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RESUMO

Prospeccao de isolados de Chromobacterium spp. para controle de Dalbulus
maidis (Hemiptera: Cicadellidae)

O mercado de bioprodutos para o controle de pragas agricolas tem crescido
significativamente no Brasil, impulsionado pela vasta biodiversidade do pais e pelo
potencial de exploracdo de micro-organismos para fins de controle biolégico. Este
trabalho investiga a eficacia de isolados de Chromobacterium spp. no controle da
cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis), uma praga de grande impacto na cultura do
milho. A pesquisa foi realizada no Laboratério de Patologia e Controle Microbiano da
ESALQ/USP e se concentrou em cinco isolados: Chromobacterium amazonense
6197, Chromobacterium sphagni 6198, Chromobacterium subtsugae 6199,
Chromobacterium paludis 6200e Chromobacterium alticaptis 6201. Inicialmente, os
isolados foram ativados e cultivados em meio TSA e fermentados em meio ESALQ
adaptado. Em um primeiro conjunto experimental foi avaliado o potencial dos cinco
isolados de Chromobacterium no controle da cigarrinha-do-milho. Em um segundo
conjunto de experimentos foi selecionado um isolado (6200) e feito um estudo de
dose resposta com metabdlitos e células. Trés estratégias de processamento do
caldo fermentado foram utilizadas como tratamento para o0s bioensaios: caldo
contendo células vivas e metabdlitos (B+M), suspensao apenas de bactérias (B) e o
caldo fermentado filtrado sem células contendo metabdlitos (M). Em sequida, foram
realizados bioensaios com cigarrinhas-do-milho em plantas de milho, avaliando a
mortalidade dos insetos a cada dois dias ao longo de 9 dias. O isolado C. paludis
6200apresentou os melhores resultados, alcancando mortalidades médias de 78,7%
no tratamento com células e metabdlitos e 72,9% para tratamentos com apenas
metabdlitos. Os resultados mostraram que os metabdlitos de Chromobacterium spp.
possuem um potencial inseticida, com uma rapida taxa de mortalidade observada
nos primeiros seis dias apd6s a aplicacdo. Além disso, o tratamento a base de
metabdlitos de C. paludis em concentracdo de 1% foi eficaz no controle do inseto
resultando em mortalidade média de 67%. Esta pesquisa foi a primeira a demonstrar
o potencial de células e/ou caldo fermentado filtrado de diferentes espécies de
Chromobacterium em controlar a cigarrinha-do-milho além de destacar a
necessidade de mais estudos para elucidar o mecanismo de acéo pelo qual esse
grupo de bactéria atua na mortalidade dos insetos.

Palavras-chave: Controle microbiologico, metabdlitos, bioinsumos, bactérias



ABSTRACT

Prospection of Chromobacterium spp. Isolates for Control of Dalbulus maidis
(Hemiptera: Cicadellidae)

The market for bioproducts for agricultural pest control has grown
significantly in Brazil, driven by the country's vast biodiversity and the potential for
exploiting microorganisms for biological control purposes. This work investigates the
efficacy of Chromobacterium spp. isolates in controlling the corn leafhopper
(Dalbulus maidis), a pest with a major impact on corn crops. The research was
conducted at the Laboratory of Pathology and Microbial Control at ESALQ/USP and
focused on five isolates: Chromobacterium amazonense 6197, Chromobacterium
sphagni 6198, Chromobacterium subtsugae 6199, Chromobacterium paludis 6200,
and Chromobacterium alticaptis 6201. Initially, the isolates were activated and
cultured in TSA medium and fermented in an adapted ESALQ. In a first set of
experiments, the potential of the five Chromobacterium isolates to control the corn
leafhopper was evaluated. In a second set of experiments, one isolate (6200) was
selected, and a dose-response study with metabolites and cells was conducted.
Three fermentation broth processing strategies were used as treatment for the
bioassays: broth containing live cells and metabolites (B+M), bacteria suspension
only (B), and filtered fermented broth without cells containing metabolites (M).
Subsequently, bioassays were conducted with corn leafhoppers on corn plants,
evaluating insect mortality every two days over a period of 9 days. The C. paludis
6200isolate showed the best results, achieving average mortalities of 78.7% in the
treatment with cells and metabolites and 72.9% for treatments with metabolites only.
The results demonstrated that the metabolites of Chromobacterium spp. possess
insecticidal potential, with a rapid mortality rate observed in the first six days after
application. Additionally, the metabolite-based treatment of C. paludis at a
concentration of 1% was effective in controlling the insect, resulting in an average
mortality of 67%. This research was the first to demonstrate the potential of cells
and/or filtered fermentation broth from different Chromobacterium species in
controlling the corn leafhopper, besides highlighting the need for further studies to
elucidate the mechanism of action by which this group of bacteria causes insect
mortality.

