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RESUMO

SANTOS, itala Tainy Barreto Francisco dos. Desenvolvimento de Podisus nigrispinus
(Dallas, 1851) (Hetoroptera: Pentatomidae) em diferentes temperaturas e uso de
solucBes quimicas para permeabilizacdo de ovos. Sao Cristovdo: UFS, 2017. 34p.
(Dissertagdo— Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae) é um percevejo predador utilizado no
controle bioldgico de diversas pragas e por isso tem sido criado em grandes quantidades em
laboratdrios. Assim, com objetivo de otimizar a criagdo massal de P. nigrispinus manipulando
a temperatura, dois experimentos foram realizados, um voltado a investigacdo dos efeitos de
diferentes temperaturas no desenvolvimento e outras caracteristicas bioldgicas do percevejo
predador; e outro, voltado a avaliacdo dos processos de decorionizacao e permeabilizacdo na
viabilidade de ovos de P. nigrispinus com diferentes idades embrionarias. No primeiro
experimento, quatro temperaturas foram utilizadas (17, 21, 25 e 29°C * 0,2), e 0s parametros
avaliados foram duracdo da fase de ovo, dos estadios ninfais, sobrevivéncias, longevidade de
adultos, numero de ovos por fémea, periodo de pré-oviposicdo, oviposi¢do e pds-oviposicao,
peso e tamanho de adultos. Como resultado, foi observada uma relacdo inversamente
proporcional entre os parametros duracdo da fase de ovo e dos estadios ninfais com a
sobrevivéncia nas temperaturas estudadas. Maior longevidade de adultos e periodo de pré-
oviposicdo, oviposicdo e pds-oviposicdo foram obtidos na temperatura de 17°C. Todavia, 0
ndmero de ovos, peso e tamanho de adultos foram afetados adversamente. Portanto, as
temperaturas de 21 e 25°C sdo mais apropriadas para o desenvolvimento do predador.
Entretanto, as temperaturas extremas (17 e 29°C) permitiram retardar ou acelerar o ciclo de
vida do inseto, mediante necessidade de inimigos naturais em campo. No segundo
experimento, embrides de 24, 48. 72 e 96 horas de idade foram submetidos a solugdes
quimicas para decorionizacdo e permeabilizacdo. Consequentemente, embribes com 96 horas
de idade apresentaram maiores viabilidades quando comparados aos de 24, 48 e 72 horas.
Observacdes em microscopio de luz revelaram diferencas na espessura do cérion apos
tratamentos com solugdes quimicas. Assim, as solu¢fes para decorionizacdo e
permeabilizacdo de ovos de P. nigrispinus, juntamente com a idade embrionéaria afetam a
viabilidades de embrides a serem criopreservados.

Palavras-chave: Criacdo massal, Percevejo-Predador, Temperatura, Vitifricagéo.

* Comité Orientador: Genésio Tamara Ribeiro — UFS (Orientador)



ABSTRACT

SANTOS, itala Tainy Barreto Francisco dos. Development of Podisus nigrispinus (Dallas,
1851) (Hetoroptera: Pentatomidae) in different temperatures and use of chemical
solutions for eggs permeabilization. Sdo Cristovao: UFS, 2017. 34p. (Master of Science in
Agriculture and Biodiversity).*

Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae) is a stinkbug used in the biological
control of several pests, and has therefore been massively reared in laboratories. Thus, with
the objective of optimizing the mass rearing of P. nigrispinus by manipulating the
temperature, two experiments were carried out: the first, aimed at investigating the effects of
different temperatures on the development and on other biological characteristics of the
predatory stinkbug; and the second, aimed at evaluating the processes of dechorionation and
permeabilization in the viability of P. nigrispinus eggs with different embryonic ages. In the
first experiment, four temperatures were used (17, 21, 25, and 29 °C + 0.2), and the following
parameters were evaluated: duration of the egg and nymphs stages; survival; adults longevity;
number of eggs per female; pre-oviposition, oviposition and post-oviposition periods; adult
weight and size. As result, an inversely proportional relationship was observed between the
parameters duration of the egg and nymphs stages and survival at the temperatures studied.
Longer adult longevity, pre-oviposition, oviposition and post-oviposition periods were
obtained at a temperature of 17 °C. Conversely, the number of eggs, weight and size were
adversely affected. Therefore, temperatures of 21 and 25 °C are the most suitable for the
development of the predator; however, the extreme temperatures (17 and 29 °C) allowed
delaying or accelerating the life cycle of the insect. In the second experiment, embryos of 24,
48, 72 and 96 hours of age were subjected to chemical solutions for dechorionation and
permeabilization. Consequently, embryos with 96 hours of age presented greater viabilities,
when compared with those with 24, 48 and 72 hours of age. Observations under a light
microscope revealed differences in the chorion thickness after treatments with chemical
solutions. Thus, the solutions for dechorionation and permeabilization of P. nigrispinus eggs
together with embryonic age affect the viability of embryos to be cryopreserved.

Key-words: Mass rearing, Stinkbug-Predator, Temperature, Vitifrication.

* Supervising Committee: Genésio Tamara Ribeiro — UFS (Orientador).



1. INTRODUCAO GERAL

Podisus € um dos géneros mais importantes da familia Pentatomidae, com distribuicdo
geografica nos paises de clima temperado e tropical e de habito alimentar generalista
(LUNDGREN, 2011). Desse género destaca-se a espécie P. nigrispinus Dallas (1851)
(Heteroptera: Pentatomidae) que é considerada um importante predador de lepidopteros e
coledpteros daninhos (ZANUNCIO et al., 2002; MEDEIROS et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2011; VACARI et al., 2014).

Estima-se que P. nigrispinus possui habilidade em predar cerca de 30 espécies de
insetos-praga de importancia econémica (MENEZES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2008; TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006), e ainda que insetos
herbivoros sdo responsaveis por perdas médias de 14% na produtividade agricola nos paises
desenvolvidos (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009; ZAMBOLIM,; CONCEIQAO;
SANTIAGO, 2008). Por isso, insetos predadores, como P. nigrispinus, tém sido criados em
laboratério e liberados em programas de controle biolégico em culturas como o eucalipto
(ZANUNCIO et al., 2002), algoddo (MEDEIROS et al., 2000), soja (FERREIRA et al., 2008)
e tomate (TORRES et al., 2002).

A producdo eficiente e econémica € o fator determinante para o sucesso de programa
de controle biolégico . Estima-se que 60 a 80% dos custos de producdo do inseto sdo gastos
com mao de obra (PARRA et al., 2002). Trata-se de um desafio para a comercializacdo e uso
desses insetos em um programa de MIP (DE BORTOLI et al., 2011). Outro desafio € a
sincronia do calendario de producdo de inimigos naturais com surto de pragas no campo, 0
que em muitas vezes ndo ocorre, indicando, assim, a necessidade de técnicas de
armazenamento (COLINET; HANCE, 2010) ou métodos que manipule o ciclo de vida do
agente de controle bioldgico.

A temperatura € o principal fator que explica a variacdo do desenvolvimento de
insetos (KINGSOLVER; HUEY, 2008; LIU; ZHANG; ZHU, 1995) e com isto, pode-se
manipular o ciclo de vida do inimigo natural em criacbes massais através de diferentes
temperaturas. Um método promissor é a criopreservacdo, que utiliza-se de baixas
temperaturas, (-196°C), o qual foi aplicado com sucesso em algumas ordens de insetos como
Himenoptera, Lepidoptera e Diptera (RAJAMOHAN et al, 2013; RAJAMOHAN;
RINEHART; LEOPOLD, 2014; ROVERSI; COSI; IRDANI, 2008).

A criopreservagdo pode ser uma alternativa eficiente para estocagem de ovos de
agente de controle biol6gico, pois em criages convencionais os agentes de controle biologico
sdo criados frequentemente, enquanto que a ocorréncia do surto da praga flutua ao longo do
tempo (COLINET; BOIVIN, 2011; COSTA et al., 2016). Dessa forma, a necessidade de
construir e manter grandes instalacdes para criacbes massais poderiam ser diminuidas com o
uso da tecnologia. Adicionalmente, o0 uso de agentes de controle biolégico em substituicao
aos pesticidas poderia ser mais expandido se tecnologia de armazenagem, tal como
criopreservacao, fosse desenvolvida, pois, ao contrario dos inimigos naturais, pesticidas
quimicos sdo armazenados e transportados com facilidade por todo mundo (LEOPOLDO,
1991).

Até a presente data, poucos estudos sdo encontrados a respeito do efeito de diferentes
temperaturas no desenvolvimento ninfal de P. nigrispinus. Adicionalmente, para
criopreservacao de ovos desse percevejo nada foi descrito. Sendo esses, portanto, os focos
deste trabalho.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae)

2.1.1 Biologia

Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) pertencente a subordem Heteroptera, familia
Pentatomidae, € um percevejo predador amplamente distribuido e encontrado nos paises de
clima temperado e tropical (INAYAT et al., 2011; NEVES; TORRES; ZANUNCIO, 2010).
Os aspectos bioldgicos desse predador variam em funcdo de fatores bidticos e abioticos, tais
como: temperatura, umidade, alimentacdo e espaco de criacdo massal (TORRES;
ZANUNCIO; MOURA, 2006).

