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RESUMO

MORA, S.F.E. Prospec¢do de bactérias entomopatogénicas para o controle do percevejo-
marrom Euschistus heros (Fabricius, 1798). 2023. Dissertacdo (Mestra em Sanidade Vegetal,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agroneg6cio — Instituto Bioldgico.

O percevejo-marrom Euschistus heros é considerado uma das principais pragas no Brasil por
causar prejuizos em diversas culturas. Atualmente, a principal forma de controle € o uso de
inseticidas quimicos, no entanto, 0 uso excessivo resulta no desenvolvimento de populacdes
resistentes e contaminacdo ambiental. Devido a isso existe a necessidade de explorar novas
alternativas de controle mais sustentaveis, como 0s agentes bioldgicos. Dentre esses, bactérias
entomopatogénicas tém comprovada atividade tdxica em diversas familias de insetos e acaros,
porém héa caréncia de pesquisas para o controle desse percevejo. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar bactérias com potencial de controle do percevejo-marrom. Para isso, foi
realizada uma pré-selecdo representada por 125 isolados bacterianos que foram avaliados em
condicbes de laboratério. Logo, foram selecionados os que apresentaram as taxas de
mortalidade de E. heros mais altas para testes usando as bactérias diluidas ao 10% de
concentragdo. Os dados foram expressos em porcentagens e analisados estatisticamente com o
teste de Scott & Knott. Os melhores isolados foram identificados molecularmente e foi realizada
uma curva de dosagem de cada bactéria. Entre as cepas testadas na pré-selecdo, 19 apresentaram
niveis de mortalidade acima do 31%. Na avaliagdo das bactérias diluidas, somente 7 isolados
apresentaram indices de mortalidade maiores a 26,67%. Das 3 melhores bactérias, 2 foram
identificadas como Serratia ureilytica e 1 como Bacillus toyonensis, respectivamente. Desse
modo foi possivel concluir que essas duas bactérias foram promissoras para exploragdo como
antagonistas de insetos hemipteros, sendo necessarios novos estudos para verificar o modo de
acdo das bactérias contra E. heros.

Descritores: Hemiptera, praga, percevejo, controle bioldgico, bactérias.



ABSTRACT

MORA, S.F.E. Prospection of entomopathogenic bacteria for the control of brown stink bug
Euschistus heros (Fabricius, 1798). 2023. Dissertation (Master in Vegetal Health, Food and
Environmental Safety in Agribusiness) - Instituto Bioldgico.

The brown stink bug Euschistus heros is considered one of the main pests in Brazil for causing
damage to several crops. Currently, the main way to control is the use of chemical insecticides;
however, excessive use results in the development of resistant populations and environmental
contamination. Therefore, there is a need to explore new alternatives for more sustainable
control, such as biological agents. Among these, entomopathogenic bacteria have proven toxic
activity against various families of insects and mites, but there is a lack of research for the
control of this stink bug. Therefore, the objective of this work was to evaluate bacteria with
potential to control the brown bug. For this, a pre-selection was performed, represented by 125
bacterial isolates that were evaluated under laboratory conditions. Therefore, those with the
highest E. heros mortality rates were selected for testing using bacteria diluted at 10%
concentration. The data were expressed in percentages and analyzed statistically using the Scott
& Knott test. Subsequently, the best isolates were molecularly identified, and a dosage curve
was performed for each bacterium. Among the strains tested in the pre-selection, 19 showed
mortality levels above 31%. In the evaluation of the diluted bacteria, only 7 isolates showed
mortality rates greater than 26.67%. Of the top 3 bacteria, 2 were identified as Serratia
ureilytica and 1 as Bacillus toyonensis, respectively. Thus, it was possible to conclude that these
two bacteria were promising for exploration as antagonists against hemipteran insects, and
further studies are needed to verify the mode of action of these bacteria against E. heros.

Key words: Hemiptera, pest, stink bug, biological control, bacteria.
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1 INTRODUCAO

O percevejo-marrom Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera: Pentatomidae),
nativo da Regido Neotropical, é considerado um dos principais e mais abundantes insetos praga
no Brasil. Tratasse de um inseto sugador com importancia agricola, pois esta presente nas
diferentes etapas de desenvolvimento de plantas de tipo leguminosas, ocasionando grandes
prejuizos e perdas econdmicas para os agricultores, expressados em diminuicdo de quantidade
e qualidade com indices de até 90% de quebra na produgdo (KRINSKI et al., 2013;
SMANIOTTO; PANIZZI, 2015).

Atualmente, o principal método de controle do percevejo-marrom sdo 0s inseticidas
quimicos, simples ou misturados, distribuidos entre o0s neonicotindides, piretroides e
organofosforados (BALAN et al., 2005; RIBEIRO et al., 2016; TUELHER, 2018).

A disponibilidade de s6 trés ingredientes ativos para o seu controle e a aplicacao
indiscriminada desses compostos nas plantas, tem ocasionado perdas de biodiversidade,
afetando os organismos nao-alvo, a sadde humana e estimulando a presenca de populac@es de
pragas resistentes (FLORES-VILLEGAS et al., 2019; AGROFIT, 2020; ADEMOKOYA etal.,
2022).

Por isso, tem-se explorado alternativas de controle menos impactantes, como o controle
bioldgico. Este tipo de controle tem ganhado muita importancia, pois permite restaurar o
equilibrio bioldgico entre os insetos-praga e seus inimigos naturais, permitindo um controle
mais estavel desses insetos mantendo o nivel de dano econdmico baixo (CORREA-
FERREIRA, 1993; NAVA, 2007).

Dentre os agentes de controle bioldgico de E. heros estdo parasitoides, nematoides,
fungos e bactérias. A utilizacédo de parasitoides de ovos de percevejo é o método mais estudado
e implementado, mas sua eficiéncia no controle tem diminuido consideravelmente pelo uso
incorreto dos produtos quimicos, além das limitagdes na producdo dos parasitoides em escala
comercial (BUENO et al., 2012; CORREA-FERREIRA e SOSA-GOMEZ, 2017; EMBRAPA,
2019).

Nematoides e suas bactérias simbiontes tém sido testados contra algumas espécies de
hemipteros, incluindo percevejos (MARRERO et al., 2015). O seu uso tem apresentado
resultados promissores, com indices significativos de mortalidade dos insetos. No entanto, sua
eficiéncia tem sido comprometida pela especificidade de inseto hospedeiro, requerendo o uso

de diferentes cepas para controle de pragas em uma mesma cultura (FRANCE, 2013).
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Dentre os fungos entomopatogénicos, sdo recomendadas as espécies Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana para o controle do percevejo-marrom, mas 0 Seu uUso nao tem
sido tdo favoravel, pois necessidade de condi¢des ambientais adequadas para seu
estabelecimento no campo (PICANCO, 2010; RESQUIN-ROMERO et al., 2020; POVEDA,
2021).

Outra alternativa promissora sdo as bacterias da familia Bacillaceae, que tem atividade
toxica comprovada em diversos grupos de insetos e acaros. Possuem também capacidade de
formacdo de enddsporos, que sdo termotolerantes e apresentam inocuidade a vertebrados e
plantas (MONTEIRO, 2002). Algumas espécies do género Bacillus. possuem a capacidade de
formacdo de cristais, tendo potencial entomopatogénico, 0 que ja € bastante estudado e
explorado pelo mercado (SALLES; BALDANI, 1998). Enquanto outras espécies, possuem a
capacidade de desenvolver respostas antagonicas em doengas de plantas, sendo estudadas e
usadas para o biocontrole, e algumas ainda possuem a capacidade de ser promotoras de
crescimento em plantas (FILHO et al., 2010).

A quantidade de produtos biologicos a partir de bactérias para o controle de percevejos
ainda € muito pequena, refletindo uma caréncia de pesquisas, e exibindo a necessidade de
investimento nessa alternativa de controle. A Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle
Bioldgico, situada no Centro Avancgado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Saude Animal do
Instituto Bioldgico, em Campinas-SP, possui uma Colecdo de Bactérias Entomopatogénicas,
com grande diversidade de isolados. Visto o potencial de diversidade de bactérias presentes no
banco e que ainda ndo foram testadas contra percevejos, justifica-se a realizacdo deste estudo,
que possibilita a descoberta de isolados eficientes contra o percevejo-marrom E. heros,
contribuindo no desenvolvimento de novas estratégias sustentaveis de manejo integrado de

percevejos, que incluem o uso de bactérias como agentes de controle bioldgico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo de bactérias entomopatogénicas com potencial de controle do percevejo-marrom
Euschistus heros (Fabricius, 1798).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar pré-selecao (screening) das bactérias contra adultos de E. heros;

2. Testar os isolados bacterianos mais eficientes em diluicao 1:10;

3. Identificar molecularmente as espécies de bactérias com maior potencial de controle
do percevejo-marrom;

3. Construir curva de concentracdo dos melhores isolados bacterianos contra E. heros
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Euschistus heros (F.)

