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RESUMO - A incidéncia de pragas € um dos principais entraves da agricultura atual, ocasionando
reducbes do volume de producdo, prejuizos a qualidade dos produtos e até a morte de plantas e
dizimacao de cultivos inteiros, além de grandes perdas econdmicas. Dentre estas pragas, destaca-
se 0 acaro-rajado (Tetranychus urticae), que atacam vasta gama de plantas cultivadas, possuem
ciclos de vida curtos e taxas reprodutivas elevadas, ocorrendo em diversas regifes do planeta. Sua
principal técnica de controle consiste na aplicagdo de pesticidas quimicos que promovem
desbalancos ambientais e se tornam ineficazes devido ao desenvolvimento de populagbes
resistentes. Buscando-se uma agricultura mais sustentavel e eficaz, métodos alternativos vém sendo
estudados para controle dessas pragas, com destaque para o controle biolégico. Bactérias das
espécies Xenorhabdus e Photorhabdus, simbiontes de nematoides entomopatogénicos
caracterizam-se pela producdo de compostos antimicrobianos e inseticidas que podem atuar como
potencial fonte de novos agentes de controle bioldgico de pragas e doencas de plantas. Sendo assim,
este projeto teve como objetivo avaliar a agdo patogénica da bactéria Xenorhabdus szentirmaii sobre
fémeas adultas do acaro-rajado, comparando diferentes tempos de crescimento do caldo bacteriano
(3, 6 e 9 dias). Os resultados demostram que a bactéria X. szentirmaii PAM 25, crescida durante 6
dias causou a maior taxa de mortalidade dos acaros (56,7%), seguido por 3 dias e 9 dias de
crescimento (41,7% e 36,7%, respetivamente). Estes resultados evidenciam a acdo da cultura da
bactéria na patogenicidade do acaro rajado, e destacam que o tempo de crescimento influencia na

porcentagem da mortalidade, possivelmente devido ao estagio de desenvolvimento da bactéria.
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EVALUATION OF THE ENTOMOPATOGENIC BACTERIA Xenorhabdus szentirmaii
FOR THE CONTROL OF Tetranychus urticae (ACARI: TETRANYCHIDAE)

ABSTRACT - The incidence of pests is one of the main challenges of current agriculture, causing
reductions in production volumes, damages to product quality and even the death of plants and
decimation of entire crops, in addition to great economical losses. Among these pests, the two-spotted
spider mite (Tetranychus urticae) stands out, attacking a wide range of cultivated plants, having a
short life cycle and high reproductive rates and occurring in different regions of the planet. Its main
control technique consists of the application of chemical pesticides that promote environmental
imbalances and become ineffective due to the development of resistant populations. Seeking a more
sustainable and effective agriculture, alternative methods have been studied to control this pest, with
emphasis on biological control. Bacteria of the species Xenorhabdus and Photorhabdus, symbionts
of entomopathogenic nematodes, are characterized by the production of antimicrobial compounds
and insecticides that can act as a potential source of new biological control agents for plant pests and
diseases. Therefore, this project aimed to evaluate the pathogenic action of the bacterium
Xenorhabdus szentirmaii on adult females of the two-spotted spider mite, comparing different growth
times of bacterial cultures (3, 6 and 9 days). The results show that the bacterium X. szentirmaii PAM
25, grown for 6 days, caused the highest mite mortality rate (56.7%), followed by 3 days and 9 days
of growth (41.7% and 36.7%, respectively). These results show the action of the bacterial culture on
the pathogenicity of the two-spotted spider mite, and highlight that the growth time influences the
percentage of mortality, possibly due to the stage of development of the bacteria.

Keywords: Biological control, two-spotted spider mite, symbiotic bacteria, entomopathogenic

nematodes, pathogenicity.

1. INTRODUCAO

O &caro-rajado Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae) € uma das pragas agricolas
e ornamentais de maior importancia no cenario produtivo atual (ATTIA et al. 2013; AL-AZZAZY;
ALSOHIM; YODER, 2020). Por se tratar de uma espécie fitofaga e polifaga, é capaz de ocasionar
danos fisicos e econémicos a mais de 1.100 espécies de plantas e cerca de 150 safras (VAN

LEEUWEN et al. 2010). Sua distribuicdo geogréafica compreende diversas areas do globo, ocupando
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majoritariamente zonas de clima temperado e subtropical (INCEDAYI et al. 2021), sendo que mais
de 100 paises apresentam historico de infestacdes de T. urticae (CABI, 2021).