O ciclo de vida de P. nigrispinus passa por fases de ovo, ninfa e adulto. O periodo de
incubacdo dos ovos sob 25 a 27°C varia de cinco a seis dias (TORRES; ZANUNCIO;
MOURA, 2006). Na fase ninfal, o inseto passa por cinco estadios, sendo que o inicio da
alimentacdo ocorre no segundo instar e o periodo total de desenvolvimento ninfal dura entre
20 a 30 dias quando mantido a 25°C e alimentado com Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae) (OLIVEIRA et al., 2004).

Na fase adulta, as fémeas, usualmente, sdo maiores do que 0s machos; seus tamanhos
variam de 10 a 12mm e de 8,5 a 10mm, respectivamente. Além disto, as fémeas apresentam
maiores pesos (45 a 140mg) do que os machos (35 a 100mg) (TORRES; ZANUNCIO;
MOURA, 2006). A maturacdo sexual ocorre de dois a quatro dias para as fémeas, e para 0s
machos de um a dois dias (CARVALHO et al., 1994a; 1994b).

A oviposi¢do ocorre cerca de um dia apds o acasalamento, mas picos de oviposi¢do
ocorrem ao redor da segunda e terceira semana de vida adulta (TORRES; ZANUNCIO;
MOURA, 2006). O nimero de ovos pode variar entre 350 a 390 (CURITIBA ESPINDULA et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011, 2002), isto porque o acasalamento mdltiplo aumenta a
viabilidade dos ovos (RODRIGUES et al., 2008; SOUSA-SOUTO et al., 2006). Em geral, as
fémeas realizam 13 copulacGes com trés a quatro machos durante um periodo de uma a duas
semanas, este periodo é suficiente para produzir ovo e fertilizar ninfas por cerca de 80% de
sua vida util (TORRES; ZANUNCIO, 2001).

As fémeas podem, ainda, estocar em suas espermatecas espermatozoides para garantir
uma reproducdo sem interrupcdo (SAKURAI, 1998). Porém, fémeas, quando acasaladas
isoladamente, exibem intervalo mais longo entre oviposicdo e diminuem a fertilidade apos a
producdo de cerca de 200 ovos, 0 que pode indicar escassez de espermatozoides,
necessitando, assim, de inseminagdes adicionais (TORRES; ZANUNCIO, 2001).

Por fim, a longevidade de machos e fémeas varia de 30 a 85 dias quando mantidos a
25 a 27°C. A longevidade, assim como outros parametros biolégicos do predador, depende
das condi¢Ges ambientais, disponibilidade de presa e qualidade nutricional das mesmas
(TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006).

2.1.2 Importéncia econémica

Podisus nigrispinus é comumente encontrado nas Américas (TORRES; ZANUNCIO;
MOURA, 2006), e no Brasil encontra-se distribuido em praticamente todo territorio (PIRES
et al., 2009). E um importante predador naturalmente associado aos surtos de lepidopteros e
coleopteros daninhos, e por isso, € considerado como a primeira linha de defesa de pragas no
Manejo Integrado de Pragas de espécies agricolas e florestais (MEDEIROS et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2011; VACARI et al., 2014; ZANUNCIO et al., 1994).

Este inimigo natural preda cerca de 30 espécies de insetos-praga de importancia
econdmica (RODRIGUES et al.,, 2008; TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006). Em
cultivos agricolas como Gossypium sp., Solanum sp. e Glycine sp. (DE OLIVEIRA et al.,
2002; LEMOS et al., 2001; NETO et al., 2002) P. nigrispinus tem sido utilizado no controle
bioldgico de lagartas desfolhadoras como Alabama argillacea Hibner (Lepidoptera:
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Noctuidae), Anticarsia gemmatalis Huibner (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera exigua
Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) (DE BORTOLI et al., 2011; HASSANPOUR et al., 2011;
MEDEIROS et al., 2003; NETO et al., 2002).

Ja em plantacdes florestais de eucalipto tem sido utilizado no controle de Thyrinteina
arnobia Stoll (Lepidoptera: Geometridae), Psorocampa denticulata Schaus (Lepidoptera:
Notodontidae), Eupseudosoma aberrans Schaus (Lepidoptera: Noctuidae), Sarsina violascens
Herrich-Schaeffer (Lepidoptera: Noctuidae) e Trichoplusia ni Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae) (ZANUNCIO et al., 1991; ZANUNCIO et al., 1994).

Assim, por se tratar de um predador generalista com eficiéncia em predar diversas
pragas, P. nigrispinus tem sido utilizado em programas de Manejo Integrado de Pragas por
empresas agricolas e florestais. No Brasil, varias empresas reflorestadoras mantém suas
criagbes e fazem liberacdo em campo para prevenir surto de ocorréncia de pragas
(ZANUNCIO et al., 1991), tal como, a Bahia Specialty Cellulose/ Copener. Ja na Europa e
nos Estados Unidos, percevejos predadores pertencente a subfamilia Asopinae podem ser
encontrados disponiveis comercialmente para o controle de pragas (DE BORTOLI et al.,
2011).

2.2 Controle Bioldgico de Insetos

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) consiste em um sistema de apoio de decisdes
isoladas ou associadas para a adocdo de controle de pragas, que considera aspectos
econdmicos, ecoldgicos, toxicoldgicos e sociais para a tomada de decisdo de controle (DA
SILVA; BATISTA; BRITO, 2009; KOGAN, 1998). Entre os métodos de controle de pragas
do MIP estdo os métodos culturais, genéticos, legislativo, resisténcia de plantas, mecanicos,
fisicos, por comportamento, quimico e biolégico (CROCOMO, 1990)

O Controle Bioldgico trata-se de uma importante ferramenta utilizada dentro de um
programa de MIP (BUSOLI et al., 2015) e pode ser definido como um fenémeno natural que
consiste na regulacdo populacional de insetos-praga por meio da acdo de inimigos naturais,
resultante de interaces antagbnicas como parasitismo, predacdo e competicdo
(CALTAGIRONE, 1988; BUSOLI et al., 2015).

O Controle Biologico pode ser de trés tipos: o classico, em que hd a introducdo
(importagdo) de organismos para o controle da praga, o natural, em que visa favorecer as
populacdes de inimigos naturais e o aplicado, em que 0s inimigos naturais sdo multiplicados
em laboratdrio para aplicacdo em campo (BUENO, 2009). J& os principais agentes de controle
bioldgico sdo os predadores, parasitas, parasitoides e entomopatdgenos.

Os predadores s@o organismos de vida livre que se alimentam durante seu
desenvolvimento de uma presa, em geral, estes sdo maiores do que a presa. Os parasitas, estes
utilizam-se de mais de um hospedeiro para completar o ciclo de vida e ndo os matam. Os
parasitoides que necessitam de um Unico individuo para completar seu desenvolvimento, e 0s
matam lentamente. Ambos, parasitas e parasitoides, possuem tamanho inferior ao seu
hospedeiro. Por fim, os entomopatdgenos que sao responsaveis em causar doengas em insetos,
em geral sdo os virus, fungos, bactérias e nematoides (GALLO et al., 1988).

O controle de pragas por inimigos naturais foi apreciado por mais de mil anos
(SIMMONDS; FRANZ; SAILER, 1976) entretanto, nos ultimos anos houve um aumento no
seu uso (DE-BACH, 1964) devido a eficiéncia no controle de pragas, reducdo de
agroquimicos e possibilidade de criacdo desses insetos em escala comercial (DA SILVA; DE
BRITO, 2015).

2.2.1 Criagao massal de insetos

A utilizacdo de inimigos naturais como agente de controle bioldgico estd ligada a
producdo em laboratério (BUENO, 2009). Portanto, a criagdo massal é a producdo de um
suprimento de insetos relativamente grande para a distribuicdo em campo (LEPPLA,
ADAMS, 1987; PARRA, 2009).
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Ao se iniciar uma criacdo massal, etapas devem ser seguidas. Algumas delas sdo a
coleta, identificacdo e manutencdo do inimigo natural; selecdo de presas para criacao;
avaliacdo dos aspectos comportamentais do predador; estudo da dindmica populacional da
praga; producdo em laboratorio do inimigo natural; determinacdo de época e forma de
liberacdo; dentre outros (PARRA et al., 2002).

A producao eficiente e econdmica é o fator determinante para 0 sucesso de programa
de controle bioldgico. Estima-se que 60 a 80% dos custos de producdo do inseto sdo gastos
com méo de obra, sendo entdo um desafio para a comercializa¢do e uso desses insetos em um
programa de MIP (DE BORTOLI et al., 2011; PARRA et al., 2002). Outro desafio esta ligado
a producdo de um namero adequado de inimigos naturais e harmonizacdo com o surto da
praga em campo (COLINET; HANCE, 2010). Por isso, ao longo dos anos, os programas de
criagdo massal de inimigos naturais tém passado por mudancas consideraveis para minimizar
alguns desequilibrios, como adaptac@es de presas (DE OLIVEIRA et al., 2002) e estocagem
de ovos (COSTA et al., 2016).

