasil, E. heros ocorre em maior densidade nas regides quentes, sendo predominante no
norte do Paranda, S&o Paulo e nas regides Cetro-Oeste do pais (CORREA-FERREIRA e
OLIVEIRA, 1998). As populacdes comecam a aumentar quando os insetos saem da
diapausa ou de hospedeiros alternativos e migram para soja (PANIZZIl e VIVAN, 1997). A
utilizacdo de inseticidas é a técnica de controle mais utilizada no controle desse inseto, e o
aparecimento de populacdes resistentes tém sido observados em razdo do uso

indiscriminado desses produtos (SOSA-GOMEZ et al., 2001).

Os parasitéides de ovos, Trissolcus basalis (Wollaston) e Telenomus podisi (Ashmead)
(Hymenoptera: Scelionidae) sdo parte integrantes de programas de controle biolégico no
agroecosistema dos percevejos da soja (CALTAGIMORE, 1981; CLARKE, 1990; CORREA-
FEREIRA, 2002). No Norte do Estado do Parana esforcos tem sido feitos para controlar
esses percevejos através de liberacoes inoculativas de 7. basalis, o qual depende da
producao de ovos de seu hospedeiro principal, Nezara viridula (L.) (Hemiptera:
Pentatomidae) (CORREA-FERREIRA e MOSCARDI, 1996), no entanto, em areas muito
grandes essa estratégia tem sido limitada pelas dificuldades de se estabelecer colonias de
N. viridula que permitam a producado do inseto em quantidade para atender as necessidades

do programa de controle biolégico.

Com o aumento da populacao de E. heros nos plantios de soja, pesquisadores reportaram o
potencial dessa espécie como hospedeiro alternativo para a criacdo massal de 7. basalis,
além disso, E. heros é o hospedeiro principal de 7. podisi (PERES e CORREA-FERREIRA,
2001). Na regido Norte do Parana esse parasitoide pode causar ate 75% de mortalidade
dos ovos (CORREA-FERREIRA e MOSCARDI, 1995). Tentativas para criar N. viridula e E.
heros em dieta artificial com o objetivo de obter maior numero de insetos para a
multiplicacdo desses parasitéides tem sido realizadas, mas sem resultados significativos.

Um alongamento no desenvolvimento das ninfas e uma reducao nas taxas de sobrevivéncia



e fecundidade foi observada quando comparado com insetos criados em dieta natural

(PANIZZI et al., 2000; FORTES et al., 2006).

A freqliente ocorréncia de E. heros na cultura da soja tem aumentado o interesse dos
pesquisadores na comunicacao quimica desse inseto visando a utilizacao do feromonio
sexual do macho no monitoramento populacional e no desenvolvimento de outras

estratégias de controle (BORGES et al., 1999; 2003).

No laboratério de Ecologia e Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, E. heros tem sido criado em dieta natural por mais de 15 anos. Os insetos
sao utilizados para a coleta do feromdnios, criacdo e estudos comportamentais de 7. podisi
(SILVA et al., 2006; SUJII et al., 2002; BORGES et al., 2003). Entretanto, a criacdo e
manutencao de um grande ndmero de insetos padronizados (em termos biolégicos) sao

necessarias para a realizacao desses estudos.

Os principais problemas encontrados para aumentar a producao de E. heros foram a alta
densidade de insetos nas unidades de criagcdo e a falta de informacdes sobre o efeito da
densidade populacional na sobrevivéncia e na capacidade reprodutiva do inseto,
parametros biolégicos diretamente ligados ao controle de qualidade da criacdo massal de
insetos em laboratério (CHAMBERS, 1977). Embora a fecundidade e a fertilidade das
fémeas sejam fundamentais para a criacao massal (Van Lenteren, 2000), parametros
demograficos como densidade de ovos, sobrevivéncia e razao sexual sdo mais informativos

quando as gaiolas de criacdo sdo consideradas unidades de producado (VERA et al., 2007).

Deste modo, objetivo deste trabalho foi otimizar a técnica de criagdo massal de E. heros
determinando: 1) o efeito da densidade na sobrevivéncia dos insetos, e na capacidade
reprodutiva das fémeas; 2) o periodo de maxima oviposicdo e a época de descarte de
insetos; 3) o tamanho da col6nia e o numero de ovos produzidos. Alem disso, os
resultados obtidos podem auxiliar na criacao massal de outras espécies de percevejos da

soja.