Keywords: Microbial control, metabolites, bioproducts, innovation



1 INTRODUCAO

No Brasil, o mercado de bioprodutos para o controle de pragas agricolas vem
crescendo de forma expressiva nos ultimos anos (VERO et al., 2023). Além disso, o0
Brasil € considerado o maior celeiro de biodiversidade; logo, o potencial para a
exploracdo racional de micro-organismos para fins de controle biol6gico é
inestimavel, abrindo grandes oportunidades de pesquisa em bioprospeccdo e
biotecnologia, exercendo um papel economicamente importante na vida do homem
(FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020).

Micro-organismo, como fungos e bactérias atualmente comp&em a maioria dos
bioinseticidas, bionematicidas e bioinoculantes disponiveis no mercado. Contudo,
sdo poucas as opcdes de produtos a base de bactérias ndo esporulantes para o
controle de pragas (FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020).

Em 2007, Martin e colaboradores isolaram uma bactéria pigmentada de roxo de
um solo florestal em Maryland -USA. Na triagem inicial, descobriram que esta
bactéria apresentava toxicidade para o besouro da batata do Colorado e outros
insetos. A bactéria foi identificada como uma nova espécie, a Chromobacterium
subtsugae (MARTIN et al., 2007a).

Estudos laboratoriais demonstram que a bactéria C. subtsugae provocou um
percentual de mortalidade de 80 a 100% em insetos adultos de Diabrotica
undecimpunctata e Diabrotica virgifera, e em larvas de Leptinotarsa decemlineata,
pragas de culturas de pepino, soja, amendoim e batata. Além disso, o inseto Nezara
viridula praga da cultura de algoddo mostrou-se susceptivel a bactéria que
ocasionou 100% de letalidade (KOIVUNEN et al., 2009). Chromobacterium & um
género de beta-proteobactéria, gram-negativa facultativamente aerdbica, moével, com
flagelos polares. As colbnias sao formadas de 2 a 3 dias em agar TSA a 28 °C sendo
inicialmente de cor creme, gradualmente transformando-se em violeta escuro apés
24 horas de crescimento. As col6nias crescem bem em meios a base de peptona,
pH 6,5-8,0 e com 0-1,5% de NaCl (MARTIN et al., 2007a).

Embora taxa de mortalidade de insetos seja alta, o mecanismo de
infeccdo de linhagens de Chromobacterium nédo é totalmente esclarecido, podendo
apresentar varios efeitos em insetos como toxicidade oral, repeléncia, reducdo da
fecundidade em fémeas e oviposicdo (WEE, 2020) e, inibicdo da alimentacéo
(GOLEC et al., 2020).



A cigarrinha-do-milho (Dalbulus maidis) € um inseto vetor de molicutes
causadores das doencgas enfezamento pélido e vermelho, sendo hoje a principal
praga da cultura do milho. Atualmente varios inseticidas quimicos ndo estdo
performando satisfatoriamente para o0 controle dessas pragas e métodos
alternativos, assim como o desenvolvimento de um novo manejo, S0 necessarios.

Estudos realizados no laboratério de Patologia e Controle Microbiano do
Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP com bactérias do género
Chromobacterium demonstraram grande potencial para controle de insetos
sugadores. Esses estudos serviram como premissas para este projeto de pesquisa.

A atividade inseticida vem sendo considerada de amplo espectro, devido aos
possiveis multiplos modos de acdo que envolverem todos os metabdlitos
sintetizados pela bactéria. Apesar de avancos na sua utilizacdo, sdo escassas as

informacdes acerca de sua patogenicidade e mecanismo de acao.

1.1 Objetivos gerais
Investigar a eficacia e os mecanismos de acdo de isolados de Chromobacterium

Spp e seus metabalitos no controle de adultos de cigarrinha-do-milho, visando a

potencial aplicacdo no manejo biolégico dessa praga.