2.3 Efeito da temperatura no desenvolvimento dos insetos

2.3.1 Temperatura

O desenvolvimento e sobrevivéncia de um inseto pode variar em resposta a fatores
bidticos e abidticos (COURET; DOTSON; BENEDICT, 2014). A temperatura € principal
fator, ocasionado alteracbes nas taxas metabdlicas (HODKOVA; HODEK, 2004;
KINGSOLVER; HUEY, 2008), como crescimento, alimentacdo, oviposi¢cdo, numero de
geragdes e principalmente a velocidade de desenvolvimento (BURSELL, 1974; SPEIGHT et
al., 1999).

Insetos somente conseguem alcancar a fase adulta e se reproduzir dentro de um
gradiente de temperatura, existindo uma temperatura 6tima (HADDAD; PARRA; MORAES,
1999). As faixas 6timas de temperatura para grande parte dos insetos, estdo localizados em
torno de 15°C a 38°C, sendo 25°C o ponto 6timo de desenvolvimento, com maior numero de
descendentes. Em temperaturas acima de 38°C ou abaixo de 15°C os insetos podem entrar em
um estado quiescente, e, readquirem suas atividades metabolicas quando a temperatura
retorna a faixa Otima. (SILVEIRA-NETO, 1976; ROSENTHAL, 2013). Mas, efeitos
negativos sao esperados quando submetidos a temperaturas proximas dos limites minimo e
maximo (HADDAD; PARRA; MORAES, 1999).

As exigéncias térmicas de insetos tem sido amplamente estudas para a compreensao da
dindmica populacional de insetos-praga em campo (WALLNER, 1987; JOHNSON et al.,
2016). E, recentemente variacdes térmicas tém sido utilizadas para manipular o ciclo de vida
de inGmeros insetos, permitindo controlar a populacdo em laboratério (PARRA, 2001), e
trazendo maior flexibilidade e eficiéncia da criacdo (LEOLPOLDO; CHEN, 2005; CAO et al.,
2016).

2.3.2 Criopreservacao de insetos

A aplicacdo da criopreservacdo tem sido abundantemente utilizada em muitos
materiais biologicos, tais como espermatozoides (NASCIMENTO et al.,, 2015), 6vulo e
embrides de animais e humanos (CANTANHEDE et al., 2016; GASDA, 2015; TSAI; LIN,
2012), tecidos vegetais e sementes (PORTO, 2013) e nas ultimas duas décadas em embrides
de insetos (LEOPOLD; RINEHART, 2010).

A criopreservacdo pode ser obtida através de duas técnicas: o congelamento lento ou
vitrificacdo. No congelamento lento utiliza-se de baixas concentragcdes de crioprotetores, a
temperatura é reduzida gradativamente de forma constante até atingir -32°C, na célula a 4gua
do meio extracelular se cristaliza, aumentando a concentracdo de solutos fora da célula
atraindo a agua do meio intracelular (LEIBO, 1977). Na vitrificacdo utilizam-se altas
concentragcdes de crioprotetores que aumentam a viscosidade do meioem que, durante o
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resfriamento, a &gua celular se solidifica em estado vitreo, sem formagdo de cristais de gelo
(RALL; FASHY, 1985;VAJTA; NAGY, 2006).

Para insetos, a criopreservagdo por vitrificagdo tem sido comprovada apenas em
ordens como Diptera, Lepidoptera, sendo oito espécies de embrides de Diptera (LEOPOLD et
al., 2001; MAZUR et al., 1992; RAJAMOHAN et al., 2013; RAJAMOHAN; LEOPOLD,
2007; RAJAMOHAN; RINEHART; LEOPOLD, 2014; STEPONKUS et al.,, 1990;
AUGUSTINOS et al., 2016) e duas espécies de embrides de Lepidoptera (RAJAMOHAN et
al., 2013; ROVERSI; COSI; IRDANI, 2008).

A criopreservacdo de embrifes de insetos, ao contrario da de embrides de mamiferos,
é mais dificil, pois o conteddo em um embrido de inseto normalmente € intolerante ao
congelamento, além de apresentar o cdrion, uma barreira de protecdo contra a dissecacdo e
perigos ambientais, que dificulta a penetracdo de crioprotetores (LEOPOLDO, 1991).
Portanto, o processo de criopreservagao de insetos envolve algumas etapas, como defini¢do
do estaddio de desenvolvimento, decorionizacdo dos ovos, remocdo da agua superficial,
permeabilizagcdo com solucdes alcalinas, protecdo dos embribes com agentes crioprotetores,
desidratacdo e finalmente imersdo em nitrogénio liquido (LEOPOLD; RINEHART, 2010).

O estadio de desenvolvimento adequado para a criopreservacdo de insetos é durante o
desenvolvimento embrionario, pérem na fase inicial embrionaria as solucdes crioprotetoras
podem ser altamente toxicas (LEOPOLD; RINEHART, 2010; RAJAMOHAN; LEOPOLD,
2007; WANG et al.,, 2000), ja em embriGes no final do estagio de desenvolvimento o
tratamento com crioprotetores é ineficiente devido a formagdo de cuticulas impedindo a
remocao da agua (LEOPOLD; RINEHART, 2010).

O corion recobre a membrana vitelina dos insetos e o sucesso da criopreservagao
também depende da permeabilizacdo ou remocdo desse material (BERKEBILE; CHIRICO;
LEOPOLD, 2000). Em trabalhos com dipteros e lepidopteros, solugdes como hipoclorito de
sodio e alcanos foram utilizados para remover/permeabilizar o corion e membrana vitelina,
respectivamente (RAJAMOHAN et al., 2013; RAJAMOHAN; RINEHART; LEOPOLD,
2014; ROVERSI; COSI; IRDANI, 2008; STEPONKUS et al., 1990).

Os crioprotetores sdo agentes quimicos que conferem tolerancia as células ao frio e/ou
congelamento, estes podem penetrar ou nao as células através da membrana plasmatica e
evitam a formacédo de cristais de gelo (LEOPOLDO, 1991). Os crioprotetores penetrantes,
como etileno glicol, propanodiol e dimetilsulféxido, sdo pequenas moléculas que atravessam
as membranas celulares e formam pontes de hidrogénio com as moléculas de agua no citosol
fazendo com que o ponto de congelamento da dgua diminua, reduzindo a probabilidade de
formacao de cristais de gelo na célula (PEREIRA; MARQUES, 2008). Os crioprotetores ndo
penetrantes, tais como trealose e sacarose, ndo atravessam as membranas por serem moléculas
grandes, permanecendo no meio extracelular e atraem a agua para fora da célula, levando-a a
desidratacdo (PEREIRA; MARQUES, 2008).

VariagBes nas caracteristicas dos embrifes, tais como volume do embrido,
permeabilizacdo, composicdo da superficie de cera, espessura do corion, taxa de
desenvolvimento, dentre outros (NELSON; LEOPOLD, 2003; RAJAMOHAN; LEOPOLD,
2007) faz com que haja necessidade de padronizac¢do de um protocolo de criopreservagéo para
cada espécie de inseto.
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4. CAPITULO 1

DIFERENTES TEMPERATURASNO DESENVOLVIMENTODE Podisus nigrispinus
(DALLAS, 1851) (HETEROPTERA: PENTATOMIDAE): IMPLICACOES NA
CRIACAO MASSAL

RESUMO

Percevejos predadores, como o Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae), tém
sido criado massalmente em laboratério e liberado nos programas de Manejo Integrado de
Pragas. No entanto, a producgéo de inimigos naturais pode ndo coincidir com o surto de pragas
no campo, fazendo necessario o uso de técnicas que permitam manipular o ciclo de vida do
predador. Objetivou-se, portanto, investigar os efeitos de diferentes temperaturas no
desenvolvimento e em outras caracteristicas bioldgicas do percevejo predador P. nigrispinus.
Quatro temperaturas foram utilizadas (17, 21, 25 e 29 °C + 0,2), e os parametros avaliados
foram: duracédo da fase de ovo e dos estadios ninfais; sobrevivéncias; longevidade de adultos;
namero de ovos por fémea; periodo de pré-oviposicdo, oviposicdo e pos-oviposicao; peso e
tamanho de adultos. Foi observada uma relacdo inversamente proporcional entre 0s
parametros duracdo da fase de ovo e dos estddios ninfais com a sobrevivéncia nas
temperaturas estudadas. Maior longevidade de adultos e periodo de pré-oviposicao,
oviposicao e pds-oviposi¢do foram obtidos na temperatura de 17°C. Todavia, 0 nimero de
0vos, peso e tamanho de adultos foram afetados adversamente. As temperaturas de 21 e 25 °C
sdo as mais apropriadas para o desenvolvimento do predador. Por outro lado, temperaturas
extremas (17 e 29 °C) permitem retardar ou acelerar o ciclo de vida do predador mediante a
necessidade de inimigos naturais no campo.