3.1.1 Cardcteristicas gerais e morfologia

Os percevejos sao insetos pertencentes a ordem hemiptera e familia Pentatomidae, sdo
considerados pragas de grande importancia no setor agricola. Possuem um aparelho bucal de
tipo “sugador’, com pecas bucais adaptadas para perfurar e sugar plantacdes; colonizam as
plantas em varios estagios de desenvolvimento, causando perdas econdémicas significativas, que
podem chegar até 90% de quebra na producdo (GALLO et al., 2002; BELORTE et al., 2003;
SOARES et al., 2013; SMANIOTTO & PANIZZI, 2015)

O complexo de percevejos estd composto por aproximadamente 4.123 espécies, sendo
0 percevejo verde (Nezara viridula), percevejo verde pequeno (Piezodorus guildinii), o
percevejo barriga verde (Dichelops furcatus) e o percevejo marrom (Euschistus heros) os mais
destacados. Destes, 0 percevejo-marrom € a praga mais abundante e importante em culturas de
leguminosas como a soja, o trigo e feijao (FREITAS, 2011).

O percevejo-marrom E. heros é nativo da Regido Neotropical e apresenta uma ampla
distribuicdo geografica. Nas regides produtoras de soja no Brasil, tem-se observado um
importante aumento populacional, estando presente desde o Sul até o Norte do pais
(FERREIRA, 2013; CORREA-FERREIRA & PANIZZI, 1999; PEREIRA & SALVADORI,
2008; BRIDI, 2012).

E. heros € adaptado as zonas quentes, sendo a faixa de 26 — 28 °C a temperatura mais
favoravel para o seu desenvolvimento e sua reproducio (BUENO et al., 2017). E considerada

uma das espécies de inseto praga mais predominantes na atualidade (KRINSKI et al., 2013).

3.1.2 Ciclo de vida

O percevejo-marrom € um inseto que apresenta uma metamorfose incompleta de
aproximadamente 114 dias, composta de 3 fases distintas: ovo, ninfa e adulto (GRAZIA et al.,
2012; SOUZA etal., 2013).
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Figura 1: Ciclo de vida do percevejo-marrom. Foto: Mora, S F.E.

O estégio de ovo (figura 2), dura cerca de 7 dias, as femeas depositam entre cinco e oito
ovos de coloracdo amarelada agrupados em fileira, sendo normalmente depositados nas folhas

e vagens de varias culturas. Proximos a eclosdo apresentam manchas roseas (ALVES, 2020).

Figura 2: Ovos de Euschistus heros. Foto: Mora, S F.E.
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Seguidamente, a fase de ninfa (figura 3) esta constituida por 5 instares e dura cerca de
29 dias. As ninfas inicialmente sdo pequenas, com ao redor de 1,3 mm, corpo de cor alaranjado
e a cabega preta-marrom (CATOIA, 2019).

Ninfa

1ro Instar

Figura 3: Ninfas de Euschistus heros no primeiro instar. Foto: Mora, S F.E.

Quando atigem cerca de 3,6 mm, as ninfas se tornam mais ativas para se dispersar pelas
plantas hospedeiras e, a partir do terceiro instar, passam a sugar o0s gréos da soja, tornando-se
fitéfagas. Esse comportamento de sucgdo se prolonga até sua fase adulta (HOFFMANN-
CAMPO et al., 2000).

Na fase adulta (figuta 4), os percevejos podem chegar até 10 mm de comprimento e sua
cor pode variar de cinza a marrom escura, de acordo com as condi¢des ambientais. Uma
caracteristica distintiva da espécie é a presenca de uma mancha branca em forma de "meia-lua”
no dorso, na extremidade do escutelo, e dois prolongamentos laterais, em forma de espinhos,
préximos a cabeca que tendem a ser mais longos no verdao. (De GRANDE e VIVIAN, 2013;
(MOURAO, 1999).
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Figura 4: Adultos da espécie Euschistus heros. A: Macho. B: Femea. Foto: Mora, S F.E.

3.1.3 Percevejo-marrom E. heros na agricultura

Euschistus heros é um inseto sugador de plantas considerado praga agricola devido ao
seu enorme potencial de causar prejuizos em diversas culturas (SOARES et al., 2013).

Seu dano na planta é causado pelo aparelho bucal, com o qual se alimenta inserindo 0s
estiletes e sugando os fluidos delas. Durante esse processo, 0 percevejo introduz agentes
histoliticos toxicos (enzimas digestivas) que podem comprometer a qualidade e viabilidade das
sementes, resultando em plantas com baixo vigor (CORREA-FERREIRA, 2003; GALLO et
al., 2002; SOARES et al., 2013). Esse processo, junto com a liberacdo de secrecdes salivares
toxicas, causam diversos sintomas nas plantas, incluindo o aborto de grdos durante sua fase de
formacado, alteracdes morfologicas, como graos enrugados, achochados ou murchos no processo
de enchimento dos gréos, retardamento da maduracgéo (retencédo foliar), reducdo de tamanho
das plantas, a destruicdo de tecidos que levam ao dobramento e murchamento das folhas da
planta e favorecer a entrada de fungos como Alternaria sp. e Nematospora sp. (GAZZONI,
1998; PANIZZI, 2015; PINTO et al., 2004; ROGGIA, 2009).

A principal planta hospedeira do percevejo-marrom € a soja Glycine max (L.) (Merrill,

1917), uma planta do tipo oleaginosa nativa da Regido Neotropical, onde E. heros é considerado
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0 maior problema fitossanitario desta lavoura (PANIZZI, BUENO, & SILVA, 2012). Também,
esta presente em culturas como o milho, trigo e o algodao, e pode ocasionar danos na estrutura
vegetal e perdas econOmicas significativas, especialmente durante a fase reprodutiva.
(CORREA- FERREIRA et al., 2009; DeGRANDE e VIVAN, 2006; HOFFMANN-CAMPO et
al., 2000).

O fato de se alimentar diretamente dos gréos, afeta de maneira irreversivel o rendimento
e qualidade da soja, podendo sofrer alteracGes no aspecto e nos teores de proteina e 6leo,
ocasionando consequentes perdas no valor comercial (DeGRANDE e VIVAN, 2006).

Se estima que a presenca de um percevejo por metro quadrado de lavoura pode causar
reducdo de entre 49-120 kg/ha desse grdo (TRIUNFO, 2020). E por isso que em regifes como
Mato Grosso do Sul, E. heros resulta em perdas de producdo de aproximadamente 40%
(DETOMASI, 2015).

O nivel de dano dos percevejos estd diretamente relacionado com as condi¢des
ambientais, o estagio fenolégico da planta, a espécie de inseto-praga, sua fase de
desenvolvimento, o seu nivel populacional e 0 seu tempo de permanéncia na cultura (CORREA-
FERREIRA et al., 2009).

O percevejo-marrom se adapta bem as zonas quentes e de baixa umidade, mas pode se
adaptar a diferentes condi¢cGes ambientais. Um aspecto importante € que ap6s a colheita da soja,
ele entra em estado de dorméncia (diapausa) nos restos da cultura, tempo em que pode
permanecer sem alimento, sobrevivendo exclusivamente das suas reservas lipidicas (gorduras)
por mais de seis meses (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; GODOY et al., 2010). Os
percevejos podem permanecer debaixo das folhas caidas, 0 que permite se protegerem de
parasitas e predadores, tornando o seu controle mais dificil (CORREA-FERREIRA &
PANIZZI, 1999).