Os danos ocasionados as plantas pelo acaro-rajado ocorrem durante sua alimentagéo, que
consiste em romper células epidérmicas e sugar o contelddo de seu mesofilo. As lesdes assim
causadas alteram os processos fisiolégicos da planta e reduzem suas areas de atividade
fotossintética (FLECHTMANN, 1985; EROGLU et al. 2019; INCEDAY!I et al. 2021). Estas lesbes
ocasionam o0 aparecimento de manchas cloréticas, o que conforme o aumento populacional de T.
urticae, pode ocasionar o amarelamento e queda precoce das folhas, o cessar de seu crescimento
e eventual morte da planta (BERNARDI et al. 2010).

Atualmente a principal técnica de controle utilizada para o manejo de populac¢des do &caro-
rajado € a aplicagéo de acaricidas sintéticos (CAGATAY et al. 2018; SATO et al. 2007; WATANABE
et al. 1994). Contudo, devido a alta taxa de reproducgéo desta espécie e seu ciclo de vida curto, essa
pratica estimula o desenvolvimento de populacdes resistentes a estes quimicos (WYMAN; OATMAN,;
VOTH, 1979).

Desde seu primeiro relato como praga, T. urticae tem tracado um histérico de
desenvolvimento de resisténcia a pesticidas (GOODWIN et al., 1995), o que acarreta em aplicacbes
elevadas e frequentes, que levam a riscos crescentes a saude de produtores e consumidores, além
de gerar impactos ambientais (EDGE; JAMES, 1982; SATO et al., 1994; ATTIA et al., 2013). Além
disso, 0 uso excessivo de produtos quimicos pode promover desequilibrios ambientais que
favorecem o crescimento populacional de T. urticae, como a eliminacéo de predadores naturais mais
sensiveis a produtos quimicos (PONTES, 2006; KUMARI et al., 2017).

No Brasil, mais de dez Ingredientes Ativos registrados sao utilizados para o controle de T.
urticae, com classificagdes toxicologicas variadas (AGROFIT, 2019) e uma série de trabalhos
cientificos destacando populagfes resistentes aos principais produtos utilizados no mercado
(KUMARI et al.,, 2017). Devido ao alto impacto ocasionado por infestacbes desta praga, e dos
problemas compreendidos nas suas técnicas atuais de controle, novas tecnologias e estratégias de
manejo ganham destaque e importancia, como 0 uso de inseticidas de origem vegetal e agentes de
controle biolégico (NICETIC et al. 2001; PONTES, 2006; POTENZA et al. 2006). Dentre os
promotores de controle biol6gico, multiplos tipos de organismos sdo promissores, a exemplos dos

acaros-predadores, fungos entomopatogénicos e bactérias.

As bactérias sdo organismos altamente variados utilizados em diferentes frentes de manejo
de pragas(PALMA et al., 2014; SANTOS-MATOS et al., 2017; FIRA et al., 2018). Elas sédo capazes

de habitar diversos ambientes aquaticos e terrestres, rizosferas de plantas e até mesmo colonizar
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plantas internamente. Certos géneros tém uma parte consideravel de seu genoma dedicada a
producdo de metabdlitos secundarios, o que as torna capazes de sintetizar multiplas substancias
antagdnicas com estruturas quimicas distintas (PALMA et al., 2014; EHLING-SCHULZ; LERECLUS;
KOEHLER, 2019).

As bactérias Photorhabdus e Xenorhabdus (simbiontes dos nematoides entomopatogénicos
Heterorhabditis e Steinernema, respetivamente), sdo conhecidas por serem altamente patogénicas
a insetos (SHAPIRO-ILAN; DOLINSKI, 2015) produzindo grande quantidade de metabdlitos
secundarios que desempenham varios papéis no processo de infec¢cdo, bem como na protecdo de
cadaveres de insetos infectados contra varios microrganismos oportunistas (FOLTAN; PUZA, 2009).
Devido a toxicidade oral dos metabdlitos dessas bactérias para inseto, essas substancias tém
recebido ateng&o devido ao seu potencial para controlar diversas pragas(BOWEN et al., 1998;
FFRENCH-CONSTANT; BOWEN, 2000; ABDEL-RAZEK, 2003), incluindo o acaro-rajado (EROGLU
et al., 2019; CEVIZCI et al., 2020).