Palavras-chave: Percevejo-Predador, Otimizacdo de Desenvolvimento, Temperatura.
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ABSTRACT
Different temperatures in the development of Podisus nigrispinus (Dallas, 1851)
(Heteroptera: Pentatomidae): implications for massal rearing

Predatory stinkbugs, such as Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae), have
been massively reared in the laboratory and released into Integrated Pest Management
programs. However, the rearing of this natural enemy may not coincide with pests outbreaks
in the field, which indicates the need for techniques to manipulate the life cycle of the
predator. The objective of this study was to evaluate the effect of different temperatures on
the development and other biological characteristics of the stinkbug predator P. nigrispinus.
Four temperatures were used (17, 21, 25 and 29 °C % 0.2), and the following parameters were
evaluated: duration of the egg and nymphs stages; survival; adults longevity; number of eggs
per female; pre-oviposition, oviposition and post-oviposition periods; adult weight and size.
An inversely proportional relationship was observed between the parameters duration of the
egg and nymphs stages and survival at the temperatures studied. Longer adult longevity, pre-
oviposition, oviposition and post-oviposition periods were obtained at a temperature of 17 °C.
Conversely, the number of eggs, weight and size were adversely affected. Temperatures of 21
and 25 °C were the most appropriate for the development of the predator; however, the
extreme temperatures (17 and 29 °C) allowed delaying or accelerating the life cycle of the
predator in function of the need for natural enemies in the field.

Key-words: Stinkbug-Predator, Development Optimization, Temperature.

4.1. Introducao

Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae) é um predador
generalista encontrado em regides de clima temperado e tropical (Neves et al. 2010; Inayat et
al. 2011). Sao percevejos eficientes em predar diversas pragas em culturas como algodéo,
tomate, soja e eucalipto (Neto et al. 20 02; Oliveira et al. 2002; Torres et al. 2002; Zanuncio et
al. 2002). Este predador tem sido criado massalmente em laboratorio e liberado em programas
de controle bioldgico no Manejo Integrado de Pragas (Zanuncio et al. 2002; Bottega et al.
2014).

Embora a criacdo massal em laboratorio produza grande quantidade de inimigos
naturais, a producéo de predadores pode nao coincidir com o surto da praga no campo (Costa
et al. 2016), 0 que gera custos, isto porque a presa € criada de forma continua para sustentar a
producdo durante todo ano (Neves et al. 2010). A falta de sincronismo no calendéario de
producdo de inimigos naturais com o surgimento de pragas no campo indica a necessidade de
técnicas de armazenamento (Colinet e Hance 2010) ou métodos que manipule o ciclo de vida
do agente de controle bioldgico.

Sabe-se que o desenvolvimento e sobrevivéncia de um inseto pode variar em resposta
a fatores bioticos e abidticos (Couret et al. 2014). E que é a temperatura o principal fator que
explica a variagdo do desenvolvimento dos insetos (Liu et al. 1995; Kingsolver e Huey 2008)
devido as alteracBes das taxas metabdlicas (Hodkova e Hodek 2004). Por exemplo,
temperaturas mais altas estdo associadas com o aumento da taxa de desenvolvimento
(Kingsolver e Huey 2008; Arrese e Soulages 2010), o que é ideal quando ha a necessidade
rapida de inimigos naturais. Enquanto que o0 uso de temperaturas baixas foi comprovado
como um método que aumenta a vida util dos insetos (Colinet e Hance 2010).

Contudo, a manipulacdo da temperatura quer seja para o0 atraso no ciclo ou obtencéo
répida de predadores ndo é tdo simples assim. Exposi¢cdo prolongada ao frio pode causar
lesbes que acumuladas progressivamente tornam-se irreversiveis ou letais em um limite
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especifico (Kostal et al. 2006; Silva et al. 2013), como em P. nigrispinus,em que ovos a 5°C
sdo afetados letalmente (Vacari et al. 2014).

Em geral, embribes apresentam maior tolerancia a baixas temperaturas (Baek et al.
2014), e sob tais condicdes ninfas podem eclodir, todavia o ciclo de desenvolvimento pode
ndo ser completo, como em Edessa meditabunda (Hemiptera: Pentatomidae) submetido a
15°C, no qual as ninfas sobreviveram até o segundo instar (Gongalves et al. 2008). Efeitos
negativos também sdo experados quando submetidos a temperaturas préximas do limite
méaximo (Haddad et al. 1999). Em Podisus distinctus (Hemiptera: Pentatomidae) a duracéo
ninfal diminuiu com o aumento da temperatura, mas 33°C foi letal para o inseto (Santos et al.
2004). Dessa forma, objetivou-se neste estudo investigar os efeitos de diferentes temperaturas
no desenvolvimento de P. ningrispinus para otimizar a criagdo massal do percevejo predador.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Insetos

Os testes foram realizados no Laboratorio de Entomologia Florestal do Departamento
de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sergipe, Brasil. Os insetos
utilizados foram obtidos da criacdo mantida no laboratério com temperatura de 25+ 0,5°C,
umidade relativa de 60+ 9,5% e fotoperiodo de 12h.

Adultos do percevejo predador P. nigrispinus sdo criados em gaiolas teladas de
60x40x40 cm, alimentados com pupas da presa alternativa Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
Tenebrionidae) e a agua é disponibilizada em algoddo umedecido. As posturas depositadas
pelas fémeas nas gaiolas sdo coletadas com algod&o no dia da oviposicao e transferidas para
placas de Petri (9,0 cm de didmetro x 1,5 cm de altura) contendo algoddao umedecido com
agua destilada. Apds a eclosédo, as ninfas permanecem nessas placas e sao alimentadas com
pupas de T. molitor até a fase adulta, quando sdo transferidas para as gaiolas.

4.2.2. Desenvolvimento de Podisus nigrispinusem diferentes temperaturas

Na primeira fase do experimento, massas de ovos de até 24 horas foram coletadas da
criacdo massal e separadas por tratamento. Os tratamentos foram constituidos das
temperaturas constantes 17, 21, 25 e 29°C com variacdo * 0,2; fotoperiodo de 12 horas e
umidade relativa de 60 + 9,5%. Cada tratamento foi iniciado com 25 repeti¢des, sendo cada
repeticdo constituido de 20 ovos. Apds a eclosdo, as ninfas foram mantidas nas mesmas
placas de Petri e alimentadas com pupas de T. molitor.

Na segunda fase, apos término da fase ninfal, 20 casais de adultos recém-emergidos
foram separados em caixa tipo gerbox e mantidos nas mesmas condi¢fes de temperaturas em
que foram provenientes. Um algod&o foi depositado na tampa dos gerbox a fim de manter a
umidade e os adultos foram alimentados com pupas de T. molitor.

Nas duas fases do experimento foram realizadas observacdes diarias a fim de manter
o fornecimento de agua em niveis adequados, bem como realizar observagdes dos parametros
avaliados que foram: (a) Duracéo da fase de ovo, ninfa e desenvolvimento total da fase ninfal;
(b) sobrevivéncia em cada estadio ninfal e adultos recém-emergidos; (c) Longevidade de
machos e fémeas; (d) Namero de ovos por fémeas; (e) Periodo de pré-oviposicéo, oviposicao
e pos-oviposicao; (f) Peso de machos e fémeas recém-emergidos; (g) Comprimento e largura
de insetos adulto.

4.2.3. Analise estatistica

Todos os parametros avaliados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
em seguida a andlise de regressao, sendo os modelos escolhidos de acordo com a significancia
dos coeficientes de regressdo (t, p<0,05) e pelo coeficiente de determinagdo (R?). Na analise
estatistica utilizou-se o software SISVAR 5.0 (Ferreira 2014).
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4.3. Resultados

Em geral, na duracdo dos estadios de desenvolvimento de P. nigrispinus percebeu-se
que o tempo em cada estadio de ovo e ninfa aumenta com a diminui¢do da temperatura, este
comportamento fica explicito através das regressées polinomiais do tipo quadréatica, dada por
parabolas negativas. Observa-se que a duracdo total do desenvolvimento de P. nigrispinus até
atingir a fase adulta foi de 65,3+2,07; 38,4+0,55; 21,5+0,47 e 17,4+0,34 dias para as
temperaturas de 17, 21, 25 e 29°C, respectivamente (Figura 1) (ANOVA, p<0,05).
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Figura 1. Duracgdo (dias) da fase de ovo (A), de cada estadio ninfal (B, C, D, Ee F) e
desenvolvimento total da fase ninfal (G) de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
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submetidos a temperaturas constantes (17, 21, 25 e 29+ 0,2°C), umidade relativa de 60 +
9,5%, fotoperiodo de 12hs ealimentados com Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).

Na fase de ninfa e adultos observou-se que a sobrevivéncia de P. nigrispinus diminui
nas temperaturas extremas (17°C e 29°C). Este comportamento fica evidente ao se avaliar as
equacdes de regressdes polinomiais do tipo quadratica, dada por parébolas positivas, exceto
para a sobrevivéncia de ninfa no primeiro instar (Figura 1A). O ponto maximo, ou seja, a
maxima sobrevivéncia, esta localizado préximo a temperatura de 25°C (temperatura controle).
No entanto, a sobrevivéncia durante a evolucdo de cada estadio de desenvolvimento tende a
diminuir, ja que no primeiro estadio ninfal foi de 75 a 90%, mas na fase adulta de 25 a 50%
(Figura 2A e 2F) (ANOVA, p<0,05).
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Figura 2. Sobrevivéncia (%) em cada estadio ninfal (A, B, C, D e E) e de adultos (F) de
Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) submetidos a temperaturas constantes (17,
21, 25 e 29+ 0,2°C), umidade relativa de 60 + 9,5%, fotoperiodo de 12hs ealimentados com
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).

