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RESUMO

Uma das principais pragas da soja é o percevejo marrom Euschistus heros (Hemiptera:
Pentatomidae), causando significativas perdas na cultura, quando esse inseto-praga atinge o
nivel de dano é necessario o controle, que pode ser o bioldgico, que além de ser eficiente
possibilita reduzir o uso de produtos quimicos. Inameros inimigos naturais podem ser usados,
como bactérias do género Chromobacterium spp., cuja eficiéncia ja € descrita para controle de
insetos-pragas. No entanto, para sua eficiéncia é necessario utilizar essa bactéria em regides
onde sejam adaptadas, por conta das condi¢cBes climéticas, sendo a temperatura 6tima de
crescimento, de acordo com as especificacdes das empresas especializadas, em torno de 28°C.
Assim, valendo-se da engenharia evolutiva, que de forma artificial propicia aos organismos de
interesse adaptacdo as condi¢des desejadas, 0s objetivos deste trabalho sdo otimizar cepas de
Chromobacterium spp. para 16°C, proximo as temperaturas médias minimas anuais da regiéo
do Planalto Norte Catarinense, através de reducdes na temperatura de crescimento, a cada
geracdo, e, também, por mutacdo utilizando luz UV; e avaliar a eficiéncia da C. substugae no
controle biolégico do E. heros. Cepas de produtos comerciais foram coletadas e isoladas, para
otimizagdo a temperatura de crescimento é reduzida em 2°C a cada 24h, em meio liquido sob
agitacdo, até 14°C. A cada ciclo de temperatura foram selecionadas cinco col6nias, repetindo a
metodologia periodicamente. Também, foi realizada a indu¢do de mutacdo por UV, com trés
amostras para cada tempo de exposicdo (0; 1; 3; 5; 10; 15; 20; 30 minutos), ap6s a exposicao,
foram incubadas em BOD a 18°C. Posteriormente, avaliou-se a eficiéncia da C. subtsugae no
controle de E. heros, criados em laboratério, e submetidos a solucdo concentrada de bactérias
com 5 tratamento com 25 repeticGes. Obtiveram-se cepas de bactérias por otimizacao e por
inducdo a mutagénese. Atraves dos ensaios de mortalidade a cepa de C. substugae foi eficiente
no controle do E. heros. Dessa forma, esse trabalho tem grande importéncia para o controle
bioldgico do E. heros, possibilitando que opcGes de cepas de controle sejam disponibilizadas
futuramente para os produtores da regido, inclusive com o possivel desenvolvimento de novos
produtos, especificamente adaptados as condi¢des da regido e para usos ja estabelecidos, como

a multiplicacdo via a estratégia “on farm”.

Palavras-chave: Chromobacterium substugae, Inseto-praga, Engenharia Evolutiva.
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1. INTRODUCAO

Um dos principais problemas na agricultura € a incidéncia de pragas, causando prejuizos
econdmicos pela perda de produtividade. Dentre os insetos-pragas da cultura da soja Glycyne
max (L.), um destaque € o percevejo marrom, Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae), que
causa danos significativos a cultura (JUSTINIANO, 2015; GAZZONI, 1994). No entanto, para
ser considerada praga sdo avaliadas a abundancia desses individuos e o tipo de lesdo que esse
inseto causa (GULLAN; CRANSTON, 2017). Quando a incidéncia do inseto chega ao nivel de
controle, para soja € de 4 percevejos/m de fileira, é necessario aplicacdo de taticas para realizar
seu controle, que geralmente € realizado o controle quimico. Porém, uma alternativa que vem
sendo utilizada de forma crescente no pais é o controle bioldgico, esse é eficiente e reduz
problemas de contaminagdes ambientais, além disso, diminui a incidéncia de resisténcia dos
insetos (SIMONATO, GRIGOLLI, OLIVEIRA, 2014; FONTES, INGLIS, 2020; BORGES,
2021).

O controle biol6gico tem uma grande relevancia como ferramenta do Manejo Integrado
de Pragas (MIP) e visa o controle com uso de organismos que sdo considerados inimigos
naturais das pragas. Mas, para seu uso no controle biolégico é necessario conhecimento sobre
0s inimigos naturais, dos possiveis impactos e sobre quais pragas tem eficiéncia (SIMONATO,
GRIGOLLI, OLIVEIRA, 2014).

No mercado hé produtos comerciais biolégicos para controle de diversas pragas, como
0 caso de produtos a base de Chromobacterium spp., entretanto, esses organismos em especifico
apresentam temperatura 6tima de crescimento em torno de 28°C (Martin et al., 2007).

Dessa forma, torna-se interessante adaptacdo desses organismos para garantir a
viabilidade desse produto considerando diferentes condi¢Bes de temperatura no pais. Com o
uso da engenharia evolutiva, que com selecdo de modificacdes genéticas propicia a adaptacao
de organismos em determinadas condi¢fes ambientais (CAKAR et al., 2012), é possivel
selecionar bactérias do género Chromobacterium spp. adaptadas as temperaturas proximas as
minimas anuais médias da regido do Planalto Norte Catarinense (PNC), e avaliacdo de sua
eficiéncia no E. heros, praga da cultura da soja, possibilitando o uso desses produtos pelos

agricultores.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Otimizacao de microrganismos utilizados no controle bioldgico através de mecanismos
de selecdo e mutagénese induzida, seguida de selecdo de caracteristicas agronémicas relevantes.
- Avaliacdo da eficiéncia de cepas de bactérias no controle biolégico do percevejo

marrom Euschistus heros.

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar a otimizacao e selecdo de cepas de Chromobacterium subtsugae considerando
condicdes de temperatura reduzida.

- Induzir, via radiagdo ultravioleta (UV), mutagénese em espécies de bactérias
Chromobacterium spp. a partir de amostras comerciais.

- Selecionar cepas de bactérias com maior taxa de crescimento.