Outro problema crescente nas lavouras brasileiras € a presenca de populacdes resistentes
de E. heros em culturas como a soja. O surgimento da resisténcia nesta praga esta relacionado
a ocorréncia natural de mutacdes e exposi¢do dessas caracteristicas devido a presséo de selecéo
e as aplicacgdes sucessivas de inseticidas utilizando o mesmo produto ou mesmo grupo quimico
ou 0 seu uso precipitado (aplicagio preventiva) (SOSA-GOMEZ & SILVA, 2010).
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3.2 PRINCIPAIS METODOS DE CONTROLE DE INSETOS-PRAGA NA
AGRICULTURA

O controle de pragas é uma das principais estratégias utilizadas na agricultura para
evitar prejuizos nas lavouras. Para isso, é fundamental realizar um monitoramento adequado da
praga e levar em consideracdo fatores como a fenologia da planta, as condi¢des climaticas, a
identificacdo da fase de desenvolvimento do inseto, seu nivel populacional na cultura e o0s
momentos de maior indice de dano na cultura. Com isso, é possivel escolher o método de
controle mais apropriado (CORREA-FERREIRA et al., 2009). Nesse sentido, os dois principais
métodos de controle de pragas agricolas sdo o controle quimico e o controle bioldgico.

O primeiro consiste no uso de inseticidas, que possuem como principal mecanismo de
acdo a interferéncia no sistema neurotransmissor, dos hormonios ou da producéo de cuticula
dos insetos-praga, de modo que o seu desenvolvimento fica comprometido (GULLAN &
CRANSTON, 2007). No entanto, 0 uso excessivo e/ou a aplica¢do preventiva podem promover
a resisténcia de populagOes de insetos-praga, influenciando diretamente no aumento desses
insetos nas proximas safras; reduzir os inimigos naturais, ter efeitos adversos sobre outros
organismos ndo-alvo, ocasionar contaminacdo ambiental nos sistemas terrestres e aquaticos por
acumulacdo de metais pesados, causar riscos a saide humana e acarretar prejuizo financeiro
(CORREA-FERREIRA et al., 2010; SOSA-GOMEZ & SILVA, 2010; BUENO et al., 2011;
BELO etal., 2012; SCOPEL, 2012).

A implementacdo desses produtos quimicos tem sido preocupante para a sociedade,
estima-se que apenas 1% desses quimicos sdo utilizados de maneira eficiente e existe uma
conscientizacdo sobre a preservacdo ambiental e a seguranca da saude humana (FISCHER,
2014; TUDI et al., 2021). Devido a isso, tem sido exploradas novas alternativas de controle de
pragas menos impactantes como o controle bioldgico.

O controle bioldgico é uma estratégia que busca restaurar o equilibrio entre os insetos-
praga e seus inimigos naturais, visando reduzir naturalmente as populacdes praga e manter o
nivel de dano econémico aceitvel; com a finalidade de ter um controle mais estavel desses
insetos, aumentar as populacdes de agentes benéficos e sua preservacdo nas culturas
(CORREA-FERREIRA, 1993). Entre as principais vantagens do seu uso esta a capacidade de
atingir um alvo especifico, ndo afetar os insetos polinizadores e ndo deixar residuos no
ambiente.

Nesse tipo de controle, sdo utilizados principalmente inimigos naturais, nematoides

entomopatogénicos, fungos, virus e bactérias. O primeiro grupo é composto por insetos
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predadores ou parasitas de pragas que, quando liberados nas plantas, conseguem atacar somente
0s insetos-praga ou parasitar seus ovos sem prejudicar as culturas e os polinizadores
(HARTERREITEN-SOUZA et al., 2017). Dentre eles, destacam-se Cotesia flavipes (Cameron,
1891) (Hymenoptera: Braconidae) no controle da broca-da-cana-de-acucar (Diatraea
saccharalis), sendo uns dos maiores sucessos de controle biolégico no Brasil e no mundo, 0s
acaros predadores como Neoseiulus californicus (McGregor, 1954) (Acari: Phytoseiidae) no
controle do &caro-rajado (Tetranychus urticae), pois sdo considerados 0s principais organismos
bioldgicos destinados ao controle de acaros fitofagos (AHN e LEE, 2010; VACARI et al.,
2012).

Os nematoides (NEPs) séo organismos que possuem um corpo tubular comprido ndo
segmentado e apresentam 11 familias utilizadas no controle bioldgico, sendo que
Steinernematidae e Heterorhabditidae sdo produzidos comercialmente (LEITE, 2013).

Steinernema sp. e Heterorhabditis sp. possuem uma associacdo simbidtica com
bactérias do tipo Xenorhabdus sp. e Photorhabdus sp. Essas bactérias metabolizam nutrientes
indispensaveis para o desenvolvimento e reproducdo do nematoide e ele consegue protegé-la
do ambiente externo (BURNELL & STOCK, 2000; EHLERS, 2001).

O modo de acdo desses nematoides € invadir o inseto por aberturas da boca, anus ou
espiraculos e penetrar na hemocele, as bactérias simbidticas produzem endotoxinas que
estimulam a degradacéo da hemolinfa do hospede, resultando na morte do inseto por septicemia
(PETERS & EHLERS, 1997; DE-JUN et al., 2001; LEITE, 2013).

Entre os nematoides utilizados no controle biolégico, destacam-se Heterorhabditis
bacteriophora e sua bactéria simbionte Photorhabdus luminescens para larvas da traca-das-
cruciferas (Plutella xylostella), Steinernema feltiae e sua bactéria simbionte Xenorhabdus
bovienii no controle da mosca-minadora (Liriomyza huidobrensis), S. rarum e X. szentirmaii
no controle do bicudo da cana-de-acUcar (Sphenophorus levis) e S. carpocapsae com X.
nematophila no controle das larvas da traga-da-cera (Galleria mellonella) e o gorgulho-da-
videira (Otiorhynchus sulcatus) (CUTHBERTSON et al., 2003; MAHAR et al., 2008; SILVA
e LEITE, 2020).

Os fungos sdo microrganismos eucariotas de grande variabilidade genética, formadores
de micélio e constituidos por parede celular rica em quitina (FEOFILOVA, 2010). Entre as
espécies mais estudadas e exploradas no mercado agricola, destacam-se Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae. O fungo Trichoderma sp. E outro exemplo importante, pois é capaz

de controlar diversas pragas, inibindo o crescimento e desenvolvimento de patdgenos e
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induzindo mecanismos de defesa e protecdo (resisténcia sistémica) das plantas, além de atuar
como promotor de crescimento vegetal, pois sua interacdo com o solo e as raizes contribui na
disponibilizacdo de nutrientes para as plantas e na estabilizacdo de estresse bidtico ou abidtico
(NUSAIBAH e MUSA, 2019; TYSKIEWICZ et al., 2022).

Os virus sdo organismos microscopicos simples compostos de acido nucléico e uma
capside proteica, que também tém sido utilizados no controle de pragas. As principais familias
sdo do tipo Baculoviridae, lIridoviridae e Parvoviridae (VILLAMIZAR et al., 2009).
Destacasse 0 virus de poliedrose nuclear Baculovirus anticarsia especifico para o controle
bioldgico da lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis), com indices de controle de até 100% nas
lavouras (SAVIO e PINOTTI, 2008).

As bactérias entomopatogénicas, principalmente do género Bacillus, sdo amplamente
utilizadas no controle de pragas agricolas. Esse grupo conta com mais de 140 espécies; entre
elas destacam-se, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus (FIRA et al.,
2018). As duas ultimas, possuem a capacidade de produzir inclusGes proteicas cristalinas
(endotoxinas) que tém sido estudadas e usadas na agricultura, pois apresentam toxicidade para
algumas pragas e sdo inofensivas para vertebrado e a flora. Além disso, a capacidade de
formacdo de endGsporos, permite que essas bactérias tenham uma longevidade e a viabilidade
maiores no campo (LIMA, 2010; VALTIERRA-DE-LUIS et al., 2020). Outras bactérias
também tém a capacidade de desenvolver respostas antagdnicas as pragas e estimular o
crescimento vegetal (FILHO et al., 2010).

3.3 METODOS DE CONTROLE DO PERCEVEJO-MARROM.

3.3.1 Monitoramento

O monitoramento é uma etapa fundamental no controle de E. heros, pois permite avaliar
a eficiéncia do tratamento e tomar decisdes estratégicas. Existem dois tipos de monitoramento:
as amostragens com o pano-de-batida e a utilizacdo de armadilhas com seu feroménio sexual
(SILVA et al., 2012; ALVES, 2020).