A longevidade de P. nigrispinus, tanto macho quanto fémea, diminui a medida que a
temperatura aumenta, e independente da temperatura, as fémeas possuem menor longevidade
em relacdo aos machos (Figura 3A). No nimero de ovos por fémea, a temperatura de 17°C
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proporcionou um baixo ndmero de ovos por fémea (13,5+6,63), e através de derivacdo, 0
ponto maximo, ou seja, a maxima producdo de ovos (208,10) por fémea em funcdo da
temperatura é a 24,38°C (ANOVA, p<0,05) (Figura 3B).
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Figura 3. Longevidade (dias) de machos e fémeas (A) e nimero de ovos por fémeas (B) de
Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) submetidos a temperaturas constantes (17,
21, 25 e 29+ 0,2°C), umidade relativa de 60 + 9,5%, fotoperiodo de 12hs ealimentado com
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).

O periodo de pré-oviposicdo de P. nigrispinus submetidos a diferentes temperaturas
foi de 8,45+0,94; 8,00+0,52; 7,50+0,29 dias para as temperaturas de 21, 25, e 29°C,
respectivamente, no entanto, para 17°C esse periodo foi de 27,6+0,94 dias. O periodo de
oviposicdo tende a diminuir com o aumento da temperatura, sendo 34,2+6,58 dias para as
fémeas submetidas a 17°C e 10,1+1,92 dias para 29°C. Quanto ao periodo de pds-oviposicao,
este também foi diminuindo com o aumento da temperatura, com 6,4+1,3 dias para a
temperatura de 17°C e 1,4+0,22 dias para 29°C (ANOVA, p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Periodo de Pré-oviposicdo, Oviposicdo e Pds-oviposicdo de fémeas de Podisus
nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae), submetidos a temperaturas constantes (17, 21, 25 e
29+ 0,2°C) umidade relativa de 60 + 9,5%, fotoperiodo de 12hs ealimentado com Tenebrio
molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).

Nos insetos recém-emergidos de P. nigrispinus observou-se que as diferentes
temperaturas afetam nos pesos de machos e fémeas. O peso de machos de P. nigrispinus €
maior com o aumento da temperatura, porém, as fémeas nas temperaturas extremas (17 e
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29°C) tendem a diminuir seu peso. Observou-se também que as fémeas sdo em média 17,5
mg mais pesadas que os machos (ANOVA, p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Peso (mg) de machos e fémeas de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
recém-emergidos submetidas a temperaturas constantes (17, 21, 25 e 29+ 0,2°C), umidade
relativa de 60 = 9,5%, fotoperiodo de 12hs ealimentado com Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae).

Nos adultos recém-emergidos de P. nigrispinus observou-se que as temperaturas
afetam no comprimento e largura de machos e fémeas. Verificou-se que o comprimento do
inseto tende a aumentar com o aumento da temperatura, e que as fémeas sdo em média 1,3mm
maiores que os machos. Quanto a largura, observou-se que as temperaturas extremas (17 e
29°C) tendem a aumentar a largura dos insetos independente do sexo. Percebe-se ainda, que
as fémeas sdo 1,1 mm mais largas que os machos (ANOVA, p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Comprimento (cm) (A) e largura (cm) (B) de machos e fémeas de Podisus
nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) 24 hs de emergidos, submetidas a temperaturas
constantes (17, 21, 25 e 29+ 0,2°C), umidade relativa de 60 * 9,5%, fotoperiodo de 12hs
ealimentado com Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).

4.4. Discussao

O periodo de desenvolvimento de varios percevejos aumenta com a diminui¢do da
temperatura, até um certo limite, devido a reducdo das taxas metabolicas (Hodkova e Hodek
2004) comportamento observado em todas as fases do ciclo de vida de P. nigrispinus. Embora
exista um trade-off na relacdo de retardamento do desenvolvimento com as caracteristicas
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bioldgicas do predador, esse tempo permite alongar o tempo de criagdo massal na auséncia de
insetos-praga no campo.

Temperaturas fora da faixa térmica do inseto devem ser evitadas (Baek et al. 2014),
pois, embora o limiar inferior de P. nigrispinus seja de até 11,5°C (Didonet et al. 1995),
temperaturas proximas a esse limite podem afeta-lo letalmente, mesmo quando apenas os
ovos sdo submetidos a baixa temperatura, como verificado por Costa et al. (2016) em que a
estocagem por mais de 10 dias a 13°C ndo permite ao percevejo completar seu ciclo,
morrendo ainda na fase ninfal.

Na determinacdo das exigéncias térmicas de P. nigrispinus por Didonet et al. (1995),
verificaram que, na fase de ovo menores, periodos embrionarios foram apresentados na
temperatura de 29°C, e maiores em temperaturas de 15°C. Resultados semelhantes foram
alcancados neste trabalho,em que o desenvolvimento embrionario de P. nigrispinus a 17°C
durou 9,28+0,55 dias e 3,8+0,10 dias a 29°C (Figura 1).

A temperatura ideal para alongamento do tempo de desenvolvimento ninfal de P.
nigrispinus foi a de 17°C, pois o ciclo de desenvolvimento até a emergéncia de adultos foi de
3,0 e 3,7 vezes maiores do que na temperatura de 25 e 29°C (Figura 1). Em estudo do
desenvolvimento de P. distinctus sobre efeito de temperaturas variando entre 17°C e 33°C, a
tolerancia e o alongamento das fases também foram verificados, em que o ciclo de vida até
chegar a fase adulta de P. distinctusa 17°C foi 4,5 vezes maiores do que a 29°C (Santos et al.
2004).

O aumento no tempo de desenvolvimento causado pela redugdo nas taxas metaboélicas
faz com que os recursos energéticos do inseto sejam desviados para sobrevivéncia do mesmo
(Vacari et al. 2014), isto foi observado claramente pela diminuicdo dos parametros como
sobrevivéncia ninfal (Figura 2), peso de macho e fémea recém-emergidos (Figura 5), tamanho
dos insetos adultos (Figura 6) e oviposicao (Figura 4). Trade-off semelhante foi constatado na
estocagem de ovos de P. nigrispinus por (Vacari et al. 2014), em que insetos advindos de
ovos estocados por 17 dias a 15°C tiveram o periodo ninfal, viabilidade ninfal e peso
diminuidos.

A temperatura afeta o desenvolvimento (Baek et al. 2014; Poncio et al. 2016; Johnson
et al. 2016) e reproducdo de insetos (Scriber e Slansky Jr 1981), como observado na
temperatura de 17°C que permitiu um acréscimo na longevidade de machos e fémeas (Figura
3A), no entanto, esse acréscimo acarretou na reducdo do numero total de ovos por fémeas
(13,5+6,63 ovos por fémea) (Figura 3B) e no acasalamento. Constata-se, assim, que nesta
temperatura, 0s gastos energéticos das fémeas sdo concentrados na sobrevivéncia.

A temperatura também influenciou na reproducdo de P. nigrispinus, em que a
elevacdo da temperatura diminui o periodo de pré-oviposicdo, oviposi¢do e pds-oviposicdo
(Figura 4), resultados semelhantes aos estudos de (Medeiros et al. 2003) com P. nigrispinus
alimentado com Alabama argillacea (Lepidoptera: Noctuidae) sob diferentes temperaturas.
Periodo de pré e pds-oviposicdo mais curto, como observado nas temperaturas de 21, 25 e
29°C, indica que maior quantidade energética foi alocada para o periodo de oviposi¢do (De
Bortoli et al. 2011).

A fecundidade de P. nigrispinus reportada na literatura € alta a 25°C (Medeiros et al.
2003). No entanto, mesmo nos regimes térmicos ideais de desenvolvimento, a producéo total
de ovos por fémeas do percevejo foi baixa (199,4+35,69 e 176,5+ 33,0, respectivamente). Isto
porque, fémeas que acoplam isoladamente podem apresentar um intervalo mais longo de
oviposicdo e diminuir a producdo de ovos para até 200 ovos, indicando assim a escassez de
espermatozoides (Torres e Zanuncio 2001). Porém, as que realizam o acoplamento mdltiplo,
ou seja, com varios machos, apresentam um numero de ovos que pode variar entre 350 a 390
ovos (Oliveira et al. 2002, 2011, Espindula et al. 2010).

Insetos de P. nigrispinus até o quarto instar ndo apresentam diferengas de pesos entre
machos e fémeas, no entanto, a partir do quinto instar, as fémeas passam a ser mais pesadas
do que os machos (Oliveira et al. 2011), como constatado nas temperaturas desse estudo. O
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peso de fémeas maior que os machos é devido o acumulo de biomassa que é necessario para a
reproducéo, e ainda por causa do desenvolvimento dos ovérios e formacao de ovos (Oliveira
et al. 2002, 2011). Porém, menores pesos de machos e fémeas em relacdo as demais
temperaturas foram constatadas a 17°C, nesta temperatura os insetos apresentaram cerca de
9mg a menos do que nas demais temperaturas avaliadas.