1.2 Objetivos especificos
e Estudar a viruléncia de cinco isolados de Chromobacterium contra adultos de
cigarrinha-do-milho, analisando a mortalidade da praga ao longo do tempo.
e Construir uma curva de doses para elucidar as melhores concentracdes de
bactérias e metabdlito para o controle mais rapido de 50% da populacdo de D.
Maidis



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico mundial de Chromobacterium

No ano de 1880, Bergonzini, no curso de suas investigacbes sobre o
mecanismo de retardo da putrefacdo, preparou diversas solugdes de albumina de ovo
(PITLOVANCIV, 2005). Em um lapso, uma das solugbes destinadas ao controle foi
inadvertidamente deixada no laboratério, resultando, posteriormente, mediante a
evaporacao e reducdo do volume, em uma solucéo caracterizada por um filme violeta
de densidade consideravel. Inicialmente cogitou-se tratar-se de Cromococcus
violaceus, a Unica bactéria conhecida por apresentar coloracao violeta. Entretanto,
Bergonzini identificou que se tratava de uma espécie bacteriana distinta. Ap6s conduzir
experimentos adicionais, o pesquisador italiano denominou-a como Cromobacterium
violaceum, e formalizou sua descoberta em um artigo intitulado "Sobre uma nova
bactéria colorida” (BERGONZINI, 1882; ANTUNES, 2006).

Ainda no século XIX (em 1882), foi publicado um importante artigo abordando a
presenca de uma cor violeta em substrato a base de arroz, o qual descreve as
caracteristicas a um “pequeno organismo” (BOISBAUDRAN,1882). Posteriormente, De
Moss aprofundou seus estudos sobre 0 "pequeno organismo” e seu pigmento relatado
por Boisbaudran, atribuindo tais elementos a C violaceum e violaceina,
respectivamente (DEMOSS, 1967).

Nos anos 2000, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) selecionou a
bactéria Chromobacterium violaceum, para ter o seu genoma completamente
sequenciado, sendo devido ao seu potencial relacionado a biotecnologia, sendo
finalizado o seu sequenciamento em 2002 (MARQUES, 2002).

No contexto brasileiro, a notificagdo de Chromobacterium violaceum ocorreu
aproximadamente cem anos apds sua inicial descricdo. Em abril de 1976, foi realizada
uma analise bacteriolégica em amostras de agua nas proximidades da estacdo de
tratamento de 4gua em Manaus, localizada no estado do Amazonas. O propésito desse
exame era avaliar a composicdo microbiana da amostra (CALDAS, 1977; CALDAS et
al., 1978).

Como resultado, foi constatado o desenvolvimento de colbnias bacterianas
brancas e roxas. Desse modo, Wilson Chagas de Araujo, estudou essas coldnias
bacterianas de coloracdo arroxeada, sendo pioneiro no isolamento da
Chromobacterium violaceum no pais (CALDAS, 1977; CALDAS et al., 1978). Wilson
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foi também o pioneiro na sugestdo de que a violaceina poderia funcionar como uma
defesa do micro-organismo contra os efeitos nocivos da radiacdo solar e raios UV
(DURAN; FALJONI, 1980).

A partir disso, houveram diversos avangos em estudos relacionados a
Chromobacterium spp e suas peculiaridades, sendo estudado, inclusive, no setor
agricola. Desse modo, novas cepas de Chromobaterium foram selecionadas e estudas.
O presente trabalho estudou a relagédo dos isolados C. amazonense, C. sphagni, C.

subtsugae, C. paludis e C. alticapitis.

2.2 Importancia da origem e condicao geografica dos isolados

A compreensdo da origem, local de isolamento e linhagem filogenética da
Chromobacterium spp tem significativa importancia nos estudos laboratoriais voltados
para o controle de pragas agricolas, apresentando implicacbes fundamentais para a
pesquisa entomoldgica e o aprimoramento de estratégias de manejo. A identificacdo da
origem do micro-organismo € essencial, uma vez que a distribuicdo geografica e as
condi¢cbes ambientais especificas podem influenciar suas propriedades fisiolégicas e
comportamentais, afetando, por conseguinte, sua aplicabilidade no controle biologico
de pragas agricolas. Considerando que a interacdo entre a Chromobacterium e pragas
agricolas pode ser sensivel a fatores ambientais especificos, temos que a identificacao
do local de origem da bactéria € essencial para compreender a relacdo hospedeiro-
patdogeno em condi¢des naturais.