A descoberta, caracterizacdo molecular e producdo de isolados bacterianos oriundos de
diferentes fontes tem apresentado crescimento consideravel nas Ultimas décadas. Contudo, ainda
existe muito a ser explorado quanto a triagem de novos isolados, para que cres¢ca 0 numero de
organismos capazes de promover um controle eficiente do acaro-rajado, buscando compatibilidade
com outros produtos e variedade de espécies e compostos, e que a0 mesmo tempo sejam seguros
para o meio ambiente, aos seres-humanos e viaveis em uma cadeia de producdo de produtos
bioldgicos acessiveis (LACEY et al. 2015).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Controle Bioldgico de Pragas, localizado no
Centro Avancado em Protecdo de Plantas e Sanidade Animal do Instituto Biolégico, em Campinas,

Séo Paulo.
2.2 Criagédo de Canavalia ensiformis

As fémeas adultas de T. urticae utilizadas nos experimentos foram obtidas a partir de uma
criagcdo em plantas de Canavalia ensiformis, Fabaceae, no Laboratério de Acarologia (LA/IB) do
CAPSA em Campinas-SP.

Sementes de Canavalia ensiformis foram embebidas em agua por doze horas, secas e
transferidas para vasos plasticos de 500 ml contendo o substrato VIVATTO PRO 20 — TECHNES™,

4
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tipo F, seguido de sua incubacdo em auséncia de luz até a geminacdo e emergéncia das plantas. Os
vasos foram entdo transferidos para uma camara climatizada e mantidos sob umidade relativa do ar

constante de 70+10%, temperatura de 25+1°C e fotoperiodo de 14 horas por 30 dias.

Uma populacao de &caros fornecida pelo Laboratorio de Acarologia foi entdo reproduzida em
plantas adultas de C. ensiformis. As plantas infestadas foram mantidas sob temperatura constante
de 25+1°C, umidade relativa do ar de 70+10% e fotoperiodo de 14 horas, conforme descrito por
(SATO, et al. 2007).

2.3 Isolamento da bactéria simbionte do nematoide entomopatogénico

A bactéria foi isolada de acordo com a metodologia de Akhurst (1980), a partir da hemolinfa
de lagartas de Galleria mellonella infectadas, com 1 mL da suspensdo do nematoide Steinernema
rarum. Logo apés a morte, os insetos foram desinfestados superficialmente com alcool 90% e
flambados. Com auxilio de um alfinete entomoldgico foi feito um ferimento na parte frontal da lagarta
e a hemolinfa extravasada foi semeada em placas de Petri contendo o meio de cultura NBTA (Agar
Nutritivo; 25 mg Azul de Bromotimol; 40 mg Cloreto de Trifenil-Tetrazolio; 1000 ml-1 4gua destilada).
As placas foram mantidas no escuro a 28 °C, durante 72 h.

Para a producao dos in6culos uma coldnia da bactéria X. szentirmaii PAM25 foi cultivada em
3 frascos Schott de 100 ml contendo 60 ml de meio liquido Nutrient Broth (NB) (Extrato de carne — 1
g/L, extrato de levedura — 2 g/L, peptona — 5 g/L, cloreto de sédio — 5 g/L) e mantidos em agitacéo
de 150 rpm sob temperatura constante de 25 °C. o tempo de crescimento variou dependendo de
cada tratamento 3, 6 e 9 dias.

2.4 Preparagéo das arenas

Para a aplicacdo das bactérias, cada arena foi constituida por uma placa de Petri com 15 cm
de didmetro, contendo uma camada de algodao hidrofilico embebida em agua e sobre ela uma folha
de feijdo de porco com a faga abaxial voltada para cima. O peciolo e a extremidades da folha foram

cobertos por algoddo umedecido para manté-la turgida e prevenir o escape dos 4caros.