O tamanho do corpo de P. nigrispinus pode estar relacionado com o peso, nas
temperaturas mais altas o comprimento foi maior (Figura 6A), assim como 0 peso.
Corroborando com (Davidowitz et al. 2003) que afirmam que o peso é um fator critico e atua
na determinacdo do tamanho corporal. Além disso, Wang et al. (2009) afirmam que
individuos maiores tendem a apresentar maior massa corporal, maior longevidade e maior
fecundidade.

Os resultados encontrados neste estudo demonstram o desenvolvimento de P.
nigrispinus em funcdo da temperatura e possui duas aplicagdes. Primeiro, a otimizagdo da
criagdo massal do predador, aumentando o sucesso da producdo e reducdo dos custos
mediante necessidade de inimigos naturais para liberagdo em campo (Didonet et al. 1995;
Santos et al. 2004). Pois, baixas temperaturas permitem um alongamento do tempo de
desenvolvimento de P. nigrispinus, por outro lado, temperaturas mais altas permitem um
aceleramento do desenvolvimento do inseto. E segundo, a facilitacdo no transporte de ovos do
predador, pois ao contrario das ninfas, ovos ndo precisam ser alimentados (Baek et al. 2014) e
a 17 °C podem ser armazenados por 9 dias sem perda significativas da viabilidade.

4.5. Conclustes

As temperaturas 17, 21, 25 e 29°C afetam o desenvolvimento de Podisus nigrispinus.
As melhores condi¢des de desenvolvimento para o predador sdo 21 e 25°C. Mas, otimizacgéo
da criacdo massal do percevejo mediante necessidade de inimigos naturais pode ser
conseguida na temperatura de 29°C. Esta afetou positivamente os parametros avaliados,
exceto a largura do percevejo. Na auséncia de insetos-praga em campo, o aumento do ciclo de
P. nigrispinus pode ser conseguido a 17°C, porém, esta temperatura afeta adversamente a
sobrevivéncia, nUmero de ovos por fémea, peso e tamanho do predador.
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5. CAPITULO 2

DECORIONIZACAO E PERMEABILIZACAO DE OVOS DE Podisus nigrispinus
(DALLAS, 1851) (HETEROPTERA: PENTATOMIDAE): FATORES LIMITANTES
PARA A CRIOPRESERVACAO

RESUMO

Protocolos de criopreservacgdo estdo desenvolvidos para Diptera, Lepdoptera e Hymenoptera,
no entanto, para Heteroptera como Podisus nigrispinus Dallas,1851 (Pentatomidae) nada esta
descrito. Objetivou-se neste estudo avaliar os processos de decorionizagédo e permeabilizagédo
na viabilidade de ovos de P. nigrispinus com diferentes idades embrionarias. Em laboratdrio,
embrides de 24, 48. 72 e 96 horas de idade foram submetidos a solu¢des quimicas (Hidréxido
de sadio, Hipoclorito de sodio, Isopropil e Hexano) para decorionizacdo e permeabilizacdo. O
experimento foi realizado em esquema fatorial 4x8. Embrides com 96 horas de idade
apresentaram maiores viabilidades comparados aos de 24, 48 e 72 horas. ObservacGes em
microscopio de luz revelaram diferencas na espessura do corion apds tratamentos com
solugdes quimicas. Estas solucdes para decorionizacdo e permeabilizacdo de ovos de P.
nigrispinus, juntamente com a idade embrionaria, afetam as viabilidades de embriGes a serem
criopreservados.

Palavras-chave: Percevejo-Predador, Embrido, Vitrificacéo.
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ABSTRACT

Dechorionation and permeabilization of Podisus nigrispinus (Heteroptera:
Pentatomidae) eggs: Limiting factors for criopreservation

Cryopreservation protocols have been developed for Diptera, Lepdoptero and Hymenoptera;
however, for Heteroptera, such as Podisus nigrispinus Dallas, 1851 (Pentatomidae) no
procedures have been described yet. The objective of this study was to evaluate the processes
of dechorionation and permeabilization in the viability of eggs of P. nigrispinus with different
embryonic ages. In the laboratory, embryos of 24, 48, 72 and 96 hours of age were subjected
to chemical solutions (Sodium Hydroxide, Sodium Hypochlorite, Isopropyl and Hexane) for
dechorionation and permeabilization. The experiment was carried out in a 4x8 factorial
scheme. 96-hour-old embryos presented greater viability when compared with 24, 48 and 72-
hour-old embryos. Observations under a light microscope revealed differences in the chorion
thickness after treatments with chemical solutions. These solutions for dechorionation and
permeabilization of P. nigrispinus eggs together with embryonic age affect the viability of
embryos to be cryopreserved.

Key-words: Stinkbug-Predator, Embryo, Vitrification.
5.1. Introdugéo

Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae) € um percevejo
encontrado no Brasil em culturas florestais, como eucalipto; e agricolas, como algodéo,
tomate e soja (Neto et al. 2002, Oliveira et al. 2002, Zanuncio et al. 2002). Estima-Se que esse
predador possui habilidade em predar cerca de 30 espécies de insetos-praga de importancia
econdmica (Torres 2006, Rodrigues et al. 2008, Oliveira et al. 2011, Menezes et al. 2012) e
por isso, tem sido criado massalmente em laboratério e liberado em programas de controle
biolégico (Menezes et al. 2012).

Um dos desafios para comercializacdo e uso de inimigos naturais, como P.
nigrispinus, em programas de Manejo Integrado de Pragas, € o custo de criacdo massal (De
Bortoli et al. 2011, Menezes et al. 2012). Um outro fator que interfere nestes programas de
manejo é a falta de sincronia do calendéario de producédo do predador com o surto de pragas no
campo, pois a maioria dos agentes de controle bioldgico tém ciclo de vida relativamente
curto, sendo necessario serem produzidos pouco antes de sua utilizacdo, o que indica a
necessidade de técnicas de armazenamento desses agentes (Colinet e Hance 2010).

Dentre as técnicas de armazenamento, a criopreservacdo tem sido abundantemente
utilizada na conservacdo de muitos materiais bioldgicos, tais como espermatozoides
(Nascimento et al. 2015), dvulo e embrides de animais (Konc et al. 2014, Tsai e Lin 2012),
tecidos vegetais e sementes (Pukacki e Juszczyk 2015). E nas Ultimas duas décadas, utilizadas
em embrides de insetos das ordens de Diptera, Lepidoptera e Hymenoptera (Leopold e
Rinehart 2010).

O processo de criopreservagédo de insetos envolve algumas etapas, como definigdo do
estddio de desenvolvimento, decorionizacdo dos ovos, remocdo da agua superficial,
permeabilizacdo com solugdes alcalinas, protecdo dos embriGes com agentes crioprotetores,
desidratacéo e finalmente imersdo em nitrogénio liquido (Cosi et al. 2010, Leopold e Rinehart
2010). Sendo o estadio de desenvolvimento embrionario e o corion as principais barreiras que
dificultam a criopreservagéo de insetos por vitrificagédo (Nelson e Leopold 2003, Rajamohan e
Leopold 2007). Por exemplo, a selecdo adequada do estadio de desenvolvimento embrionario
determinou o sucesso da criopreservacdo do inseto modelo Drosophila spp. (Landi et al.
2015).
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A espessura do corion varia entre insetos, esse € um complexo de varias camadas. De
forma simplificada, as camadas sdo 0 exocorion, endocdrion, camada cerosa e membrana
vitelina (Klowden 2007). A camada cerosa, identificada em insetos como hemipteros, dipteros
e lepiddpteros (Beament 1946, Margaritis 1985), juntamente com a membrana vitelina, sdo 0s
principais obsticulos ao fluxo de &gua e outros materiais dentro e fora do ovo (Wang et al.
2000, Woods 2005, Cosi et al. 2010).

A barreira coribnica a permeabilizacdo foi vencida em estudos com diptero e
lepidopteros utilizando substancias como hidroxido de sddio, hipoclorito de sodio, alcanos
como hexano, heptano e octano, e alcoois como isopropil (Steponkus et al. 1990, Roversi et
al. 2008, Rajamohan et al. 2013, 2014). Mas, devido a varia¢fes nas caracteristicas do ovo e
embrides de insetos, faz com que haja necessidade de padronizacdo de um protocolo para
cada espécie e nenhum protocolo esta descrito para embrides de P. nigrispinus. Assim,
propomos avaliar os processos de decorionizagéo e permeabilizagdo na viabilidade de ovos de
P. nigrispinus com diferentes idades embrionarias.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Insetos

Os testes foram realizados no Laboratorio de Entomologia Florestal do Departamento
de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sergipe, Brasil. Os insetos
utilizados foram obtidos da criagdo mantida no laboratério com temperatura de 25+ 0,5°C,
umidade relativa de 60+ 10% e fotoperiodo de 12h.