Além disso, compreender a linhagem filogenética da Chromobacterium é uma
base para estabelecer conexdes evolutivas e taxonémicas, oferecendo informacdes
sobre suas caracteristicas genéticas e potencialidades biolégicas. Logo, a andlise da
filogenia da bactéria contribui para situar suas propriedades especificas,
proporcionando uma base para investigacdes mais detalhadas sobre sua ecologia,

interacdes com hospedeiros e possiveis aplicagcdes no controle de pragas agricolas.

2.2.1 Chromobacterium subtsugae
Essa cepa de Chromobacterium apresenta pesquisas mais aprofundadas em

relacdo as demais na literatura. Recentemente, as “bactérias pigmentadas de roxo”
pertencentes ao género Chromobacterium tém sido objeto de estudo em todo o mundo,
principalmente no setor agricola. Ao longo dos anos, essa bactéria foi aceita como uma

Unica exclusiva espécie de C. violaceum (ANTUNES, 2006).
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Ap6s anos de estudos, descobriu-se que essa espécie ndo apresentava
apenas uma unica cepa e que é reconhecida por sua notavel capacidade de produzir
um pigmento roxo denominado violaceina, o qual apresenta diversas atividades
antimicrobianas e antitumorais. Consideraveis esforcos de pesquisa foram dedicados a
compreensao da biossintese da violaceina, bem como ao sistema de deteccdo de
qguorum sensing que regula esta sintese (HARRISON et al.,, 2020). A sequéncia
gendmica de C. violaceum foi detalhadamente documentada pelo Consorcio do Projeto
Genoma Nacional do Brasil, sendo um projeto de alto investimento nacional (MARTIN
et al., 2007Db).

Ainda no ano de 2007, elucidaram as caracteristicas distintivas de
Chromobacterium subtsugae, uma espécie que ndo apenas sintetiza a violaceina, mas
também produz fatores inseticidas eficazes contra diversas pragas de insetos. Como
exemplo desse fator inseticida, temos a elaboracdo de um produto agricola de um
extrato de C. subtsugae que obteve aprovacdo da EPA (Environmental Protection
Agency) para ser utilizado como inseticida organico e comercializado sob o nome de
Grandevo® pela Marrone Biolnnovations Incorporated, com sede em Davis, CA, EUA.
Apos seu descobrimento inicial de C. subtsugae, foram identificadas mais seis espécies
de Chromobacterium: C. haemolyticum, C. pseudoviolaceum, C. piscinae, C.
aquaticum, C. vaccinii e C. amazonense. Porém, a biologia e os metabdlitos produzidos
por essas novas espécies permanecem, em grande parte, desconhecidos, exigindo
estudos adicionais para uma compreensao abrangente (MARTIN et al., 2007a).

Apobs estudos, percebeu-se que 70% dos genes de C. subtsugae, identificados
pelo servidor RAST, apresentavam mais de 70% de similaridade de sequéncia em
relacdo a C. violaceum (BLACKBURN, 2016). Essa comparacdo permitiu a percepgao
de que essas duas espécies de Chormobaterium apresentavam significativas
diferencas em relacdo aos seus metabodlitos e sua biossintese. Em relacdo a C.
subtsugae, a espécie apresentou uma consideravel reducdo nos genes relacionados a
producdo de polissacarideos capsulares e extracelulares, assim como nos
componentes da parede celular gram-negativa. Outra descoberta foi que a C.
subtsugae apresentava menos genes para metabolizar o nitrogénio, principalmente
relacionada a equacdo quimica para transformar nitrato em nitrito (BLACKBURN,
2016).
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2.2.2 Chromobacterium amazonens