O primeiro método envolve a utilizagdo de um tecido branco de 1 metro por 1 metro com
dois bastdes de madeira inseridos nas bordas laterais (ALVES, 2020). O tecido € colocado no
solo e as plantas sdo sacudidas vigorosamente para que 0s percevejos caiam nele e assim fazer

a contagem de adultos e das ninfas grandes. Este tipo de monitoramento é geralmente realizado
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durante o periodo fresco do dia nas etapas do desenvolvimento das vagens e enchimento dos
gréos de soja (STURMER et al., 2014). No entanto, a realizacdo deste método necessita de
pessoal qualificado e pode precisar de muito tempo em extensfes de grandes areas, onde em
alguns casos, estimulem que os agricultores implementem outro método de monitoramento que
seja pratico e viavel, como a utilizacdo de armadilhas com o feroménio sexual de Euschistus
heros (SILVA et al., 2014).

O feromdnio é produzido naturalmente pelo percevejo, utilizando para sua comunicagdo
intraespecifica; sendo composto principalmente de metil 2,6,10 trimetildecanoato, e metil
(2E,4Z) -decadionato, segundo a identificacéo feita por BORGES et al. (1998).

Nesse sentido, para 0 monitoramento sdo feitas armadilhas iscadas com o feromonio
sintético, as quais sdo instaladas no perimetro da lavoura para capturar os percevejos e realizar
a contagem (SILVA et al., 2014). A vantagem desse método é que por serem compostos
naturais, eles ndo representam risco para 0 meio ambiente nem para os seres humanos, permitem
uma deteccdo rapida da praga e ndo geram resisténcia aos percevejos (MORAES et al., 2008).

Para fazer um bom monitoramento é recomendado fazer amostragens semanalmente
desde os estagios vegetativos até o reprodutivo da lavoura, com atencdo ao desenvolvimento

das sementes, pois ¢ a fase de maior densidade populacional do percevejo (SILVA et al., 2014).

3.3.2 Controle quimico

O uso de inseticidas quimicos é o método mais comumente empregado para o controle
de percevejos em culturas como a soja, sendo aplicado durante as fases vegetativa e reprodutiva
da planta por meio de processos de pulverizacdo aérea ou terrestre (BALAN et al., 2005)

Os produtos comerciais mais frequentes utilizados no controle dos percevejos na soja,
encontram-se formulacdes com diferentes combinacdes de neonicotindides, piretroides,
organofosforados, totalizando 53 formulagdes simples ou misturadas registradas para o seu uso,
como o endosulfan, thiametoxam e lambda-cialitrina (RIBEIRO et al., 2016; TUELHER, 2018;
AGROFIT, 2020).

Os neonicotindides atuam como antagonistas da acetilcolina, ligando-se aos seus
receptores nicotinicos e causando um estimulo constante de impulsos nervosos que levam a

paralisia e morte do inseto (TAN et al., 2007).
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J& os piretréides agem blogueando os canais de sédio, retardando seu fechamento e
mantendo uma entrada constante de sodio (Na) que causa impulsos repetitivos e a posterior
morte do inseto (POZEBON E ARNEMANN, 2021).

Por sua vez, os organofosforados atuam diretamente inibindo a acdo da enzima
acetilcolinesterase, o que leva a um acimulo de acetilcolina no organismo do inseto-praga,
causando hiperexcitacdo e morte rapida (CAVALCANTI, 2016).

No entanto, ao se tratar de moléculas de amplo espectro de acdo, os inseticidas podem
atingir também outros organismos ndo-alvo, como insetos predadores, parasitoides e 0s
polinizadores, gerando um desequilibrio no ecossistema (FLORES-VILLEGAS et al., 2019).

Além disso, o grande desenvolvimento de resisténcia a maioria de inseticidas utilizados
no controle de E. heros é ocasionado principalmente pela manipulagdo incorreta desses
produtos quimicos e/ou da tecnologia de aplicacdo empregada, fazendo necessaria a
implementacdo de estratégias que verifiguem a resisténcia de algumas populacbes do
percevejo-marrom a determinadas moléculas quimicas (SOSA-GOMEZ et al., 2001; SILVA et
al., 2009; CORREA-FERREIRA et al., 2010).

3.3.3 Controle Bioldgico

Atualmente, o mercado agricola conta com 30 produtos bioldgicos para o controle do
percevejo-marrom em diversas culturas, categorizados em insetos parasitas, fungos e bactérias
(EMBRAPA, 2022). Entre eles, tem dois produtos com as bactérias Bacillus thuringiensis var.
kurstaki, Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas chlororaphis; assim como os fungos:
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae; e os insetos parasitoides da espécie Telenomus
podisi (AGROFIT, 2021).

Os micro-himendpteros Telenomus podisi (Ahsmead) e Trissolcus basalis (Wollaston),
tém sido utilizados para o controle de percevejos, sendo esta primeira vespinha, a mais usada
contra E. heros, com indices de parasitismo dos ovos de entre 50-70% (BUENO et al., 2020).
T. podisi deposita seus ovos na parte interna dos ovos dos percevejos, matando
consequentemente os embrides e estimulando o desenvolvimento das vespinhas. Dentro dos
ovos de percevejo se desenvolve a larva e pupa da vespinha, ciclo que demora cerca de 10-12
dias até emergir o adulto (TASCA, 2013; BUENO et al., 2020).

Além do parasitismo em ovos, também existem parasitoides de adultos do percevejo. O

mecanismo de acdo desses parasitas consiste na colocacdo dos seus ovos no corpo do
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hospedeiro, de modo que conseguem se desenvolver dentro do inseto e migrar pelos orificios
ventrais ou dorsais do abddémen do percevejo, causando sua morte (CORREA-FERREIRA
1984). Neste caso, a mosca Trichopoda nitens (Tachinidae) é a espécie mais utilizada e a mais
abundante. Dentre os himenopteros, Hexacladia smithii (Encyrtidae) é considerado o principal
parasitoide do percevejo-marrom (CORREA-FERREIRA et al., 1998; EMBRAPA, 2019).

Esse tipo de parasitoide ocorre de maneira natural em lavouras como a soja, mas sua
eficiéncia no controle dos percevejos tem sido afetada negativamente pelo uso inadequado de
inseticidas quimicos e pelas limitacbes do uso em escala comercial (BUENO, 2012;
EMBRAPA, 2019). J& em culturas orgéanicas, tem sido observada uma boa contribui¢do na
mortalidade dos ovos de percevejos por esses parasitas (BUENO, 2012).

O uso de agentes microbianos para o controle dessas pragas, tem tido grande
importancia na atualidade, pois a sua facilidade de producdo e armazenamento por longos
periodos, permite a producdo constante durante todo o ano, dando origem a produtos mais
econdmicos e competitivos no mercado agricola. Além disso, os métodos de aplicacdo desses
produtos biolégicos sdo muito semelhantes com a aplicacdo dos inseticidas quimicos, o que
permite uma facil e rapida adocdo desses métodos no campo (MARTINS et al., 2016).

Entre os agentes microbioldgicos, tem sido utilizados os fungos Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana e Trichoderma sp. para o controle de diversas pragas, pois
possuem atividade parasita e capacidade de producdo de metabolitos secundarios com acéao
inseticida. A incidéncia desses fungos no controle de percevejos é baixa (5%), especialmente
devido a resisténcia apresentada a infeccdo fungica e a necessidade de condi¢cdes ambientais
Otimas para o estabelecimento do microrganismo na cultura (PICANCO, 2010; POVEDA,
2021).

Bactérias também tém sido reportadas como possiveis alternativa de controle bioldgico
dos percevejos, mas atualmente ndo existem suficientes estudos cientificos para o uso de
bactérias no controle da espécie Euschistus heros (SCHUNEMANN et al., 2014).

Bacillus thuringiensis (BT), produz inclusdes proteicas, conhecidas como endotoxinas,
que apresentam atividade tdxica em algumas ordens de insetos. Essa bactéria tem potencial para
ser utilizada no controle de insetos sugadores por meio da utilizacéo sistémica ou com o uso de
plantas geneticamente modificadas com os genes Cry ativos, tornando-se uma alternativa viavel
no controle do percevejo-marrom (SILVA et al., 2012)

Também, bactérias associadas a nematoides como Photorhabdus luminescens e

Xenorhabdus sp., que produzem endotoxinas de tipo polissacaridos, antibioticos e outros
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metabolitos, que estimulam a degradacdo do hemocele do inseto e inibe reacdes de defesa do
seu sistema imune, causando sua morte em até 48 horas, poderiam ser efetivas no controle de
E. heros (DE-JUN et al., 2001., DOWDS & PETERS, 2002; CRAWFORD et al., 2010).
Portanto, € necessaria a realizacdo de novas pesquisas, buscando explorar novos
organismos que possam apresentar potencial para o controle de Euschistus heros, visando gerar

novas ferramentas que auxiliem no manejo integrado da praga.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Bioldgico,
situado no Centro Avancado de Pesquisa em Protecdo de Plantas e Satide Animal do Instituto

Biologico, em Campinas - SP.