- Avaliar a eficiéncia de diferentes cepas de Chromobacterium subtsugae em diferentes

meios no percevejo-marrom Euschistus heros.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Engenharia evolutiva

Os microrganismos tém grande importancia para sociedade, servem como fonte de
produtos e processos para uso humano, como fermentacéo de graos que gera alcool, substancias
medicinais, como a insulina humana por microrganismos produzidos por engenharia genética,
sendo que por anos somente a insulina bovina era utilizada no tratamento de diabetes. Esses
organismos sdo importantes também para decomposicdo de componentes de petrdleo,
decomposicdo de inseticidas e herbicidas utilizados na agricultura e na composicao de produtos
bioldgicos (PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1997).

Variedades especificas de microrganismos sdo utilizadas e desenvolvidas através de
pesquisas para substituir e/ou diminuir substancias quimicas usadas no controle de insetos-
pragas. O ato de desenvolver geneticamente microrganismos para finalidades especificas é
denominado biotecnologia (PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1997).

A biotecnologia é qualquer técnica que use de organismos Vivos, seja para realiza¢do ou
modificacdo de produtos, melhoramento de plantas ou animais, ou desenvolvimento de
microrganismos para utilizacbes especificas, cerca de 12.000 anos a civilizagdo humana tem
utilizado de técnicas biotecnoldgicas desde o principio da agricultura (RAMALHO et al.,
2012).

Através da engenharia evolutiva é possivel obter modificacdes genéticas que codificam
determinadas funcbes biolGgicas possibilitando a adaptacdo do organismo nas condicdes
ambientais impostas (CAKAR et al., 2012).

A evolucdo ocorre por um processo que envolve muitos fatores, dentre esses, a selecdo
natural. De acordo com a teoria darwinista, os organismos se diferenciaram ao decorrer do
tempo, com as mudangas nas caracteristicas fisicas ou comportamentais que trazem vantagens
de sobrevivéncia e reproducdo desses individuos, que geram descendentes, perpetuando a
adaptacao na espécie, ou gerando outra espécie. Essas alteracdes possibilitam que o organismo
tenha vantagem adaptativa no ambiente, influenciando sua sobrevivéncia e reproducao
(MANSOUR; TREVISAN; DAGNINO, 2020).

Dessa forma, a selecdo tem relagdo com a adaptacdo herdada dos organismos, sua
sobrevivéncia e reproducdo, agindo com o decorrer do tempo para que 0s genotipos superiores
aumentem sua frequéncia na populacdo (MANSOUR; TREVISAN; DAGNINO, 2020).



As mutacdes, fonte da variabilidade genética, podem ser herdadas e sdo matéria-prima
para processos de melhoramento genético, podendo ser espontaneas ou induzidas por agentes
mutagénicos (quimicos, bioldgicos ou radioativos) (RAMALHO et al., 2012; PIMENTA,
LIMA, 2015). A mutagénese € um processo onde os acidos desoxirribonucléicos (DNA) de um
organismo se modificam, sendo assim uma mutacdo genética, que é permanente e hereditaria
no material genético (DURLAND; AHMADIAN-MOGHADAM; 2022). Como resultado da
variacdo gerada por mutacdo, novas caracteristicas surgem e podem ser favoraveis ou
prejudiciais a capacidade de sobrevivéncia desse individuo, quando as mudangas sdo
favoraveis, selecionam-se as novas caracteristicas (MANSOUR; TREVISAN; DAGNINO,
2020).

A luz ultravioleta é um tipo de radiacdo ndo ionizante mutagénica, com capacidade
microbicida se usada com intensidade e tempo de exposicao suficientes, no entanto, tem pouca
capacidade de penetracdo, dessa forma o controle microbiano é limitado a superficie
(PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1997). E possivel utilizar essa radiacio através de lampadas
ultravioletas, com comprimento de onda dominante de 254 nm (UV-C) e que contém acao
germicida, segundo informacdes presente no site do fornecedor (OSRAM). A radiacdo interfere
no DNA com lesdes, tal como a UV que é um mutagénico fisico com capacidade de danificar
0 DNA, age induzindo a formacéo de ligagdes cruzadas entre pirimidinas adjacentes em um dos
dois filamentos de polinucleotideos, o qual forma dimeros de pirimidinas, podendo interferir na
transcricao ou replicacdo do DNA (PIMENTA, LIMA, 2015; BROOKS et al. 2014).

3.2 Controle bioldgico

O controle biol6gico é um processo de regulacdo populacional, e pode envolver plantas,
espécies fitofagas, parasitas, predadores e entomopatdgenos, dessa forma, promovendo o
equilibrio entre os organismos que compde 0s ecossistemas (SIMONATO, GRIGOLLI,
OLIVEIRA, 2014). Esse processo ocorre naturalmente em qualquer ecossistema sem demandar
acdo humana. Porém, pode haver interferéncia do homem, manipulando e facilitando a a¢éo do
agente de controle bioldgico, de acordo com seus interesses, principalmente, econdémicos
(FONTES, INGLIS, 2020).

O controle biologico, atualmente, tem grande relevancia em programas de manejo
integrado de pragas (MIP), principalmente, considerando uma produgdo integrada a uma
agricultura sustentavel. Com isso, o controle bioldgico estabelece um dos pilares de sustentacdo

dos programas de MIP, com procedimentos basicos como introduzir, conservar e multiplicar,
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constituindo uma opcdo de estratégia de manejo que pode ser utilizado com outros métodos de
controle como o cultural, comportamental, mecanico, resisténcia de plantas a insetos e quimico
(principalmente produtos que sejam pouco agressivos), utilizados para garantir manutencao de
pragas abaixo do nivel de dano econémico (PARRA et al., 2002; ABREU, ROVIDA, CONTE,
2015).

A histéria do controle bioldgico se d& no século 11 a.C., observado pelos chineses que
relataram que as formigas predadoras eram capazes de reduzir as populacGes de pragas
existentes em citros. A partir disso, em 1602 foi relatado o primeiro registro do controle
bioldgico com uso de parasitoides, o qual tratava-se do parasitismo da lagarta-das-cruciferas
por Apanteles glomeratu. Porém, somente no ano de 1888 na Califérnia, nos Estados Unidos,
que foi realizado o primeiro caso de controle bioldgico classico para o controle da cochonilha
ou também chamado de pulgéo branco Icerya purchasi com a joaninha Rodolia cardinalis, que
no decorrer de dois anos houve total controle dessa praga (PARRA et al., 2002).