Adultos do percevejo predador P. nigrispinus sdo criados em gaiolas teladas de
60x40x40 cm, alimentados com pupas da presa alternativa Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
Tenebrionidae) e a &gua € disponibilizada em algoddo umedecido. As posturas depositadas
pelas fémeas nas gaiolas sdo coletadas com algoddo no dia da oviposicao e transferidas para
placas de Petri (9,0 cm de didmetro x 1,5 cm de altura) contendo algoddo umedecido com
agua destilada. Apos a eclosao, as ninfas permanecem nessas placas e sdo alimentadas com
pupas de T. molitor até a fase adulta, quando sdo transferidas para as gaiolas

5.2.2. Decorionizagéo e Permeabilizagéo

O ensaio para a decorionizacdo e permeabilizacdo do corion de P. nigrispinus e da
camada cerosa foi realizado com modificagdes no protocolo de Berkebile et al. (2000). Os
procedimentos para decorionizacdo e permeabilizacdo constituiram-se nas seguintes etapas:
(1) Os ovos foram agitados com auxilio de uma pipeta de Pasteur em uma solucdo de
hidroxido de sodio a 1% (HD) por 5 min. Este procedimento foi seguido por uma triplice
lavagem com agua destilada esterilizada por 1 min cada. (2) Os ovos foram imersos em uma
solucdo de hipoclorito de sodio 1,5% (HP) para remover o cérion. Os ovos foram agitados por
1 min com auxilio de uma pipeta de Pasteur e enxaguados com agua destilada por 2 min. (3)
Para remover a superficie de agua, os ovos foram transferidos para uma membrana de filtro
onde foram imersos em alcool isopropil (I1S) por 15 segundos e secos ao ar. (4) Quando secos,
para remover a camada cerosa que recobre o embrido, os ovos foram imersos em hexano
(HX) por 15 segundos e secos ao ar.

Antes da imersdo nas solugfes, massas de ovos de 24, 48, 72 e 96 horas foram
coletadas e depositadas emplacas de Petri (7 cm de didmetro x 1,5 cm de altura) as quais
foram adicionadas em 30ml de cada solucdo quimica. A cada solucdo utilizada, 100 ovos
eram distribuidos no mesmo numero de placas de Petri (quatro) e para verificar a toxicidade
de cada solugédo, ovos foram submetidos nas solucgdes isoladamente pelos mesmos tempos
descritos acima.

Apbs receberem os tratamentos, os embrides foram incubados em placas de Petri,
contendo algoddo umedecido a fim de manter a umidade (60 + 10%) e vedadas com plastico
filme até a ecloséo. Observacdes diarias foram realizadas, a fim de manter o fornecimento de
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agua em niveis adequados, bem como verificar a viabilidade dos ovos, obtidos pela relacdo
entre a quantidade de ovos em cada tratamento e a quantidade de ninfas eclodidas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
4x8, sendo quatro idades embrionarias (24, 48, 72 e 96) e oito solugdes [Controle (ovos sem
tratamento); HD; HP; IS; HX; HD+HP; HD+HP+IS; HD+HP+IS+HX], cada tratamento
possuiu quatro repeticdes de 25 ovos cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0,05). A andlise estatistica foi realizada no software
SISVAR 5.0 (Ferreira 2014).

5.2.3. Histologia

Para confirmar a decorionizagdo e permeabilizacdo dos ovos, amostras foram
encaminhadas ao laboratorio de ultra estrutura celular da Universidade Federal de Vicosa
(UFV), onde cortes histoldgicos foram realizados a fim de mensurar as possiveis diferencas
na espessura do corion. De cada idade embrionaria, 20 ovos de P. nigrispinus foram
transferidos para a solugdo fixadora Zamboni’s (Stefanini et al. 1967), desidratados em uma
série graduada de alcool (70, 80, 90 e 95%), por 10 min cada, e embebidos em uma solucéo
de historesina (Leica JB-4). Laminas de 3 um, obtidas usando um micrétomo foram coradas
com hematoxilina e eosina e analisada em microscépio de luz.

O comprimento do cérion de ovos de P. nigrispinus foi quantificado com auxilio do
software ImagePro-Plus, versdo 4.5.1.29 (MediaCybernetics). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0,05) utilizando o software
SISVAR 5.0 (Ferreira 2014).

5.3. Resultados

5.3.1. Decorionizacdo e Permeabilizacdo

Nas solucBes quimicas utilizadas para decorionizacdo e permeabilizagdo dos ovos,
observou-se que o hipoclorito de sodio (HP), alcool isopropil (IS), e hexano (HX) nao
afetaram a viabilidade dos embrides, pois ndo diferem estatisticamente do controle. No
entanto, o hidroxido de sodio (HD) reduziu a viabilidade dos embrides em 27,5 £ 6,6%; 22,5
+ 7,5%; 27,5 + 4,7% e 51,25 + 11,4% em todas idades embrionarias (24, 48, 72 e 96 horas,
respectivamente) (F= 4,62; df= 3, 3; p=0,097, ANOVA) (Tabela 1).

Do mesmo modo, a viabilidade dos embrides foi diminuida em cada etapa da
decorionizacao e permeabilizacdo quando o hipoclorito de sddio foi adicionado ao hidréxido
de sédio (HD+HP), bem como, quando adicionou o alcool isopropil (HD+HP+IS) e quando
adicionou a solucdo alcana, Hexano (HD+HP+IS+HX) nas idades de 24, 48 e 72 horas
(Tabela 1).

Comparando as idades embrionarias de ovos de P. nigrispinus, houve um decréscimo
na viabilidade dos embriGes nos ovos com idades de 24, 48 e 72 horas quando submetidos as
sequéncias das solucdes quimicas (HD+HP, HD+HP+IS, HD+HP+IS+HX), entretanto foi alta
a viabilidade de ovos com 96 horas (90,0 + 3,5; 92,5 + 2,5 e 75,0 £ 6,4%, respectivamente)
(F=4,47;df=7, 3; p= 0,01, ANOVA) (Tabela 1).
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Tabela 1: Viabilidade (% + SE) de ovos de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
com diferentes idades embrionarias (24, 48, 72 e 96 horas) ap6s aplicacdo de solucdes
quimicas para retirada e permeabilizagdo do corion. Controle (ovos sem tratamento),
Hidroxido de sddio (HD), Hipoclorito de sédio (HP), Alcool isopropil (IS), Hexano (HX),
HD+HP, HD+HP+IS, HD+HP+IS+HX.

Tratamentos Idade (Horas)
24 48 72 96

Controle 87,5+ 5,2Aa 80,0+ 9,5Aa 80,0+ 9,5Aa 78,7+ 11,7Aab
NaOH (HD) 27,5+ 6,6Bb 22,5+ 7,5Bb 27,5+ 4,7Bab 51,2+ 11,4Ab
NaClO (HP) 82,5+ 5,1Aa 76,2+ 2,3Aa 87,5+ 3,2Aa 76,2+ 6,2Aab
Isopropil (IS) 77,5+ 7,1Aa 91,2+ 5,1Aa 87,5+ 3,2Aa 85,0+ 3,5Aa
Hexano (HX) 87,5t 2,0Aa 87,5t 3,2Aa 85,0+ 4,5Aa 77,5 3,2Aab
HD+HP 13,75+ 4,2Bb 13,7+ 4,2Bb 12,5+ 3,2Bc 90,0+ 3,5Aa
HD+HP+IS 12,5+ 5,9Bb 13,7+ 6,2Bb 8,75+ 2,3Bc 92,5+ 2,5Aa
HD+HP+IS+HX 13,75+ 4,7Cb 20,0+ 9,3Cb 46,2+ 5,1Bb 75,0+ 6,4Aab

CV (%) 21,64

Médias seguidas de mesmas letras maiuscula nas colunas e mintscula nas linhas néo difere entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

5.3.2Histologia

A microscopia de luz do corion de P. nigrispinus submetidos aos tratamentos de
decorionizacdo e permeabilizacdo evidencia diferencas entre as espessuras no corion de P.
nigrispinus, sendo mais evidentes na camada mais externa, o exocorion. Verificou-se a
auséncia dos espinhos, estruturas comumente constatadas nos ovos nao tratados. Mudangas
nas coloragdes nos ovos foram observadas apos o tratamento com as solucdes quimicas, essas
assumiram uma coloracao pérola apés o tratamento e podem estar relacionadas a auséncia do
exocérion (Figura 1).
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Figura 1: Secgdes histologicas do corion de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
com 48 horas de idade embrionaria, controle (ovos sem tratamento) (A) e com solucdes
quimicas (HD+HP+1S+HX) para decorionizacao/permeabilizacdo (B). Barra= 6. Exocérion
(Ex), Endocorion (En) e espinhos (Th).
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Nos cortes histologicos de P. nigrispinus a espessura do cérion foi de 7,54 + 0,33um e
apos tratamento quimico reduziu-se para 5,11 * 0,30um (F=48,35; df= 1, 49; p<0,01,
ANOVA) (Tabela 2). A camada mais externa do cdérion, o exocorion, foi reduzida de 1,73 £
0,09um para 0,46 = 0,03um apds o tratamento (F=161,46; df= 1, 49; p<0,01, ANOVA) e,
verificou-se também que as solugbes quimicas antes de decorionizar o exocorion atuaram
também na camada mais interna, o endocorion, reduzindo de 5,80 + 0,25um para 4,64 +
0,10um (F=18,39; df= 1, 49; p<0,01, ANOVA) (Tabela 2).