4.1 CRIACAO DOS PERCEVEJOS

Os insetos de percevejo-marrom utilizados neste estudo, foram criados em gaiolas de
plastico de 20 x 30 cm, mantidos em sala climatizada com condicbes de 25°C, Umidade
Relativa 60+5%, uma fotofase de 12 horas. Os percevejos foram alimentados com dieta natural
composta por vagens de feijdo (Phaseolus vulgaris), amendoim (Arachis hypogaea), semente

de girassol (Helianthus annuus) e agua filtrada.

4.2 |ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados bacterianos foram obtidos da Colecdo de Microrganismos
Entomopatogénicos "Oldemar Cardim Abreu™, presente na Unidade Laboratorial de Referéncia
em Controle Bioldgico (ULRCB - IB), mantidos em tubos de criopreservacao a -20 e -80°C
com glicerol 15 e 20 % respectivamente.

Para a ativagdo das bactérias, foi inoculado 1 ml do isolado em frascos Schott contendo
50 ml de caldo nutriente (NB) (Extrato de carne — 1 g/, Extrato de levedura — 2 g/l, peptona —
5 g/l e Cloreto de sodio — 5 g/l) e mantidos em agitagdo (150 rpm) a 28 °C, durante 72 horas.

4.3 PRE-SELECAO DAS BACTERIAS (SCREENING)

Foram avaliados 125 isolados bacterianos contra Euschistus heros, dos quais 30 eram
espécimes conhecidos, considerando cada isolado como um tratamento.

Para os testes, cada tratamento foi submetido a trés repeticdes, cada uma representada por
um recipiente plastico (250 ml), contendo 20 ml de vermiculita estéril, dieta natural composta
por vagem, amendoim, semente de girassol e agua filtrada, e cinco percevejos adultos (figura

5) e 7 ml de caldo bacteriano puro.
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Os recipientes foram mantidos em sala climatizada, sob condi¢des de 25°C, UR 6015 %
e fotofase de 12 horas.

As avaliagbes de mortalidade dos individuos foram realizadas durante um periodo de
cinco dias, a cada 24 horas, e os percevejos mortos foram contados e retirados de cada

tratamento.

Figura 5. Montagem experimental dos tratamentos. Foto: Mora, S F.E.

4.4 TESTES EM BAIXA CONCENTRACAO

Visando reduzir o niumero de isolados para prosseguimento nos testes, os isolados que
apresentaram porcentagens de mortalidade maiores ao 51 % foram novamente avaliados em
baixa concentragéo (10 %) do caldo bacteriano.

Cada isolado foi produzido nas mesmas condi¢cdes do anterior experimento, o caldo
bacteriano foi diluido a 10 % de concentragdo em agua destilada estéril, e espalhados 7 ml em
cada unidade experimental.

Para cada tratamento foram realizadas seis repeticdes. Como tratamento controle foram

aplicados agua destilada esteril e caldo nutritivo NB.
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As avaliagBes de mortalidade dos individuos foram realizadas durante o periodo de cinco
dias, sendo contabilizados dos individuos mortos a cada 24 horas, retirando-se 0s percevejos

mortos de cada tratamento.

4.5 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS

A identificagdo molecular foi realizada com a amplificagdo por reacdo de cadeia
Polimerase (PCR) do gene ribossomal 16S, o gyrB e o rpoD das bactérias, seguido de
sequenciamento e comparacao de bases nitrogenadas no EzBioCloud 16S e Genbank.

Para isso, as bactérias foram ativadas em caldo nutritivo NB durante 24 horas e semeadas
em placas de Petri com meio de cultivo solido Agar Nutriente (NA) e mantidos em incubadora
microbioldgica a 30 °C por 24 horas.

Apds o crescimento, foi extraido o DNA genémico de cada bactéria empregando-se o kit
GenElute Bacterial Genomic DNA (Sigma), seguindo as recomendacdes do fabricante.

O gene ribossomal 16S rDNA foi amplificado por PCR com os primers fD1 (5° —
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3°) e rP1 (5° — ACGGTTACCTTGTTACGACTT - 3°)
(WEISBUR et al., 1991).

Fragmento de aproximadamente 880 pb do gene gyrB foi amplificado para Bacillus com
os primers gyrB-F (5> — GTNYAYCGTGAYGGNAAAATYC - 3’) ¢ gyrB-R (5° —
GCAGARTCWCCCTCTACRATATA —3’) e um fragmento de aproximadamente 800 pb do
gene rpoD foi amplificado para Serratia com os primers rpoD-F (5 -
TAYATGMGNGARATGGGNACNGT — 3) e rpoD-R (&N -
TTNGCYTCNACCATYTCYTTYTT - 3°) desenvolvidos pelo Dr. Ricardo Harakava
(Pesquisador cientifico na Unidade Laboratorial de Referéncia em Biologia Molecular Aplicada
(ULRBMA) do Instituto Bioldgico, SP).

Os produtos amplificados foram purificados por precipitacdo com PEG 6000 (SCHMITZ;
RIESNER, 2006) e sequenciados empregando-se o reagente Big Dye 3.1 (Applied Biosystems)
e 0 sequenciador capilar 3500 xL (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram
comparadas com sequéncias de isolados depositados no EzBioCloud 16S e 0 Genbank. Para a
construgdo das arvores filogenéticas, foi utilizado o0 método de Neighbor Joining com bootstrap
de 1.000 repeti¢des, no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).
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4.6 CURVA DE CONCENTRACAO

As curvas de dosagens foram realizadas de acordo com os melhores resultados dos testes
em baixas concentragdes. Para isso, foram selecionados os melhores isolados e foram
preparadas diferentes concentragdes de cada bactéria, incluindo 10, 20, 40, 80 e 100% de
concentragdo dos caldos. Cada isolado foi produzido nas mesmas condi¢es dos experimentos
anteriores.

Para cada concentracdo, foram realizadas seis repeticdes e o tratamento controle foi feito
com meio de cultivo estéril (NB). As avaliacGes de mortalidade dos percevejos foram realizadas
durante cinco dias, contando e retirando os individuos mortos de cada tratamento.

Os resultados foram registrados e utilizados para construir um grafico de curva de
dosagens de cada bactéria, apresentando a porcentagem de mortalidade em relacdo a

concentracdo do isolado bacteriano testado.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados com delineamento inteiramente casualizado. Os dados
foram apresentados em porcentagens de mortalidade (%) e transformados usando a formula
Arco Seno raiz X e submetidos a anélise de variancia ANOVA, a fim de avaliar a significancia
das diferencas observadas entre os tratamentos. Adicionalmente, as médias foram comparadas
e analisadas pelo método de algoritmo de Scott & Knott (1974), mediante o uso do programa
estatistico SISVAR®.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os indices de mortalidade de E. heros obtidos ap0s cinco dias de avaliagdes dos 125

isolados avaliados variaram entre 0% e 53% nos caldos bacterianos nao diluidos.

T

20 -15 % de mortalidade 216 - 30 % de mortalidade
131 -45 % de mortalidade 46 - 60 % de mortalidade

Figura 6. Agrupamento dos isolados testados de acordo com a porcentagem de mortalidade dos
percevejos.

Na primeira etapa do screening, em que foi utilizado caldo bacteriano puro, foi possivel
classificar os isolados de acordo com sua viruléncia sobre E. heros. Dos 125 indculos testados,
19 deles apresentaram os maiores indices de mortalidade, variando entre 31% e 53%,
representando assim 16% do total dos indculos avaliados. Os outros 106 isolados apresentaram

taxas de mortalidade inferiores a 30%.
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Tabela 1. Isolados bacterianos com identificacdo molecular previamente conhecida.