Com a utilizagdo desse método, tem-se a capacidade de reduzir o nimero de aplica¢es
de inseticidas quimicos, além de reduzir o custo de producéo e os riscos de contaminagdo dos
recursos naturais, como a agua e o solo, porém, para maioria dos agricultores, ainda ha um
desconhecimento dessas vantagens (SIMONATO; GRIGOLLI; OLIVEIRA, 2014).

Em ambientes agricolas, quando populacGes de insetos aumentam com niveis
economicamente inaceitaveis e atingindo o status de praga, € possivel manejar, conservar ou
inserir 0s inimigos naturais no sistema para realizacdo do controle, possibilitando o uso de
forma alternativa aos agrotoxicos, produzindo alimentos mais sustentaveis e a conservacao de
habitat naturais (FONTES; INGLIS, 2020).

A utilizacdo do controle bioldgico tem uma ampla relevancia como ferramenta do
MIP, entretanto, para o controle de uma praga através de inimigos naturais & necessario
conhecimento de quais sdo seus inimigos naturais e dos possiveis impactos, como a redugéo
dos impactos ambientais ou em espécies nativas (SIMONATO; GRIGOLLI; OLIVEIRA, 2014;
ERTHAL, 2011).

3.3 Chromobacterium substugae

A Chromobacterium subtsugae, pertencente ao género Chromobacterium spp., é uma
eubactéria Gram-negativa, com mobilidade flagelar e apresenta coloracdo violeta, devido a
producdo de violaceina que ocorre na fase estacionéria, podendo ser encontrado no solo e 4gua

e contém atividade microbiana contra bactérias gram positivas e negativas. O crescimento ideal
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ocorre em temperatura de 25-28 °C. Quanto a faixa de pH ideal varia de 6,5-8,0 com NaCl de

1,5 adicionado ao meio, com pH abaixo de 4,5 e acima de 9,0 ocorre inibicdo de crescimento
(MARTIN et al., 2007; CALVACANTE et al, 2022).

Figura 1 — Chromobacterium spp.

Fonte: Autor.

A acdo inseticida dessa bactéria acontece por ingestdo, sendo eficiente para algumas
espécies de diferentes ordens, tais como de Lepidoptera, Coleoptera e Hemiptera. Quanto ao
mecanismo de acdo provavelmente tem relagdo com a producdo de diversos compostos
quimicos, tais como pela producdo de toxinas termoestaveis e de metabodlitos bacterianos.
Dentre os metabolitos que essa bactéria faz a sintetizagdo, esta o derivado do triptofano
violaceina (RUIU et al. 2015).

O modo de acdo nos insetos ocorre por inibicdo alimentar, parecendo ser uma
combinacdo de atividades antialimentares e tdxicas, com a mortalidade entre 7 a 10 dias
(MARTIN el al. 2007). Nas formulacdes dos produtos disponiveis comercialmente de
C. subtsugae, o ingrediente ativo € representado pela cepa PRAA4-1 e meios de fermentacéo
utilizados (RUIU et al. 2015). No entanto a atividade inseticida da C. subtsugae pode ser
limitante devido as condi¢cGes ambientais, a campo essa bactéria pulverizada pode ndo ter
eficiéncia (CALVIN et al. 2021).

3.4 Percevejo marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)
O percevejo marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae), tem cerca de 11 mm

de comprimento e coloragcdo marrom, contém no pronoto prolongamentos laterais pontiagudos,

considerado o principal percevejo presente na cultura da soja no pais (JUSTINIANO,
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2015). Espécie rara nos anos 70, e atualmente € a mais abundante. Inseto esse que é nativo da
Regido Neotropical, tem a cultura da soja Glycine max (L.) como hospedeiro principal.
Adaptado as regiGes mais quentes, sendo considerado mais abundante do Norte do Estado do
Parana ao Centro Oeste Brasileiro (GAZZONI, 1994). No entanto, contém uma ampla
distribuicdo no Pais, sendo encontrado em diversos estados, como também em Santa Catarina
(SARAIVA, LEITE, ORTIZ, 2006).

Figura 2 — Adulto de Euschistus heros.

Fonte: Autor.

O desenvolvimento dos percevejos transcorre pelas fases de ovo e ninfa, o qual é
composto de cinco estadios (ou também chamado de instares), e adultos. O desenvolvimento
das ninfas acontece ao decorrer de 25 dias, a coloracdo das ninfas é variada com manchas
distribuidas pelo corpo. Com longevidade média variando de 50 a 120 dias e nimero de
geracOes anuais de 3 a 6, isso depende da regido, geralmente 0s machos sao menores que as
fémeas. Ocorre variacdo quanto a fecundidade de 120 a 170 ovos/fémea, dependendo da
espécie, considera-se que a medida que as fémeas envelhecem o ritmo de postura reduz. Esses
parametros biologicos podem ser influenciados pela dieta alimentar do inseto e pela
temperatura, ou seja, em soja e a uma temperatura média de 25°C. As oviposi¢Oes geralmente
sdo realizadas sobre folhas, de 5 a 7 ovos amarelados. As ninfas quando recém eclodidas
permanecem sobre 0s ovos e quando alteram para o segundo instar que iniciam 0 processo
alimentar (GAZZONI, 1994).

Sua ocorréncia é ao decorrer da safra da cultura da soja, encontrado nos meses de
novembro a abril, e produz trés geracfes. Apos a colheita da soja, alimentam-se de outras
plantas hospedeiras, como carrapicho-de-carneiro Acanthospermum hispidum DC, girassol
Helianthus annuus L., e de guandu Cajanus cajan (L.) Millsp., dessa forma, sendo capaz de
completar a quarta geragdo, para depois entrar em dorméncia, ou também chamada diapausa,
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até a proxima primavera, protegendo-se da acdo dos parasitoides e predadores, esse periodo
favorece também a sua abundéancia, além de possibilitar que esse inseto sobreviva pelo periodo
desfavoravel (maio a novembro) sem se alimentar. Nesse periodo, de aproximadamente sete
meses, é capaz de sobreviver das reservas de lipidios, armazenadas antes do periodo da diapausa
(HOFFMANN-CAMPOS et al., 2000; GAZZONI, 1994).