Tabela 2: Espessura (um) do cérion de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) com
48 horas de idade embrionéaria apds tratamento com solugdes quimicas (HD+HP+IS+HX)
para decorionizagdo/permeabilizacéo.

Corion Exocorion Endocorion
Controle 7,54 +0,33a 1,73 £0,09a 5,80+0,25%
Decorionizado/Permeabilizado 5,11 + 0,30b 0,46+0,03b 4,64 +0,10b
CV% 27.60

Médias seguidas de mesmas letras mindscula nas colunas ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

5.4. Discussao

As barreiras de protecdo contra desidratacdo apresentados pelos ovos de insetos sdo o
corion e a membrana vitelina (Wang et al. 2000). Estas barreiras fazem com que cada espécie
a ser criopreservada necessite de um protocolo (Leopold et al. 2001). Para que a
criopreservacdo de embrides de insetos seja bem sucedida € necessario promover o efluxo de
agua e o influxo dos crioprotetores pela membrana vitelina antes do congelamento em
nitrogénio liquido (Leopold e Rinehart 2010), para isto, dois obstadculos devem ser vencidos.
Um é a determinacdo das solucBes e concentracGes adequadas para a decorionizacao e
permeabilizacdo do cérion. A outra limitacdo é a determinacdo da fase embrionaria mais
adequada para a qual a permeabilizacdo possa ser realizada e que garanta a sobrevivéncia
adequada dos embrides (Berkebile et al. 2000).

Os ovos P. nigrispinus possuem uma camada mais espessa de cdrion que em
Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) (Mazur et al. 1992), Musca domestica
(Diptera: Muscidae) (Wang et al. 2000), Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae) (Rajamohan
et al. 2013), Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) (Roversi et al. 2008) e outros
insetos que ja foram criopreservados. Contudo, os embrides deste Heteroptera foram muito
sensiveis aos tratamentos de decorionizacdo e permeabilizacdo usualmente empregados em
dipteros e lepiddpteros, pois baixas percentagens de viabilidade dos ovos foram obtidas apds
aos tratamentos.

Em Drosophila, o hidroxido de sddio foi utilizado para separar as massas de ovos
alcangando o objetivo (Mazur et al. 1992), no entanto, em ovos de P. nigrispinus esta
substancia causou uma reagdo que teve como consequéncia a reducdo da viabilidade dos
embrides ap0s 24 horas da aplicacdo. A viabilidade foi reduzida de 87,5 + 5,2 para 27,5
6,6%; viabilidade ainda menor foi observado quando os embrides foram submetidos a todos
0s procedimentos para decorionizacdo e permeabilizacdo. Em microscopio estereoscépio
binocular, nenhuma alteracdo na estrutura do corion, como pelos e aeromicropilares,
foiobservada apds o tratamento.

Em estudos com embrides de Cochliomyia hominivorax (Diptera: Calliphoridae), o
indice de sobrevivéncia foi considerado satisfatoria apds o tratamento com hidroxido de
sodio, hipoclorito de sddio e isopropil, mas baixa quando os embrides foram expostos a
hexano (Berkebile et al. 2000). Em Anopheles gambiae (Diptera), todos os embries foram
mortos quando submetidos a decorionizagdo com 50% de Clorox (hipoclorito de sodio 1,5%)
por 3 minutos de exposicdo (Valencia et al. 1996). Ja Wang et al. (2000) mostraram que 0
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hexano permeia com facilidade a membrana vitelina de M. domestica e, combinado com o
alcool isopropil, aumenta a sobrevivéncia de embrides. O tempo padrdo de uso do hexano e
do alcool isopropil em protocolo de Dipteros é de 20 a 30 segundos, no entanto, nos ovos de
P. nigrispinus, tempos superiores a 15 segundos apresentaram um efeito deletério aos
embrides, possivelmente devido aos danos nos embrides como afirmado por Rajamohan et al.
(2014) em L. sericata.

A idade do embrido de P. nigrispinus mais tolerante aos tratamentos para
decorionizacao foi de 96 horas. No entanto, nestas idades, os embrides de P. nigrispinus ja se
encontram no final do seu desenvolvimento, em que é possivel discriminar os olhos
compostos, pois 0 ovo assume uma coloracdo avermelhada e o corion uma coloracao
transllcida, como verificado por De S et al. (2013) para P. distinctus. Em estudos com C.
hominivorax, verificou-se também que os estagios mais avancados de desenvolvimento séo
menos afetados pelos tratamentos de decorionizagcdo e permeabilizacdo, no entanto, 0s
embribes foram rejeitados porque o desenvolvimento estava demasiadamente avancado para
permitir a permeabilizagcdo adequada dos crioprotetores (Berkebile et al. 2000).

Embrides de Drosophila com 12 horas de idade foram tratados antes da
criopreservagdo com heptano, 1-isobutil para permeabilizagéo e a taxa de ecloséo foi de 80%.
Nessa idade embrionaria (12 horas) sdo encontradas cerca de 50.000 células, entretanto o
mesmo tratamento foi deletério para embrides de 3 horas (Mazur et al. 1992). J4 em G.
mellonella, tratamentos para decorionizacdo/permeabilizacdo devem acontecer com embrides
de até 35 horas de idade, sendo entdo criopreservados com sucesso. Apos essa idade (35
horas), a cuticula cerosa, que impede a permeabilizacdo, comeca a ser formada (Roversi et al.
2008). Tratamentos em embrifes com a cuticula cerosa passam a ser ineficientes no final do
estagio de desenvolvimento (Leopold e Rinehart 2010).

Observagdes ao microscopio Optico feitas apds os tratamentos evidenciaram que o
corion de embrides de P. nigrispinus permaneceu praticamente intacto, a decorionizacdo com
hipoclorito de so6dio por 1 min e reduziu o cérion de 7,54 + 0,33um para 5,11 + 0,30um.
Existem diferencas entre ovos de insetos, como tamanho, composicdo quimica e espessura
(Luo et al. 2006). A espessura do corion de Drosophila spp.é de <1um (Margaritis, 1985), e
consequentemente, 0s procedimentos de decorionizacdo e permeabilizacdo aplicados a
Drosophila spp. ndo séo eficientes quando aplicados a outros insetos, mesmo que dentro da
mesma ordem (Luo et al. 2006). Isto ocorre devido variacdes nas caracteristicas dos embrides,
como volume do embrido, taxa de desenvolvimento embrionario, espessura de corion e
membrana vitelina, composicdo da superficie de cera e quantidade de vitelo (Nelson e
Leopold 2003, Rajamohan e Leopold 2007).

O corion de P. nigrispinus é resistente a dissolucdo, semelhante ao observado por
Rajamohan et al. (2013) em Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Gelechiidae), mas ovos
deste Lepidoptera apresentaram--se permeaveis aos solventes, e apesar da presenca do corion,
o efluxo de agua e o influxo de solugdes crioprotetoras foi possivel.

Quando o hipoclorito de sodio foi estendido por mais tempo ou maiores
concentracdes, a mortalidade foi superior a 90% para embrides jovens. Dessa forma, em P.
nigrispinus a espessura do corion funciona como o principal obstaculo a permeabilizacéo,
pois apos os tratamentos com hipoclorito de sodio e hexano apenas o exocorion foi removido.
No entanto, assim como em P. gossypiela (Rajamohan et al. 2013), acredita-se que 0 gas do
hipoclorito de sodio também atinja 0 embrido devido a diminuicdo da viabilidade dos
embribes apos tratamentos em conjunto (HD+HP; HD+HP+IS; HD+HP+IS+HX).

5.5. Conclusoes

Portanto, o uso de solugdes quimicas para decorionizacdo e permeabilizacdo de ovos
de P. nigrispinus, juntamente com a idade embrionaria, afeta a viabilidades de embribes a
serem criopreservados. O hidroxido de sddio afeta a viabilidade dos embrides e a melhor
idade para criopreservar se encontra antes das 96 horas, embora a viabilidade ainda seja
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significativamente baixa. Uma adequacdo metodoldgica deve ser realizada, j& que a existente
ainda é inviavel para se passar ao proximo passo que é a vitrificacao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de Podisus nigrispinus é afetado pela temperatura, por isso, em
curto prazo, pode-se controlar a populacdo em laboratério mediante caréncia ou ndo de
inimigos naturais para controle bioldgico de pragas. Contudo, a criopreservacdo de inseto é
um método promissor, pois permite a conservacdo/estocagem de insetos por tempo
indeterminado. Neste trabalho, constatou-se que a metodologia utilizada para criopreservagéo
de dipteros, lepidopteros e himenopteros € inviavel para vitrificacdo de P. nigirspinus. Sendo,
portanto, necessario adequar ou desenvolver um novo protocolo devido as particularidades
desse inseto.