Referéncia Bactéria % mortalidade
CCT 7393 Pseudomonas fluorescens 0%
IBCBA 107 Sacharopolyspora spinosa 0%

UENPO4 Photorhabdus sp. 0%
Bt 51450 Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 0%
Ab-V5 Azospirillum brasilense 0%
IBCBA 69 Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis 1%
UENPO2 Photorhabdus sp. 7%
UENPOS Photorhabdus sp. 7%
PAM Xenorhabdus szentirmaii 1%
PAM25 Xenorhabdus szentirmaii 7%
CCT 2487 Bacillus pumilus 1%
CCT 7891 Bacillus velezensis 1%
CORO ABG Photorhabdus sp. 13%
UENPO& Photorhabdus sp. 13%
UELOS8 Photorhabdus sp. 13%
AM163 Xenorhabdus doucetiae 13%
ALL Xenorhabdus nematophila 13%
CCT 4453 Bacillus megaterium 13%
CCT 7690 Bacillus amyloliquefaciens 13%
UELO7Y Photorhabdus sp. 20%
CBMAI 1120 Bacillus aryabhattai 20%
CBMAI 1092 Chromobacterium subtsugae 27%
IBCB n10 Photorhabdus sp. 27%
IBCB né Xenorhabdus sp. 27%
CER144 Xenorhabdus sp. 27%
HB ENO1 Photorhabdus luminescens 47%
CCT 0480 Bacillus subtilis subsp. subtilis 47%

Dentre as bactérias testadas, 27 foram previamente identificadas conforme na tabela 1.
Algumas dessas espécies pertencem ao género de Bacillus, como B. subtilis, que se destacou
com a maior taxa de mortalidade observada. Embora existam poucos estudos sobre B. subtilis

como agente de controle bioldgico de insetos, uma pesquisa conduzida por ABD EL-SALAM
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et al. (2011) demostrou eficacia de até 100% no controle de Spodoptera littoralis, sugerindo
seu potencial como agente promissor de controle bioldgico.

Por outro lado, outras espécies de Bacillus apresentaram eficacia inferior a 20% como o
caso de B. amyloliquefaciens que registrou indice de mortalidade de apenas 13%. Este resultado
foi inferior ao obtido por STEFANELLO (2021) que relatou experimentalmente a viruléncia
dessa espécie bacteriana no percevejo E. heros, conseguindo uma taxa de mortalidade de
73,3%. Essa grande diferenga encontrada nas porcentagens pode estar relacionada as diferentes
metodologias realizadas e as estirpes bacterianas utilizadas, as quais podem apresentar
variabilidade genética e, portanto, podem afetar a expressao de proteinas e, consequentemente,
a eficécia do controle.

Ainda sobre o estudo de STEFANELLO (2021), foram testados 24 isolados de Bacillus
thuringiensis contra o percevejo-marrom, gerando taxas de mortalidade muito variaveis de
23,3% a 100%. Essa varia¢do nas porcentagens obtidas entre os isolados da mesma espécie €
comumente observada, como foi relatado por (SOARES-DA-SILVA et al (2015) que avaliaram
a toxicidade de 57 isolados de B. thuringiensis sobre o diptero Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
e encontraram que apenas seis isolados apresentaram atividade inseticida contra essa praga
(83,3-100% de mortalidade).

Ainda sobre estudos de eficcia de bactérias contra percevejos, MARTINS et al. (2016)
testaram metabdlitos das bactérias Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia sp. em ninfas de
segundo instar do percevejo E. heros, obtendo niveis de mortalidade que nao ultrapassaram o
53% ap0ds 10 dias de aplicacdo. J& CARVALHO et al. (2020), avaliaram a bactéria Gram-
negativa Chromobacterium subtsugae e obtiveram indices de mortalidade entre 31 e 40% no
teste contra o percevejo-marrom, dados que corroboram com o0s encontrados no presente
trabalho (27% de morte). Resultados diferentes foram evidenciados por MARTINS et al.
(2007), que testaram metabolitos de C. subtsugae sobre o percevejo Nezara viridula, gerando
95% de mortalidade, sugerindo que a acao dessa bactéria pode ser especifica para cada espécie.

No presente estudo, os 19 isolados que apresentaram eficiéncia acima de 31% foram

selecionados para serem testados a 10% da concentragao.
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Figura 7. Mortalidade de E. heros em exposi¢cdo aos melhores isolados bacterianos a 10% de
concentragdo. Tratamentos com a mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o
teste de SCOTT & KNOTT (0,5%).

Os isolados bacterianos 292B3, 457C4, 365BNP6, 742D”°, 427B, 321B e Photorhabdus
luminescens foram os mais virulentos, com indices de mortalidade dos percevejos variando
entre 26,67 % e 36,67 % quando foram testadas as suspensdes bacterianas diluidas a 10 % da
concentracdo inicial. Acredita-se que o efeito toxico desses isolados bacterianos no percevejo-
marrom possa ser causado pela invasao das células bacterianas ou pela producéo de metabolitos
secundéarios com atividade inseticida.

Dentre os isolados testados encontra-se P. luminescens, uma bactéria Gram-negativa com
formato de bastonete que produz um pigmento fluorescente. Essa bactéria é exclusivamente
encontrada em associagcdo com os nematoides Heterorhabditis bacteriophora. (FISCHER-LE
SAUX et al, 1999; HAN E EHLERS, 2000). P. luminescens é liberada pelos NEPs dentro do
inseto e reconhece a presenca do aminoacido L-proline na hemolinfa do hospedeiro. Essa
interacdo induz a producdo de toxinas, antibioticos e outros metabolitos pela bactéria, os quais
acarretam a degradacdo do hemocele do inseto e impedem a formacao de nddulos, resultando
em sua morte (DOWDS & PETERS, 2002; KIM et al., 2005; CRAWFORD et al., 2010).
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A utilizacdo de P. luminescens como agente de controle bioldgico tem apresentado
resultados promissores no controle de diversos insetos. Em uma pesquisa recente, NANZER et
al (2021) testaram duas cepas da bactéria simbionte Photorhabdus luminescens e sete espécies
de Xenorhabdus foram testadas contra os percevejos E. heros e Dichelops melacanthus,
verificando que P. luminescens foi a segunda melhor bactéria com uma mortalidade de
aproximadamente 37 % no percevejo-marrom, resultado semelhante ao encontrado neste
estudo, no qual o isolado de P. luminescens causou uma mortalidade de 30 % em E. heros.

Porém, em um estudo conduzido por MARRERO et al. (2015), P. luminescens ocasionou
mortalidade total em percevejos da espécie Piezodorus guildinii e Nezara viridula, resultado
que difere dos obtidos em E. heros, podendo-se inferir que o percevejo-marrom €& mais
resistente a acdo de P. luminescens.

O estudo realizado por WU et al. (2022) mostrou o efeito positivo de P. luminescens em
outro inseto da ordem Hemiptera. Foram avaliados metabolitos secundarios das bactérias P.
luminescens e X. bovienii no controle dos pulgdes-pecan (Acaudaleyrodes quadrivittatus),
apresentando porcentagens de mortalidade que variaram entre 40 e 90 % em diferentes

A partir do sequenciamento do gene ribossomal 16s, verificou-se a maxima similaridade
das linhagens 292B3, 427B, 365BNP6 e 321B com as espécies de Serratia: S. marcescens, S.
nematodiphila e S. ureilytica conforme exibido na tabela 2 e figura 8. Além disso, o
sequenciamento do gene rpoD nos isolados 292B3 e 427B, permitiu sua identificacdo mais

préxima com a espécie de Serratia ureilytica (CCUG:50595), conforme a Figura 9.



35

Tabela 2. Sequéncias do EzBioCloud 16S compativeis com as cepas 427B, 292B3, 321B e 365BNP6,
baseadas na analise BLAST do rRNA 16S.