A colonizagdo do E. heros na soja ocorre no final do periodo vegetativo (V6-V8), nesse
periodo os percevejos saem da diapausa ou de hospedeiros alternativos. Assim, ha crescimento
da populagdo que provocam danos significativos na fase de enchimento dos grdos (R5-R6)
(RIBEIRO et al., 2016).

Quanto aos danos o E. heros se alimentam diretamente das vagens, dessa forma
atingindo as sementes, consequentemente, prejudicando seriamente o rendimento e a qualidade
fisioldgica e sanitaria dos gréos, além de ocasionar a murcha e ma formacéao dos graos e vagens,
com isso a planta de soja ndo amadurece normalmente, permanecendo verde durante a época
da colheita. Além disso, aspectos fisiol6gicos, como a viabilidade e vigor, também séo afetados,
produzindo estames desuniformes e prejudicam a produtividade (CORREA-FERREIRA;
PANIZZI, 1999; MULLER, 2017).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos realizaram-se nos laboratérios de Microbiologia e Fitossanidade do
Instituto Federal Santa Catarina - Céampus Canoinhas (-26.183190330349042, -
50.36697896062006), seguindo uma ordem de realizacdo, sendo assim, sucederam
primeiramente a otimizacdo de cepas de bactérias do género Chromobacterium, procedendo
com a indu¢do a mutacao por luz UV e por altimo o ensaio de eficiéncia no E. heros.

E para metodologias com o uso das bactérias, manutencdo e experimento de eficiéncia
das mesmas foram feitos meios de culturas. Simultaneamente aos métodos citados ocorreu a
criacdo dos insetos. Todas as metodologias com as bactérias decorreram em fluxo laminar, a

fim de evitar contaminacdes.

4.1 Otimizacéo de cepas de bactérias

A otimizacdo iniciou-se com cepas de bactérias de C. subtsugae isoladas de amostras
comerciais (estoque de microrganismos do laboratério de microbiologia do centro de
citricultura “Sylvio Moreira”), com temperatura o0tima de crescimento a 28°C, quais foram
coletadas do “on farm?”. Dessa forma, na temperatura de 28°C a cada 24 horas reduzindo 2°C,
seguindo esse procedimento até a temperatura desejada de 14°C, conforme figura 3. Esse
processo ocorreu considerando a média da temperatura minima anual da regido, a qual é 16°C,
dado referente a estacdo meteoroldgica de Major Vieira (Instituto Nacional de Meteorologia,
2021).

Figura 3 — Representagdo esquemadtica da reducdo de temperatura para otimizacéo de cepas de bactérias.

Temperatura otima de
crescimento: 28°C
28°C -2°C
26°C -2°C
24°C -2°C
22°C 24h -2°C
20°C -2°C
18°C -2°C
16°C -2°C
14°C -2°C

Fonte: Autor.

! Producéo de insumos bioldgicos para utilizagdo propria nas propriedades agricolas, que ocorre pela
replicacdo de produtos comerciais ou pré-indculos ofertados por empresas especializadas (EMBRAPA, 2021).
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De maneira descritiva, essa metodologia iniciou-se em um Enlenmeyer com meio
liquido contendo 25 ml de Nutrient Broth (N.B) e inoculado 0,25uL da solugao de C. subtsugae
(28°C). Posteriormente o enlenmeyer foi transferido para o agitador shaker a 150 rotagdes por
minutos (RPM) com a temperatura de 26°C, permaneceu sob agitacao durante 24 horas.

Depois de 24 horas, do conteudo do Erlenmeyer submetido a 26°C inoculou-se 0,25uL
em trés placas de petri contendo Nutrient Agar (N.A). O espalhamento do contetido contendo
C. Subtsugae foi realizado com auxilio de uma al¢ca de Drigalski. Posteriormente as placas
foram incubadas em incubadora DBO a 26°C durante 24 horas novamente.

Ap0ds esse periodo, com o crescimento das bactérias na temperatura de 26 °C em placas
foram selecionados cinco coldnias e cada uma transferida com auxilio de uma alca de platina
para um Erlenmeyer contendo N.B, que totalizara cinco Erlenmeyer. Em seguida os Erlenmeyer
permaneceram em Shaker a 150 RPM, a 24°C por 24 horas. Posterior a esse tempo decorrido,
realizou-se o espalhamento da solucdo bacteriana em 15 placas de petri contendo N.A (trés
placas para cada colonia), as quais permaneceram em DBO a 24°C por 24 horas. Metodologia
semelhante das técnicas do estudo de Aradjo, Rodrigues e Demiate (2023).

A metodologia acima descrita foi realizada periodicamente, de forma a reduzir a
temperatura de crescimento das bactérias em 2°C com etapas de agitacdo e crescimento em
DBO, a fim de otimizar seu crescimento na temperatura de 14°C, em conformidade ao esquema
seguir (Figura 4).
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Figura 4 — Fluxograma da metodologia de otimizacéo.
Shaker -150 RPM

241
Enlenmever (28°C) !
(25 mL de meio N.B) Placas (meio N.A)

Incubadora DBO
24h
]
Selegdo de 5 colonias
24h
Incubadora DBO

| Shaker -150 RPM
Enlenmever (16°C) .
(25 mL de meio N.B) Placas (meio N.A)

Enlenmeyer (26°C) 24h !
(25 mL de meio N.B) Placas (meio N.A) 24h
N

Shaker -150 RPM
Incubadora DBO
24h

- — Selegdo de 5 colonias
Selegdo de 5 colonias
24h
Incubadora DBO
24h

ver (18°
Enlenmever (24°C) ‘ ‘ Enlenmeyer (18°C) ‘

24°C

¥ Shaker -150 RPM

(25 mL de meio N.B) Placas (meio N.A) (25 mL de meio N.B) 24h Placas (meio N.A)

Shaker -150 RPM

Incubadora DBO
24h
Selegdo de 5 coldnias Selegdo de 5 colonias

24h
Shaker -150 RPM Incubadora DBO
Vv
Enlenmever (22°C) 24 . Enlenmeyer (20°C) Pl 10 N.A
(25 mL de meio N B) Placas (meio N.A) (25 mL de meio N.B) 24h acas (meio N.A)

Shaker -150 RPM

Incubadora DBO
24h

Selegdo de 5 colomias

Fonte: Autor.