Material e Métodos

Técnica de Criacdao

Adultos e ninfas de E. heros foram provenientes da criacdo mantida no Laboratério de

Ecologia e Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em sala



climatizada a temperatura de 26 = 1 °C, umidade relativa de 60 = 10 % e fotofase de
14L:10E horas. Os adultos foram criados em recipientes de plastico transparente (900 mL)
com tampa, provida de uma abertura central, fechada com tela de nailon ou voi/ a fim de
permitir a ventilacdo e evitar a fuga dos insetos. No interior das gaiolas foram colocadas
duas telas de nailon brancas (15 cm?) que serviram de abrigo e substrato de oviposicdo. A
dieta foi composta de amendoim cru, Arachis hypogaea (L.), grdos secos de soja, Glycine
max (L.), sementes de girassol, Helianthus annuus (L.), vagens frescas de feijao, Phaseolus
vulgaris (L.) e d4gua. A cada dois dias, massas de ovos eram coletadas, e grupos de
aproximadamente 400 ovos eram colocados em placas de Petri (9cm x 2 cm) forradas com
papel comum e mantidas nas mesmas condi¢coes climaticas dos adultos. Para evitar a
desidratacao dos ovos pedacos de vagens frescas de feijao foram colocados dentro das
placas. Até o final do 3° instar as ninfas foram criadas nas placas de Petri e alimentadas
com pedacos de vagens de feijao, graos secos de soja e sementes de girassol, quando
entao foram transferidas para as gaiolas de criacao. Essa é a metodologia convencional

usada para criar ninfas e adultos de E. heros .

2 Efeitos da densidade na sobrevivéncia das ninfas

A taxa de eclosao e de sobrevivéncia foram os parametros utilizados para medir a
desempenho de ninfas de E. heros quando criadas em diferentes densidades de ovos.
Massas de ovos com 24 h de idade foram retiradas das gaiolas de criacdo e colocadas em
placas de Petri (9cm x 2 cm) com densidades de 100, 200, 300 e 400 ovos por placa de
Petri. Cada tratamento (densidade) constou de cinco repeticoes (uma placa de Petri = 1
repeticdo). Diariamente, os ovos de cada repeticdo foram examinados para registro da data
de eclosdo, mudancas de instares e mortalidade. A sobrevivéncia foi determinada para as
seguintes fases: ovo_ninfa do 1° instar; ninfa do 1°_ninfa do 3° e ninfa do 3° _adulto. A
partir do 3° instar as ninfas de trés repeticoes de cada densidade testada foram contadas e
transferidas para uma gaiola de criacdo onde permaneceram até atingirem a fase adulta. O
experimento foi realizado nas mesmas condicdes experimentais da criacao estoque. A taxa
de sobrevivéncia em cada tratamento foi calculada com base nas observacoes diarias de
mortalidade e no numero total de adultos obtidos. Os dados foram submetidos a analise de
variancia, sendo a as médias comparadas pelos testes Student-Newman-Keuls e Qui

guadrado (x3), a 5% de significancia.



3. Efeito da densidade na reproducao e sobrevivéncia dos adultos

Adultos recém-emergidos foram colocados nas gaiolas de criacdo com densidades de 50,
100, 150 e 200 casais por gaiola em cinco repeticdes. Diariamente, as gaiolas de cada
tratamento foram monitoradas, de preferéncia pela manha, para remocao das posturas
colocadas na noite anterior e contagem dos insetos mortos. Fémeas e machos mortos nao
foram substituidos durante o experimento. Os ovos produzidos em cada gaiola foram entao
pesados e o numero total de ovos por gaiola por dia foi estimado usando-se o peso médio
de 100 ovos (43,20 = 1,07 mg; N = 6). A partir desses dados calculou-se o nimero de
ovos per fémea por dia, dividindo-se o numero total de ovos pelo nimero de fémeas vivas
naquele dia. A producao total de ovos por gaiola em cada tratamento foi determinada a
partir do inicio da oviposicao até 35° dia quando o experimento foi concluido. Curvas de
sobrevivéncia foram plotadas calculando-se a proporcao de fémeas sobreviventes em cada
gaiola. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias foram comparadas

pelo teste Student-Newman-Keuls a 5% de probabilidade.