Tamanho do
Isolado Espécie fragmento Cobertura (%) Identidade (%) N® Acessos
P ag EzBioCloud 165
(pb)
Serratia nematodiphila 1415 100 99,58 JPUX01000001
427B Serratia marcescens 1413 100 99,44 JMPQO01000005
Serratia ureilytica 1406 99,50 98,94 AJB54062
Serratia marcescens 1405 100 99,50 JMPQO1000005
292B3 | Serratia nematodiphila 1405 100 99.50 JPUX01000001
Serratia ureilytica 1398 99,50 29,01 AJB54062
Serratia nematodiphila 1410 100 99,58 JPUX0O1000001
321B Serratia marcescens 1408 100 99,44 JMPQO1000005
Serratia ureilytica 1399 99,50 98,80 AJB54062
Serratia nematodiphila 1417 100 99,58 JPUX01000001
365BNP6|  Serratia marcescens 1416 100 99,44 JMPQO1000005
Serratia ureilytica 1408 99,50 98,95 AJ854062




36

93 Serratia nematodiphila strain DZ0503SBS1 (EU036987.1)
8 Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 (NR 044385.1)
59_ Serratia nematodiphila DSM 21420 (JPUX01000001)
93 | “—— Serratia surfactantfaciens YD25 (KM093865)

— Serratia marcescens ATCC 13880 (JMPQO01000005)

Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 JCM 1239(NR 113236)
$6

2
° — 74 Serratia marcescens NBRC 102204 (NR 114043)

80 Serratia marcescens strain JCM 1239 (AB594756.1)

292B3
99

] 365BNP6
98

os L[321B3
%0 97 L 4278

Serratia ureilytica NiVa 51 (NR 042356)

— Serratia ficaria NCTC 12148(LT906479)

80 L Serratia entomophila DSM 12358 (NR 025338)

— Serratia fonticola strain 1223-11 (OM714815.1)

89 L Serratia myotis strain 12 (KJ739884.1)

Xenorhabdus nematophila DSM 3370 (NR 042821)

Figura 8. Arvore filogenética dos isolados bacterianos 292B3, 427B,365BNP6 e 321B, baseada no

sequenciamento molecular do gene 16S ribossomal.
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Tabela 3. Sequéncias do Genbank compativeis com as cepas 427B e 292B3, baseadas na andlise do
gene rpoD.
Tamanho do

ot . N°® A
Isolado Espécie fragmento Cobertura (%) Identidade (%) cessos
Genbank
(pb)
Serratia ureilytica 1232 100 98,84 CP0O91121
427B Serratia marcescens 1232 100 98,84 CP0O18926
Serratia marcescens 1232 100 98,84 AP028517
Serratia ureilytica 1293 100 99,44 CP0O91121
292B3 Serratia marcescens 1293 100 99,44 CP018926
Serratia marcescens 1293 100 99,44 AP028517
100 292B3
82 427B

Serratia ureilytica CCUG:50595 (NZ JABXOF010000004)

00
' 99 Serratia ureilytica FDAARGOS 1089 (NZ CP068214)

Serratia surfactantfaciens YD25 (CP016948)
Serratia marcescens subsp. marcescens ATCC 13880 (CP041233)
74
4 o | T Serratia nematodiphila CGMCC 1.6853 (NZ FMUT01000006)

100 L— Serratia nematodiphila DSM 21420 (NZ JPUX01000001)

o8 — Serratia ficaria NCTC12148 (LT906479)

68
— Serratia entomophila A1 (CP082787)

44 t— Serratia plymuthica NCTC12961 (LS483469)
5

L— Serratia liquefaciens ATCC 27592 (CP006252)

Serratia odorifera NCTC11214 (LR134117)
[ Serratia rubidaea FDAARGOS 926 (CP065640)
100 Serratia rhizosphaerae KUDC3025 (CP041764)

Xenorhabdus nematophila ATCC 19061 (NC 014228)

Figura 9. Arvore filogenética dos isolados bacterianos 292B3, 427B, baseada no sequenciamento

molecular do gene rpoD.
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Tabela 4. Sequéncias do EzBioCloud 16S compativeis com as cepas 742D e 457C4, baseadas na analise

BLAST do rRNA 16S.
Tamanho do N° Acessos
Isolado Espécie frag(rpn‘;nto Cobertura (%) Identidade (%) EzBioCloud 165
Bacillus toyonensis 1430 100 100 BCT-7112
Bacillus mobilis 1429 100 99,93 0711P9-1
Bacillus pacificus 1429 100 99,93 EB422
2420 Bacillus paramobilis 1428 28,5 99,86 BML-BCO17
Bacillus wiedmannii 1427 100 99,79 FSL WB-0169
Bacillus hominis 1427 98,5 99,79 BML-BC059
Bacillus proteolyticus 1426 100 99,72 TD42
Bacillus albus 1426 100 99,72 N35-10-2
Bacillus paranthracis 1420 100 100 MACEO1000012
Bacillus nitratireducens 1420 100 99,93 KJ812430
Bacillus cereus 1419 100 99,86 AEQ16877
457C4 | Bacillus paramycoides 1419 100 99,79 MAOI01000012
Bacillus tropicus 1419 100 99,79 MACG01000025
Bacillus anthracis 1419 100 99,72 AE016879
Bacillus albus 1418 100 99,72 MAQOEO01000087
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63 Bacillus paranthracis Mn5 (MACE01000012)

7| L Bacillus nitratireducens 4049 (KJ812430)

48
| 457C4
31 | L—— Bacillus cereus ATCC 14579 (AE016877)
| —— Bacillus albus N35-10-2 (MAOE01000087)
i Bacillus luti TD41 (MACI01000041)
40

Iie Bacillus sanguinis BML-BC004 (MW674727)

46— Bacillus albus N35-10-2(MAOE01000087)

B — Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 (LOBC01000053)

40 L Bacillus proteolyticus TD42 (MACH01000033)

——— Bacillus mobilis 0711P9-1 (MACF01000036)

2 — Bacillus paramobilis BML-BC017 (MW674728)

48 L Bacillus hominis BML-BC059 (MW674729)

— 742D

22 - Bacillus toyonensis BCT-7112 (CP006863)

Bacillus pacificus EB422 (KJ812450)

r Bacillus psychrosaccharolyticus (AB021195.1)

100 |— Bacillus asahii (AB109209.1)

Figura 10. Arvore filogenética dos isolados bacterianos 742D’ e 457C4, baseada no sequenciamento

molecular do gene 16S ribossomal.

Por outra parte, na analise da linhagem 742D’ com o gene ribossomal 16s indicou maior
similaridade B. toyonensis, B. mobilis e B. pacificus, enquanto o isolado 457C4 com Bacillus

paranthracis, B. nitrareducens e B. cereus sensu stricto como apresentado na tabela 4. A partir
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do sequenciamento do gene gyrB, foi possivel identificar que a bactéria 742D’ apresentou maior
similaridade com o espécime B. toyonensis (BCT-7112) com identidade de 99,51% e a cepa
457C4 com sequéncias de espécimes tipo B. cereus sensu stricto (ATCC 14579) de 99,88% de

similitude como evidenciado na figura 11 e tabela 5.

Tabela 5. Sequéncias do Genbank compativeis com as cepas 742D e 457C4, baseadas na analise do
gene GyrB.

Tamanho do

Isolado Espécie fragmento Cobertura (%) Identidade (%) N® Acessos
(pb) Genbank

Bacillus toyonensis 1480 100 29,51 CP0O06863

Bacillus thuringiensis 1397 100 97,66 CP020754

. Bacillus thuringiensis 1397 100 97,66 FR850503
Bacillus mycoides 1125 100 91,64 CP118958

Bacillus mycoides 1125 100 91,64 CP009692

Bacillus cereus 981 100 88,44 CP034551

Bacillus cereus 1496 100 29,88 CP034551

Bacillus cereus 1496 100 29,88 FR850502

457C4 Bacillus anthracis 1153 100 92,26 CPQ76225
Bacillus thuringiensis 1003 100 88,93 CP021061

Bacillus mycoides 1003 100 88,93 CP093291
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9 — 742D
100 | & Bacillus toyonensis BCT-7112 (CP006863)

— Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (CP020754)
9

t0 L Bacillus thuringiensis ATCC 10792 (FR850503)

52 — Bacillus luti TD41 (NZ MACI01000065)

43 L Bacillus nitratireducens 4049 (NZ MAOC01000040)
88

B Bacillus mobilis 0711P9-1 (NZ MACF01000014)

— Bacillus mycoides DSM 2048 (CP093291)

o1 99 L Bacillus paramycoides NH24A2 (NZ MAOI01000084)

100 — Bacillus cereus ATCC 14579 (CP034551)

100

— Bacillus cereus ATCC 14579 (FR850502)

— 457C4

o Bacillus albus N35-10-2 (NZ MAOE01000098)
60

B Bacillus anthracis Vollum (CP076225)

Bacillus tropicus N24 (NZ MACG01000023)

0 Bacillus pacificus EB422 (NZ MACD01000023)
98 L Bacillus paranthracis Mn5 (NZ MACE01000017)

Bacillus cytotoxicus NVH 391-98 (CP000764)

Bacillus pseudomycoides DSM 12442 (NZ CM000745)

Bacillus atrophaeus NRRL NRS 213 (NZ LSBB01000001)

Figura 11. Arvore filogenética dos isolados bacterianos 742D’ e 457C4, baseada no sequenciamento

molecular do gene gyrB.