Ao final de cada rodada de crescimento de C. subtsugae nos Erlenmeyer, realizou-se o
armazenamento do estoque destas, em eppendorf, utilizando 500 uL de glicerol e 700 uL da
solucdo de bactérias, figura 5 (GIRAO et al. 2004; RUFFATTO, ZIEM, MACIEL, 2021).

Figura 5 — Método do estoque de bactérias.

Armazenado em eppendorfsob
500 pL de glicerol + 700 pL de solugio refiigeraciio para futuros
de bactérias experimentos.

Fonte: Autor.

4.2 Inducéo a mutacéo por UV

Primeiramente, realizou-se a preparacdo das solugdes de bactérias. Em um Erlenmeyer

contendo N.B adicionado 200uL do estoque de bactérias (temperatura 6tima 28°C) e em outro
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Erlenmeyer adicionado 100uL do estoque de bactérias (temperatura 2°C menor da anterior).
Para assim, os dois Erlenmeyer permaneceram sob agitacdo de 150 RPM, em 28°C por 24 horas.

Ap0s esse periodo, para realizacdo da inducdo de mutagénese por exposicao a luz UV,
foi realizada a inoculacdo de 100uL de solugdo de C. subtsugae em 24 placas de petri contendo
N.A, com auxilio de uma alca de Drigalski. Foram utilizadas trés placas de petri para cada
tempo de exposicdo, sendo esses: 0 (controle); 1; 3; 5; 10; 15; 20 e 30 minutos. Com uma
distancia das placas de 15 cm da lampada de radiacdo ultravioleta (marca OSRAM Germicidal
— PURITEC HNS 15W G13 G15T8/OF) do fluxo laminar. Por fim, as placas expostas serdo
incubadas em DBO a 18°C durante 24h. Metodologia adaptada de KANAKDANDE,
KHOBRAGADE, MANE (2021).

Depois esse intervalo de tempo o intuito foi identificar o crescimento de cepas com
mutacdes. Com o crescimento de cepas de bactérias, as colénias foram inoculadas para
crescerem em placas, e posteriormente quando constadas crescimento foram transferidas para
Erlenmeyer para se desenvolverem durante 24h, com isso possibilitando a realizagdo do
armazenamento sob refrigeracéo do estoque das cepas obtidas (figura 5).

4.3 Criacao de Euschistus heros

A criagdo de adultos e ninfas de E. heros foi realizada no laboratério de Fitossanidade
climatizado a temperatura de 26 + 1° C, umidade relativa de 60 £ 10 % e foto fase de 14: 10E
horas.

O desenvolvimento de adultos ocorreu em recipientes de plastico transparente (4000 ml)
com tampa, provida de uma abertura central, fechada com tela de nailon a fim de permitir a
ventilacdo e evitar a fuga dos insetos. No interior das gaiolas foram inseridas telas de tecido
algodéo (15 cm?) que serviram de abrigo e substrato de oviposigéo.

A dieta natural serd composta de amendoim cru, Arachis hypogaea (L.), gréos secos de
soja, Glycine max (L.), vagem frescas de feijdo, Phaseolus vulgaris (L.) e agua.

A cada dois dias, foi realizado a coleta de massas de ovos, posteriormente colocados
em placas de petri (9 cm x 2 cm) forrado com papel filtro e mantidas nas mesmas condicoes
climaticas dos adultos. A fim de evitar a desidratacdo dos ovos, pedagos de vagens frescas de
feijdo foram colocados dentro das placas.

Apbs eclosdo das ninfas, entre as fases do 1° e 2° instar eram transferidas para recipientes
de plésticos transparentes (900ml) com tampas e com uma abertura central com tela de voil.

Sendo alimentados com pedacos de feijao vagem, graos secos de soja e amendoim. Os insetos
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foram mantidos nessas gaiolas até a fase adultas para posteriormente serem transferidos para as
gaiolas de adultos.

Em todas as fases de criacédo as gaiolas eram forradas com papel filtro. Na fase adulto a
disponibilidade de agua foi feita através de algoddo e placas de petri, para ninfas o acesso a
agua era por tubos Duran fechados com algodéao, ambos foram usados agua destilada.

Essa é a metodologia convencional para criar ninfas e adultos de E. heros, segundo
SILVA, et al. (2007).

Figura 6 — Criacdo de E. heros.

Posturas
Gaiolas dos adultos - 5 Gaiolas dos ovos e ninfas

+/- 25 dias

Fonte: Autor.

4.4 Preparo de C. substugae em diferentes meios para bioensaio

O preparo de meios de culturas foi realizado em meio liquido com N.B utilizando duas
cepas de C. subtsugae (Cepa 1 e Cepa 2) e primeiramente a C. subtsugae foi inoculada em
Enlenmeyer com meio de cultura sem sais por 24h.

Apos as 24h foram transferidas para outros Erlenmeyer com meio de cultura sem sais e
com sais, ambos foram colocados no shaker a 150 RPM a 28°C, foi utilizado essa configuracédo
em toda essa metodologia citada. Os Erlenmeyers com sais permaneceram no shaker por 48h
para realizacdo da fermentacao.

No entanto, nos Erlenmeyers sem sais que continham somente meio de cultura apos 24h
da inoculagdo da bactéria foi acrescentado sais no meio, para assim ficar 24h fermentando,
totalizando 48h.