4. Producdo massal e estabelecimento da metodologia melhorada

Com base nos resultados do experimento anterior (Efeito da densidade na sobrevivéncia e
reproducao dos adultos) 100 casais por gaiola (densidade 6tima observada), foram
retirados da col6nia estoque para determinar o tamanho da col6nia e estabelecer a
metodologia melhorada no laboratério. A cada dez dias, um grupo de cinco gaiolas com
100 casais / gaiola, era formado e monitorado diariamente. Os ovos produzidos em cada
gaiola eram retirados e o numero total estimado usando o peso médio de 100 ovos como
descrito acima. Parte dos ovos foi usada na criacdo do parasitéide, 7. podisi, o restante foi
pesado novamente e usado em experimentos de laboratério e no estabelecimento da nova

colonia.

A coleta de ovos era realizada ate o 30° dia (periodo de maxima oviposicao), depois os
insetos eram descartados. O experimento foi conduzido nas mesmas condicdes de

temperatura, umidade e fotoperiodo dos descritos acima.

O fluxograma da técnica de criacdo massal de Euschistus heros no laboratério encontra-se

resumido na Figura 1.



5. Resultados e Discussao

Efeitos da densidade na eclosdo e sobrevivéncia das ninfas

Em todos os tratamentos observou-se um sincronismo na eclosao dos ovos, e o periodo de
incubacao foi de 5, 64 + 1,17 dias, valor préximo ao obtido por outros autores (Costa et
al., 1998) Densidade de 100 ovos por placa de Petri ndo afetou a sobrevivéncia do ovo a
ninfa do primeiro instar, entretanto, houve uma diferenca significativa (F = 24,65; df =3,
34; P < 0,05) quando a densidade foi aumentada para 300 ou 400 ovos/placa de Petri
(Tabela 1). Da mesma forma, 100 ou 200 ovos/placa de Petri, ndo afetou a sobrevivéncia
das ninfas do 1° para o 3° instar, mas observou-se uma diferenca significativa (F = 12,43;
df = 3,34; P < 0,05) nas densidades de 300 e 400 ovos/placa de Petri. Em contraste,
houve diferenca significativa (F = 12,20; df =3, 10; P < 0,05) na sobrevivéncia das
ninfas do 3° instar para o estado adulto nas densidades de 100 e 200 ovos/placa de Petri,
se comparadas com as densidades de 300 e 400 ovos/placa de Petri. (Tabela 1). Nao

houve influencia significativa da densidade na razao sexual.

Na densidade de 100 ovos/placa de Petri a proporcao de ninfas que chegaram a fase adulta
foi duas vezes maior que a proporcao nas densidades mais altas (400 ovos/placa de Petri).
O aumento de 300 ou 400 ovos / placa de Petri reduziu em 46 %, a sobrevivéncia das
ninfas, um efeito comum em insetos criados em altas densidades, geralmente, devido a
competicdo por alimento e espaco. Para muitas espécies de inseto a densidade 6tima para
criacao de imaturos depende, entre outros fatores, do numero e distribuicdo de ovos (VAN
LENTEREN, 2000) e em geral alta densidade de ninfas ou larvas resulta em alta
mortalidade devido a competicao intra-especifica por recursos (AGNEW et al., 2000;

GIBBS et al., 2004; BAUERFEIND e FISHER, 2005)

Efeito da densidade na reproducao e sobrevivéncia dos adultos

Houve influencia significativa da densidade na capacidade reprodutiva das fémeas de E.
heros (Tabela 2). Uma similaridade no padrédo das curvas de oviposicdo foi observada, com
picos de producdo entre o 13° e o 25° dia de oviposicao e uma producao diaria de 907 a
1811 ovos para todas as cinco gaiolas. Em todas as densidades testadas a oviposicéo
comeca com um numero elevado de ovos (6,3 ovos/fémea/dia) e a partir da 3° semana
(cerca de 25 dias) comeca a decrescer para niveis mais baixos (3,42 ovos/fémea/dia) com

pequenas elevacdes a medida que as fémeas envelhecem e morrem (Figura 1). A maxima



oviposicao foi de 11 ovos/fémea/dia com uma producéao variando de 907 a 1811 por

gaiola.