Posteriormente, foi realizada uma curva de dosagens dos melhores isolados como
mostrado na figura 12. Os valores de mortalidade dos percevejos adultos de E. heros variaram

entre 17 e 47 % nos caldos bacterianos testados em diferentes concentragdes.
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Serratia spp. 321B Serratia spp. 365BNP6
50% 50%
0% ./._./’o—n 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%
0% 0%
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Serratia ureilytica 292B3 Bacillus cereus sensu stricto 457C4
50% 0%
0% 25%
20%
30%
15%
20%
10%
10% 5o
% 0%
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Serratia ureilytica 4278 Bacillus toyonensis 742D'
50% 50%
. /._. 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%
0% 0%
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Photorhabdus luminiscens
35%

30%
o /
20%

15%

10%

5%

o
0 20 40 60 80 100

Figura 12. Curva de dosagens de 10, 20, 40, 80 e 100% de concentracdo dos isolados bacterianos 321B,
365BNP6, 292B3, 457C4, 427B, 742D’ e P. luminescens.

Em geral, nas taxas de mortalidade ndo houve variacédo significativa entre as diferentes
concentragdes testadas, indicando que a eficicia na mortalidade dos adultos de E. heros ndo
estd necessariamente ligada a concentracéo das bactérias, mas sim ao seu mecanismo de acao,

bem como a sua capacidade de colonizacdo e interagdo com o0s insetos praga.
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Alguns estudos relatam a importancia do mecanismo de acao das bactérias no controle de
pragas. Dentre esses, LOPEZ-PEREZ et al. (2017) fez uma pesquisa de avaliacdo da eficacia
de B. thuringiensis no controle da Traca-do-tomateiro (Tuta absoluta), verificando que a
efetividade do controle ndo estava relacionada com a concentracao da bactéria, mas sim com a
sua capacidade de colonizar e de produzir toxinas e metabolitos que causaram a morte dos
insetos. Além disso, em outra pesquisa com a bactéria Pseudomonas chloraphis para o controle
da cigarrinha-marrom (Nilaparvata lugens), verificaram que a eficiéncia de controle estava
associada a producdo de metabolitos secundarios que inibiram o crescimento e
desenvolvimento do hemiptera (RAJESHWARI et al., 2017). Adicionalmente, RUIU (2015)
sugere que as enzimas e os metabolitos secundarios produzidos pelas bactérias sdao mais
importantes no controle e regulagcdo do crescimento populacional das pragas.

No presente estudo, as bactérias Serratia ureilytica 292B3, Serratia ureilytica 427B e
Bacillus toyonensis 742D’ apresentaram os melhores resultados na curva de dosagens, com
porcentagens crescentes de mortalidade, de 27 a 30 % testados a 10 % de concentracdo, até 43-
47 % a 100 % de concentracdo bacteriana.

Serratia sp. € uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae, presente em
diversos ambientes (GRIMONT & GRIMONT, 2006). Ela apresenta atividade antifingica,
antibacteriana e algumas espécies tém sido utilizadas como agentes de controle bioldgico
(LYSYK et al., 2002). Esta naturalmente no solo e pode ser isolada de insetos mortos, produz
uma variedade de enzimas e metabdlitos que afetam a sobrevivéncia e a reproducdo de insetos,
incluindo hemipteras. Entre as espécies de Serratia, S. ureilytica é considera espécie de baixo
risco e tem a capacidade de degradar ureia como Unica fonte de nitrogénio, composto que possui
atividade antioxidante, sendo uma ferramenta para explorar no controle de diversas pragas
(BHADRA et al., 2005; ARIFIYANTO et al., 2021).

Atualmente, estudos de S. ureilytica na area de controle biologico séo realmente escassos.

Em um estudo conduzido por ABREO et al. (2021), trés cepas de Serratia sp. foram
avaliadas no controle de Pythium cryptoirregulare, causadora do tombamento do tomateiro. A
cepa identificada como S. ureilytica apresentou o maior indice de reducéo da doenca em testes
in vitro e em plantas em até 68%, indicando grande potencial também para o controle de
doencas agricolas. Em outro estudo, CAO et al. (2023), reportaram que S. ureilytica apresenta
potencial como agente antagonista e de controle contra a bactéria fitopatdgena Ralstonia.
solanacearum. De maneira semelhante, em outra pesquisa testaram S. ureilytica contra o

nematoide Nacobbus aberrans em plantas de pimentdo (Capsicum annuum L.) e verificaram
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que a bactéria conseguiu reduzir a penetracdo do nematoide na planta em até 45%, sete dias
apos inoculacdo (WONG-VILLAREAL et al., 2021).

Por outro lado, o grupo Bacillus cereus estd composto por oito espécies, denominadas B.
anthracis, B. cereus stricto sensu, B. cytotoxicus, B. mycoides, B. pseudomycoides, B.
thuringiensis, B. weihenstephanensis e B. toyonensis, esta Ultima recentemente incluida
(JIMENEZ et al., 2013).

B. toyonensis € uma bactéria Gram-positiva, aerobica e formadora de enddsporos, com
formato de bastonete que possui compostos antimicrobianos (OKAIYETO et al., 2015). Esses
compostos a tornam eficaz no controle de microrganismos fitopatogénicos; além disso, tem
atividade promotora de crescimento vegetal e segura para humanos, animais e 0 meio ambiente,
tornando-se uma alternativa promissora no controle bioldgico de pragas (PEREZ et al, 2019).
No entanto, ha poucas pesquisas sobre seu potencial de controle biolégico em outras pragas
além de microrganismos.

RYUN et al (2018) testaram B. toyonensis no controle da bactéria fitopatogénica
Pectobacterium carotovorum, verificando uma reducdo 68,9% e 73% na doenca de podridédo
mole em plantios de repolho (Brassica oleracea). PANE & ZACCARDELLI (2015) avaliaram
a eficiéncia de 93 isolados de Bacillus sp. formadores de esporos, no controle da doenca pinta-
preta do tomateiro causada por o fungo Alternaria alternata, onde B. toyonensis foi um dos
quatro melhores isolados com potencial de controle do fungo (porcentagens de entre 15-60%
de inibigdo).

Além disso, em um estudo recente realizado por SAUKA et al. (2022), foi avaliada a
atividade inseticida dos esporos de Bacillus toyonensis biovar thuringiensis em diversas
espécies de insetos, incluindo Alphitobius diaperinus, Aedes aegypti, Anthonomus grandis e
Cydia pomonella L. Os resultados mostraram uma taxa de mortalidade de 77,8% e 54,2% nos
insetos A. grandis e C. pomonella, respectivamente. No entanto, Sdo necessarios mais estudos
que verifiquem o potencial de controle desta bactéria em outras pragas, ja que ha poucos
trabalhos disponiveis sobre o tema.

Em relacdo aos resultados deste projeto, é possivel inferir que as bactérias Serratia
ureilytica e Bacillus toyonensis podem ser uteis como agentes para o controle do percevejo E.
heros. Porém, h& poucos estudos disponiveis sobre a acdo dessas bactérias como agentes de
controle bioldgico, sendo que a maioria deles esta relacionada apenas ao controle microbiano.
Portanto, € necessario realizar mais pesquisas para a descoberta de novos produtos

microbiologicos promissores no manejo sustentavel do percevejo-marrom e entender melhor
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0s mecanismos de acdo das bactérias no controle dessa praga (SCHUNEMANN et al., 2014).
Com isso, é possivel desenvolver estratégias de controle mais eficientes e sustentaveis,

reduzindo o uso de produtos quimicos e preservando o ambiente.
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6 CONCLUSOES

o Sete isolados foram promissores para exploracdo como antagonistas de insetos
hemipteros;

o Os isolados S. ureilytica 427B, S. ureilytica 292B3 e B. toyonensis 742D’ foram 0s mais
virulentos contra E. heros;

o S&0 necessarios novos estudos para verificar o modo de agdo das bactérias contra E. heros
e a realizacdo de testes em campo para avaliar a eficiéncia desses agentes em condicoes
reais de cultivo da Soja;

o Bactérias sdo potenciais agentes de controle bioldgico em programas de manejo de pragas
agricolas, visto sua facil multiplicacédo, aplicacéo e eficiéncia, visando a reducéo do uso

de inseticidas e a preservacdo do meio ambiente.
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