Para realizacdo do experimento de eficiéncia foi necessario adicionar cloreto de
magnésio e cloreto de sédio no meio de cultura, dessa forma feito dois tratamentos, um com
sais adicionados antes de autoclavagem, deixando a bactéria fermentando por 48h (T2 e T4),
sendo 0,45¢g de NaCl e 0,159 de MgCl para 30 mL de meio e outro para adicionar 0s sais apds
24h da C. subtsugae inoculada (T1 e T3) adicionando 0,18 g/mL de NaCl e 0,06 g/mL de MgCl,

ambos em 2,5 mL de agua destilada cada. Posteriormente adicionado 2,5 mL de MgCl e 2,5
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mL de NaCl juntamente com 25mL de meio de cultura e colocado no shaker para realizar a
fermentagdo por mais 24h. Metodologia semelhante de Aradjo, Rodrigues, Demiate (2023).

Tratamentos:

T1 - Cepa 1: C. subtsugae inoculada somente no meio de cultura por 24 h e mais 24h de
fermentacdo com sais;

T2 - Cepa 1: C. subtsugae 48h de fermentagdo com sais;

T3 - Cepa 2: C. subtsugae inoculada somente no meio de cultura por 24 h e mais 24h de
fermentacdo com sais;

T4 - Cepa 2: C. subtsugae 48h de fermentacéo com sais;

T5 — Testemunha.

Para o bioensaio com o E. heros foi utilizado 1,5ml da solu¢gdo com concentragédo de
8,8. 10°.

4.5 Bioensaio de eficiéncia das bactérias no controle E. heros

Inicialmente as ninfas de percevejos do terceiro instar foram submetidas a um jejum de
2 horas antes do inicio da avaliacdo, devido ao jejum, garante-se a alimentacdo do inseto da
solugcdo com bactérias, visto sua necessidade de alimentacdo. Apos esse periodo, foram
colocados em um tubo eppendorf 1,5mL de solugdo concentrada de bactérias (C. subtsugae),
em meio de cultura liquido, e fechado com algodao. E esse dentro de uma placa de Petri com
um percevejo forrados com papel filtro esterilizado. Apds 1 hora, os percevejos foram
alimentados com vagem de feijdo, sua alimentacdo normal.

Esses individuos foram avaliados quanto ao tempo de mortalidade ap6s a exposicéo a
solucdo bacteriana. Como cada individuo caracteriza uma repeticdo, foram utilizadas, ao
menos, 25 repeticOes para cada tratamento, com 5 tratamentos, utilizados duas cepas de C.
Substugae (Cepa 1: T1 e T2 e Cepa 2: T3 e T4). Dois tratamentos diferentes para cada cepa,
sendo assim dois com a solugdo contendo as bactérias crescidas com meio acrescido de sais
apos 24h de crescimento (T1 e T3) e dois tratamentos com a solugdo com meio e sais juntos
desde a inoculacao das bactérias (T2 e T4), e a testemunha (agua destilada e esterilizada), para
realizar a comparacgéo. Para assim, realizar a avaliacdo da eficiéncia da toxina resultante do
metabolismo secundario da bactéria secretado no meio (MARTIN, HIROSE, ALDRICH,
2007).

4.6 Analise estatistica dos dados
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Os dados de mortalidade do E. heros foram submetidos ao teste de Qui-quadrado de
independéncia, realizado analise de residuos padronizados (residuos de Pearson), com alfa de
5%, pelo software Rstudio (SHARPE, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao de cepas de bactérias

Através da metodologia de otimizacéo, apds selecdo por ciclo de crescimento obteve
desenvolvimento de cepas de bactérias em todas as temperaturas testadas, principalmente na
temperatura de 14°C. Em todas as temperaturas testadas houve selecdo de coldnias e
armazenamento de cinco isolados de cada temperatura.

No entanto, foi necessario um periodo maior que 24h em temperaturas menores de 20°C,
possivelmente ocasionada pelo estresse térmico, ja que a temperatura ideal é de 28°C (MARTIN
et al., 2007), segundo Cordeiro et al. (2013) no trabalho realizado com C. violaceum, outra
bactéria do mesmo género, constatou que a temperatura 6tima de crescimento € de 30°C, e
temperaturas de 25, 35, 40 °C foram consideradas temperaturas estressantes, pois desencadeia
uma proteina de choque térmico, quais podem ser marcadores de estresse térmico ou
constitutivas (LOTTERMANN et al., 2003)

A temperatura € um dos principais fatores que influencia o crescimento e
reprodutibilidade dos microrganismos, no estudo de Aradjo, Rodrigues e Demiate (2023)
demonstrou-se que ocorre tendéncia de aumentar a quantificacdo de UFC.mL de C. substugae
com o aumento da temperatura (°C).

Portanto, foi possivel obter cepas da C. substugae em temperaturas reduzidas, apesar de
ser necessario entre 48 a 72h para obter coldnias, sendo de grande relevancia avaliar a eficiéncia
das diferentes temperaturas em insetos-pragas para compreender se 0 estresse térmico ndo

influencia na sintese de metabdlitos secundarios.

5.2 Inducéo a mutagénese por radiacéo ultravioleta

As mutacdes interferem na evolucao, pois, sdo fonte da diversidade genética. O estudo
da mutagénese em sistemas bacterianos é considerado adequado devido a rapida taxa de
crescimento e da disponibilidade de ferramentas experimentais, no entanto, o entendimento dos
mecanismos mutagénicos pode ser considerado complicado pelo sistema experimental usado
(SCHROEDER et al., 2018).

Com a metodologia de inducdo a mutacdo por UV apds 48h da exposicao, cresceram
col6nias nos tempos de exposicdo de 0, 1, 3, 5 e 10 minutos. Obteve crescimento nas trés placas

do controle, 13 col6nias em 1 minuto, 3 col6nias em 3 minutos, 1 coldnias em 5 minutos e 2
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colénias em 10 minutos (tabela 1) demonstrando metabolismo ativo e com capacidade
reprodutiva. A radiagdo U.V causa lesdes no DNA induzindo dentro da estrutura do polimero
alguns efeitos fotoquimicos, podendo ser benéficos ou deletérios (FRANCA, 2011).