Com o auxilio de um pincel (n° 0) de cerdas macias, 20 fémeas adultas foram transferidas
para as arenas, e ap0s duas horas fémeas mortas ou injuriadas pela transferéncia foram retiradas

até que se obteve a quantia especificada em cada experimento.
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2.5 Aplicacéo das bactérias

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo patogénica da bactéria X. szentirmaii PAM25 em 3
trés tempos de crescimento (3, 6 e 9 dias), sobre o 4caro-rajado. O estudo foi composto por quatro
tratamentos, cada um representado por um tempo de crescimento, além de um tratamento controle
contendo agua destilada esterilizada. Para tratamento foram estabelecidas trés repeticées, cada uma

representada por uma arena contendo 20 fémeas adultas.

Os caldos bacterianos foram aplicados sobre as arenas por meio de uma Torre de Potter (7
Ib/psi), que pulverizou 2 ml das suspengdes bacteriana. Em seguida as arenas foram armazenadas

em uma sala fechada, sob temperatura de 25°C e Umidade relativa de 60%.

As avaliacdes foram realizadas 24, 48 e 72 horas apds a pulverizacdo, e consistiram em
contabilizar e retirar fémeas mortas, identificadas visualmente por coloragdo amarelada atipica,
corpos flacidos e auséncia de movimento quando estimuladas por um pincel n° 0 de cerdas macias.
Individuos mortos por contato com o algoddo umedecido foram contabilizados como vivos nos

célculos de mortalidade.
2.6 Andlise estatistica

O experimento foi realizado com delineamento inteiramente casualizado e apresentado em

porcentagem de mortalidade (%).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A bactéria ocasionou mortalidade de fémeas do acaro em todos os tratamentos testados
(Figura 1.), causando 41,7% aos 3 dias de crescimento do caldo bacteriano, 56,7% com 6 dias de

crescimento, e 36,7% com 9 dias.
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3 6 9 Controle
dias de crescimento bacteriano

Figura 1. Mortalidade do &caro-rajado inoculado com Xenorhabdus szentirmaii PAM25 em diferentes

tempos de crescimento no meio NB.
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Os resultados obtidos se diferenciam dos encontrados por Eroglu et al. (2019), onde
avaliaram a eficacia dos metabolitos secundarios (2,5ml) produzidos por X. szentirmaii (com 6 dias
de crescimento) sobre fémeas adultas de T. urticae e obtiveram uma taxa de mortalidade equivalente
a 79%, cinco dias apoOs aplicacdo da bactéria. Esta diferenca pode estar relacionada a fatores
evolutivos de adaptacdo ao local de obtencéo das bactérias e da populacdo de T. urticae utilizada

no estudo (origem geografica diferente).

Estudos futuros podem ser desenvolvidos para a averiguar a diferenca de susceptibilidade de
populacdes distintas de T. urticae, assim como a influéncia de um volume superior de caldo

bacteriano sobre o acaro.

As maiores taxas de mortalidade observadas no tratamento contendo o caldo bacteriano
obtido ap6s 6 dias de cultivo podem estar relacionadas ao maior acimulo de metabdlitos secundarios
(antibidticos e exoenzimas), até o momento de avaliagdo, seguido de sua provavel degradacgdo
quando submetidos a maior tempo de crescimento (CHACON-OROZCO et al., 2020). Segundo Forst
e Nealson (1996), na curva de crescimento das bactérias simbiontes dos NEPs ocorre um aumento
na producdo das exoenzimas (lipases, quitinases, proteases e fosfolipases) apds o final da fase
logaritmica até o final da fase estacionaria. indicando que tempo de crescimento elevado pode nédo

resultar em maior mortalidade.

Contudo, mortalidades proximas a 40% contribuir para um controle efetivo, considerando sua
capacidade de reduzir niveis populacionais do acaro, assim como sua alta taxa de reproducéo
(TEHRI, 2014). Somado a isso, Gatarayiha; Laing e Miller (2010 ) demonstram que adjuvantes como
a emulsao de 6leos acarretam em um acréscimo de mortalidade, sendo uma alternativa que pode
ser unida ao controle biol6gico por microrganismos para ocasionar maior eficacia, e que pode ser

explorada em estudos futuros.
4, CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem identificar o potencial da bactéria simbionte de NEP como
agente de controle de 4caros, e como o tempo de crescimento da bactéria afeta na mortalidade da

praga..
5. AGRADECIMENTOS
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