Embora tenha havido uma proporcédo maior de fémeas mortas durante os quatro primeiros
dias nas densidades de 200 casais/gaiola de criacdo, a sobrevivéncia ndo foi afetada pelas
densidades testadas. O padrdo das curvas de sobrevivéncia sugere que a mortalidade foi
independente da idade (Figura 2). Peres e Corréa-Ferreira (2001) criando E. heros em
gaiolas de 50x50x70 cm com 100 casais/gaiola reportaram uma curva de sobrevivéncia

semelhante, com uma maior mortalidade apds a 6% semana de observacgao.

A fecundidade média diadria (nUmero de ovos/fémea/dia) foi significativamente maior (F =
13, 36, df = 3,18 P < 0,05) para as fémeas criadas em densidades de 50 e 100 casais
por gaiola do que para as fémeas criadas nas densidades de 150 e 200 casais por gaiola. A
fecundidade total (numero de ovos/fémea) também foi significativamente maior (F = 13,
41, df = 3,18 P < 0.05) (Tabela 2). A producéao de ovos (média de ovos/gaiola/dia e total
de ovos/gaiola) também foi significativamente (F = 40, 18, e F = 34, 57, df = 3,18 P <
0, 05, respectivamente) maior para as fémeas criadas nas densidades de 50 e 100
casais/gaiola quando comparada com as densidades mais altas (Tabela 2). Esses resultados
refletem o efeito negativo da alta densidade no desempenho reprodutivo das fémeas (a
densidade declinou durante o experimento e as fémeas depositaram 1.4 menos ovos por
dia), e confirmam os registros de que a reproducao esta diretamente relacionada com a
densidade dos adultos nas unidades de criacao (Bauerfeind & Fischer, 2005; Vera et al.,
2007). A fecundidade reduzida das fémeas pode ter sido influenciada pela competicao
entre machos por acasalamento ou por locais de oviposicdo. De acordo com Costa et al.
(1998) fémeas de E. heros com varios acasalamentos produzem um maior numero de ovos

do que fémeas com apenas um acasalamento.

Nao foi observada diferenca significativa na fecundidade das fémeas criadas em
densidades de 150 e 200 casais por gaiola, no entanto, para obter uma producdo de ovos
equivalente a 100 casais/gaiola, trabalhando com 50 casais/gaiola seria necessario
aumentar o numero de gaiolas por um fator de 1.6, com um aumento correspondente no
tempo de manipulacao da coldnia, espaco na sala de criacdo, e materiais. Apesar de
apresentar um maior numero final de individuos, densidade com 150 ou 200 casais por
gaiola afetam significativamente a fecundidade dos insetos (Tabela 2). Portanto, a
densidade100 casais por gaiola foi considerada 6tima para as nossas condicoes de

trabalho.



Peres e Corréa-Ferreira (2001) criando E. heros em densidades de 100 casais/gaiola (50x
50 x 70 cm) reportam uma media de 809 a 774 ovos/gaiola durante o periodo de maxima
oviposicao e um total de 5547 ovos por gaiola, valores semelhantes aos obtidos neste
trabalho. A diferenca na metodologia utilizada pelos autores é que plantas de soja na fase
de enchimento de graos sao colocadas no interior das gaiolas para estimular a oviposicao.
Para nossos objetivos essa metodologia demanda mais tempo, mais espaco e mais

materiais para manipular a col6nia.

Criacdo massal e estabelecimento da metodologia melhorada

Como observado no experimento anterior, a oviposicao na maioria das gaiolas com inicia
com um numero médio de 6 a 7 ovos /fémea/dia, e decresce gradualmente a partir da 3?
semana de observacao. Este é um importante aspecto comportamental em criagdes
massais de insetos (BOLLER, 1972). A producdo média diaria de 5 gaiolas variou de
1371,1 a 2174,6 ovos (Figura 3). Durante o periodo de 63 dias um total de 36.731 ovos
foram produzidos dos quais 50,3% foram utilizados na criacdo do parasitéide de ovos, T.
podisi, o restante foi utilizado em bioensaios e na manutencao da nova colbnia. Esses
numeros ilustram a eficiéncia da técnica de criacdo que pode ser mantida por dois técnicos
de laboratério trabalhando tempo integral na criagdo de adultos e ninfas. Do cohort inicial,
cerca de 30% das fémeas com 35 dias de idade continuavam ovipositando, deste modo, a
idade de descarte dos insetos para otimizar a col6nia foi de 35 dias, quando
aproximadamente 70% dos ovos foram depositados. Peres e Corréa-Ferreira (2001)
reportaram um periodo de maxima oviposicao mais longo (3% - 5% semana) para E. heros e
sugeriram que os insetos poderiam ser mantidos nas gaiolas até o final da 7% semana de
oviposicdo. Em relacdo a N. viridula os insetos devem ser destruidos apds a 3% semana de

oviposicdo (CORREA-FERREIRA e MOSCARDI, 1996).