Em relacdo a resposta das lesdes no DNA, as células influenciam na ativacdo de
respostas que propicia a regulacéo do ciclo celular e no reparo do DNA, assim evitando danos
na replica¢do ou na mitose. Quando a quantidade de danos nas células ultrapassa a capacidade
de reparo, induz as células a morte celular (LIMA, 2005).

Nos experimentos realizados, ndo houve crescimento nos tempos de 15, 20 e 30
minutos, isso pode ser explicado pelo fato de ocorrer acdo da radiagdo UV-C na célula a que
modifica o material genético e causa a nao reprodutibilidade, porém, depende do tempo de
exposicdo a radiagdo para que isso ocorra. A radiacdo ultravioleta tem capacidade de
esterilizacdo e é utilizada ha mais que seis décadas com seguranca com esse fim em
laboratdrios, hospitais, clinicas, e industrias farmacéuticas, alimenticias, cosméticas e de
laticinios (FRANCA, 2011).

Tabela 1. Crescimento de col6nias de Chromobacterium subtsugae de acordo com tempo (minutos) de exposi¢do
aluz UV.

Tempo de exposi¢éo (min) Crescimento de colbnias
0 Nas trés placas
1 13
3 6
5 1
10 2
15 -
20 -
30 -

5.3 Bioensaio de eficiéncia das bactérias no controle bioldgico do E. heros

Através dos dados de mortalidade foi avaliado a associacdo entre os tratamentos com C.
subtsugae e a mortalidade de percevejo, e houve associacgéo entre os tratamentos (X? =12,925;
p =0,01165). A analise dos residuos padronizados ajustados mostrou que hd menos mortalidade
de percevejo na testemunha e as maiores mortalidade no tratamento C. subtsugae de 48h de

fermentacao com sais (tabela 2).
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Tabela 3 - Resultado da associacdo entre os tratamentos de C. subtsugae e mortalidade de E. heros. Tratamento 1:
Cepa 1- C. subtsugae inoculada no meio por 24 h e mais 24h de fermentacdo com sais; Tratamento 2: Cepa 1 - C.
subtsugae 48h de fermentacdo com sais; Tratamento 3: Cepa 2 - C. subtsugae inoculada no meio por 24 h e mais
24h de fermentacdo com sais; Tratamento 4: Cepa 2 - C. subtsugae 48h de fermentagdo com sais; Tratamento 5:
Testemunha.

Tratamentos Mortos Vivos
1 -0,934028ns 0,934028ns
2 -0,427223ns 0,427223ns
3 1,749458ns -1,749458ns
4 2,240605* 2,240605*
5 -2,670866* 2,670866*

Residuo padronizado ajustado > 1,96 ou < -1,96 -- alfa de 5%.

Como demonstrado, somente o tratamento de C. subtsugae de 48h de fermentagdo com
sais que tem diferenca. Assim, a cepa 2 teve resultado melhor em comparagdo com a 1, e quanto
ao meio de cultura, o que ficou 48h fermentando com NaCl e NaMg teve maior eficiéncia no

controle do E. heros do que o tratamento que ficou 24h.

Tabela 2 — Mortalidade de E. heros (%). Tratamento 1: Cepa 1- C. subtsugae inoculada no meio por 24 h e mais
24h de fermentacdo com sais; Tratamento 2: Cepa 1 - C. subtsugae 48h de fermentacdo com sais; Tratamento 3:
Cepa 2 - C. subtsugae inoculada no meio por 24 h e mais 24h de fermentacdo com sais; Tratamento 4: Cepa 2 -
C. subtsugae 48h de fermentacdo com sais; Tratamento 5: Testemunha.

Mortalidade ao decorrer dos dias (%)

Tratamentos 4 5 6 7 8 9 12 13 14 15 20

1 2 3
1 0 0 0 0 0 12 12 16 16 16 16 16 16 20
4 8 8 16 16 16 16 16 20 20 24 24 24 24
16 16 16 20 20 24 24 28 28 36 40 40 40 44
12 12 20 28 32 32 32 40 44 48 48 48 48 48
0 0 0 4 4 4 4 4 8 8 8 8 8 8

g b wWwN

A cepa 2 com 48h de fermentagdo com sais obteve 48% de mortalidade, apesar de que
houve diferencga a porcentagem de mortalidade é considerada baixa em comparagdo com outros
estudos aqui citados. Os tratamentos 1, 2 e 3 que ndo diferiram do controle, apresentaram
respectivamente 20%, 24% e 44% e a testemunha 8% de mortalidade (tabela 3).

A C. subtsugae produz véarios metabolitos secundarios, como a violaceina, fornecendo
compostos quimicos que sozinhos ou em conjunto com outros compostos podem ser utilizados

como inseticidas bioldgicos para controlar insetos-pragas e, assim, reduzir a resisténcias de
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produtos quimicos. (BLACKBURN, SPARKS, GUNDERSEN-RINDAL, 2016; KOIVUNEN,
2009).

Segundo Martin et al. (2007) a a¢do da C. subtsugae esta relacionada com a inibicéo da
alimentacdo dos insetos, principalmente em estagios de larvas e ninfas. Onde a toxicidade dos
metabolitos secundarios, como a violaceina, diminui a reproducdo e aumenta a mortalidade.
Um dos primeiros estudos realizados com a C. subtsugae foi identificado por Martin et al.
(2007) com mortalidades por toxicidade em larvas do besouro da batata do Colorado
Leptinotarsa decemlineata (say) por inibicdo da alimentacao, onde também foi realizado estudo

com outras pragas.

Figura 7 — Evolucéo de mortalidade do E. heros ao decorrer dos dias de avaliacdo.
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Fonte: Autor.

Ocorreu aumento de mortalidade ao decorrer dos dias avaliados, como indicado na figura
7. No tratamento 4, 66,6% da mortalidade ocorreu até o dia 5. Foi possivel constatar mortalidade
a partir de 24h nos tratamentos 2, 3 e 4, diferente do estudo de Hirose (2005) que C. subtsugae
mostrou-se eficiente quanto a toxicidade com adultos de Nezara viridula, percevejos da mesma
familia do E. heros, a mortalidade iniciou a partir do 4° dia, sendo constatado eficiéncia tanto
para fémeas como para machos, nesse mesmo estudo foi avaliado se essa bactéria sobrevive e
reproduz nas carcacas dos insetos mortos, e através dos resultados, concluiu-se que ndo. De
acordo com Hirose a aplicacdo pratica desta bactéria para o controle do N. viridula é dificil por

conta de ser por ingestéo.
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Segundo Carvalho et al. (2020), a C. subtsugae no controle de E. heros adultos ndo foi
eficiente para as condigdes de produgdes testadas, e nas doses utilizadas. No entanto, pode ser
justificado pelo fato de ndo ter quantificado a solucéo das bactérias, e ha relagdo também com
a qualidade do material. A toxicidade nao tem relacdo com o nimero de bactérias na solucéo,
porque o importante € a producdo de compostos no processo fermentativo, segundo MARTIN
et al. (2007).

Outra questdo é quanto a metodologia utilizada, tanto quanto ao meio ou ao tempo de
fermentacao, como no estudo de Carvalho et al. (2020), ndo houve eficiéncia contra E. heros,
0s autores citam que utilizaram 24h de fermentacao, mas, estudos indicam que seria necessario
mais tempo de fermentacdo, e nesse ensaio foi realizado somente 48h de fermentacao,
principalmente, porque a produgdo de metabdlitos secundarios acontece a partir do terceiro dia
de fermentacéo, na fase estacionaria segundo o Koivunen (2009) que avaliou a eficiéncia dessa
bactéria na Spodoptera exigua e obteve 75% de mortalidade aos 7 dias e 100% ap0s 8 dias.

Martin, Hirose e Aldrich (2007) avaliaram a eficiéncia da C. subtsugae em adultos e
ninfas de N. viridula (L.) por suspensdes bacterianas, para adultos obteve mortalidade de 100%
em 6 dias, ndo sendo necessario bactérias vivas para ter toxicidade. Para as ninfas nao foi
constatado eficiéncia, isso porque nao se alimentaram do produto liquido de forma consistente.

Segundo GUADAGNIN (2022) produtos comerciais a base de Bacillus thuringiensis
foram considerados patogénicos para ninfas de 3° instar do E. heros, porém, sdo necessarios
mais estudos, visto que ndo ha relacdo desse inseto com a toxicidade da B. thuringiensis,
principalmente quanto aos potenciais efeitos. Em outro estudo, duas estirpes de B. thuringiensis
e uma de B. cereus foram selecionadas com efeitos de toxicidade ao E. heros, com 100% de
mortalidade. Além dessas espécies, B. amyloliquefaciens e B. safensis foram consideradas
toxicas pela primeira vez no E. heros (STEFANELLO, 2021).

Visto isso, 0 uso do controle biolégico é uma opg¢do promissora para a producéo
agricola, mas, para a comercializacdo de um inseticida bioldgico é necessario que seja
produzido por fermentacdo em escala industrial, além disso, sua fermentacdo deve ter aditivos
para aumentar a eficicia do produto, maximizar a aplicacdo, garantir a estabilidade e qualidade
em condigdes de campo e de armazenamento (KOIVUNEN et al., 2009). Segundo Cavalcante
et al., em uma reviséo realizada em 2022, foram registrados cerca de 25 insetos e &caros sao
controlados pela C. subtsugae, presentes na literatura dentre os anos de 2011-2021, dos géneros

Acari, Coleoptera, Diptera, Hemiptera e Thysanoptera.
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Considerando a importancia dessa bactéria para producéo agricola, como reportado por
Oliveira e Mendes (2022), ha caréncia de estudos com C. subtsugae e termos relacionados,
como aplicacdo na agricultura, metabolitos secundarios e controle bioldgico.
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6. CONCLUSAO

Portanto, foi possivel realizar a otimizacdo da temperatura de crescimento das bactérias
e por inducdo a mutagénese por UV de colbnias da C. subtsugae. Dessa forma, foram
armazenados cinco isolados de cada temperatura testada, principalmente de 14°C. E,
armazenamento de colbnias isoladas das placas expostas na radiagdo UV, nos tempos de
exposicdo de 1, 3, 5 e 10 minutos, respectivamente 13, 6, 1 e 2 colbnias. Podendo, assim,
desenvolver mais estudos sobre esses microrganismos para testar sua eficiéncia e qualidade.

Quanto a avaliacdo de eficiéncia da C. substugae no controle E. Heros, nas condicdes e
metodologia testadas, apenas uma estirpe de C. subtsugae foi eficiente apresentando diferenca,
possivelmente devido as 48h de fermentacdo, apesar da porcentagem de mortalidade de 48%
Ser menor em comparagao com outros estudos.

Esse trabalho tem grande relevancia para o controle biolégico do E. heros,
possibilitando que opcdes de cepas de controle sejam disponibilizadas futuramente para os
produtores da regido, inclusive com o possivel desenvolvimento de novos produtos,
especificamente adaptados as condi¢des da regido com eficiéncia garantida, e para usos ja
estabelecidos, como a multiplica¢ao via a estratégia “on farm”. No entanto, novos estudos

complementares sd0 necessarios.
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7. CONSIDERAGCOES FINAIS

O apresentado é de grande importancia para producéo agricola, visto a possibilidade de
diminuir o uso de produtos quimicos e sua aplicacdo no Manejo Integrado de Pragas. A C.
subtsugae tem grande destaque no controle bioldgico por conta do seu potencial inseticida,
principalmente pela producéo dos metabdlitos secundarios, novos estudos podem avaliar outros
aspectos das bactérias e a sua eficiéncia em insetos com metodologias diferentes, que podem
ser ainda mais eficientes.

Os resultados obtidos das metodologias de otimizacéo e inducdo a mutagénese podem
servir de base para outros estudos, sendo de significativa importancia realizar avaliacdo da
eficiéncia da C. subtsugae otimizadas e induzidas a mutagénese por UV em insetos-pragas.
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