Com esta metodologia uma colénia com 35 gaiolas com 100 casais/gaiola produz cerca de
313. 275 ovos por més. Considerando as taxas de parasitismo, emergéncia e razdo sexual
de T. podisi em ovos de E. heros (PERES e CORREA FERREIRA, 2004) e a liberacdo de
5000 vespas por hectare (CORREA-FERREIRA, 2002) esta metodologia pode suprir

parasitéides para liberacdo em areas de plantio de soja de ate 30-35 ha .
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Tabela 1. Sobrevivéncia de ninfas e proporcdo de adultos de Euschistus heros quando
criados no laboratério sob diferentes densidades (26 = 1° C, RH 60 = 10%, fotofase de

14h).
Proporcédo de ninfas sobreviventes
Ovo em cada classe de idade Razdo sexual
densidade i
Ovo _[Iinstar | _Ill instar Il instar®_ Adultos Males Females
100 80.33 + 69,22 + 88. 70 + 4.64a 48.46 + 51.54 =+
2.69a 2.32a 0.96 0.97
(N = 723) (N= 581) (N= 520) (N = 257) (N = 263)
200 74.61 = 74.25 + 51.37 = 4.33b 50.33 £ 49.33 +
2.03a 2.74a 0.88 0.99
(N = 1349) (N= 965) (N = 506) (N = 259) (N = 247)
300 58.65 =+ 56.79 =+ 42.54 + 4.28bc 52.92 + 47.08 +
1.83b 3.63b 1.15 1.15
(N = 1599) (N = 958) (N = 402) (N = 213) (N = 189)
400 55.61 =+ 46.74 + 43.22 + 9.92¢ 53.54 + 46.46 +
2.99b 4.85c 1.51 1.51
(N = 2002) (N = 936) (N = 363) (N = 196) (N = 167)

Medias seguida das mesmas letras nao diferem entre si pelo teste Student_Newman-Keuls

(P < 0.05) e Qui quadrado (P < 0.05).

N = numero total de individuos em cada densidade

?Indica as ninfas que foram transferidas para as gaiolas de criacao



Tabela 2. Desempenho reprodutivo de fémeas de Euschistus heros quando criadas em
diferentes densidades no laboratério (26 + 1° C, RH 60 =+ 10%, fotofase de 14h).

Densidade Numero médio Numero médio Numero médio Total de
Casais/gaiola de de de ovos / gaiola ovos /gaiola
ovos / fémea ovos / fémea /dia
/dia
50 6.49 + 0.31a 175.23 =+ 181.35 + 16. 4896.51 +
8.34a O6a 433.69a
100 6.22 + 0.36a 160.76 =+ 344.26 + 8950.73 + 456
9.28a 17.56b .44b
150 4.81 = 0.29b 129.02 + 353.10 £ 9533.56 + 506.
8.391b 18.75bc 37bc
200 4.39 = 0.12b 114.04 = 420.98 + 10681.65 +
3.21b 10.54bc 283.81¢c

Médias seguidas das mesmas letras em cada coluna nao diferem

Student_Newman-Keuls a 5% de probabilidade.

Fémeas mortas nao foram substituidas durante o experimento

entre si pelo teste
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Figura 1.

Euschistus heros até 35 dias quando criadas em diferentes densidades no laboratério (26

+ 1°C, 60 + 10% RHe 14 L: 10 h D).
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Figura 2. Producéo de ovos por dia por 5 gaiolas (linha cheia) e nimero de ovos
utilizados na criacao de Telenomus podisi (linha pontilhada) no laboratério apés a otimizacao da técnica de criacao
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Figura 4. Fluxograma dos procedimentos para a criacdo massal de Euschistus heros no laboratério 4 26 + 1°C, 60 = 10 % RH e fotofase de
14:10LD. Cada grupo é formado de cinco gaiolas com 100 casais por gaiola
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