A Chromobacterium amazonense € um isolado que apresenta como
caracteristicas células aerdbicas, Gram-negativas, em forma de bastonete (2,2-2,6 x
0,6-0,8um) e moveis. Quando cultivadas em laboratorio, em placas de &gar, suas
colbnias sao violetas, lisas e regulares. A temperatura ideal para o desenvolvimento
das colbnias € de 28 a 30° C. No entanto, estudos na literatura indicam que o
crescimento pode ocorrer em uma faixa de 10 a 45°C, mas ndo cresce em agar
nutriente com 3,5% de NaCl. Isso nos permite interpretar que a bactéria pode ser
sensivel em maiores concentracdes salinas, 0 que pode ser base para novas
pesquisas. O pH ideal para crescimento varia de 6,0 a 8,0. A cepa advinda da Colecao
Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria (CBMAI) 6197 (=DSM 26508
T), uma das mais antigas relatadas em territério nacional, foi obtida a partir do Rio
Negro, na cidade de Rio Preto da Eva, localizada no estado do Amazonas (MENEZES
et al., 2015).

Além dessas caracteristicas temos que a bactéria apresenta fatores de
viruléncia semelhantes as cepas C. violaceum e C. haemolyticum que podem ser fatais
em seres humanos. Para comprovar isso, estudo relacionados ao seu genoma foram
feitos, levando a conclusdo de que a cepa apresenta a producéo de diversas proteinas
como hemolisinas, enterotoxinas hemoliticas, colicina V, proteinas liticas e hidrolases
Nudix que sdo associadas as bactérias patogénicas para destruir e infectar células
hospedeiras, além de apresentar motilidade flagelar facilitando ainda mais a
colonizacao de hospedeiros (SANTOS et al., 2018).

2.2.3 Chromobacterium sphagni

Chromobacterium sphagni (sphagni. N.L. gen. n. sphagni, proveniente de
Sphagnum; em referéncia a aparente associacdo da espécie com pantanos
predominantemente colonizados por musgos do género Sphagnum)
(BLACKBURN et al., 2017).

As células sdo Gram-negativas e apresentam uma morfologia bacilar,
com dimensfes médias de 2,30 = 0,37 por 0,78 + 0,10 um, além de demonstrar
motilidade. Ao serem cultivadas em meio agar, a 24°C por 48 horas, originam
colbnias lisas, convexas e violetas, caracterizadas por margens regulares. A
manifestacdo visual inicial das colbnias ocorre com uma tonalidade violeta,

tornando-se progressivamente evidente a presenca de um pigmento marrom
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difusivel no meio de cultivo ao longo do tempo. Em ambientes sob luz ultravioleta
de curto ou longo comprimento de onda, as colonias ndo exibem fluorescéncia
(BLACKBURN et al., 2017).

As células individuais apresentam um Gnico flagelo polar,
acompanhado por um numero variavel de flagelos laterais ou subpolares. A faixa
de temperatura propicia ao crescimento ocorre entre 15 e 40°C, porém ndo ha
crescimento a 10 ou 45°C. O pH varia de 4,5 e 9,0, observa-se crescimento, mas
ndo ocorre a 4,0 ou 9,5. Apresenta-se viavel com até 2,0% de NaCl, ao passo
gue a presenca de 2,5% de NaCl inibe o crescimento (BLACKBURN et al., 2017).
Diante disso, pode-se perceber que a cepa é mais sensivel em relacdo a
salinidade por NaCl do que a cepa Chromobacterium amazonense.

'Tgure Chromobacterium subtsugae MWU3525 (GCA_001020505.1)
FChromobacten'um subtsugae MWU2576 (GCA_001020515.1)
Chromobacterium subtsugae PRAA4-1T(GCA_001676875.1)

Chromobacterium sphagnilIBBL 14B-1T(GCA_001855555.1)

Chromobacterium sphagni IBBL 37-2 (GCA_001855575.1)

[Chromobacferfum piscinae ND17 (GCA_000812585.1)

Chromobacterium amazonense CBMAI 3107 (GCA_001855565.1)

——————— Chromobacterium violaceum ATCC 12472T(AE016825.1)

Chromobacterium vaccinii MWU205' (GCA_000971335.1)
tChromobaCferium vaccinii IBBL 21-1 (GCA_001855275.1)

Chromobacterium vaccini MWU328 (GCA_000971355.1)

—— Chromobacterium haemolyticum T124 (GCA_000758475.1)

—— Chromobacterium haemolyticum DSM 19808T (GCA_000711885.1)

@ 2024 Microbiology Society
Figura 1 — Filogenia da Chromobacterium
Fonte: Blackburn et al. (2017)

Nota: Andlise da filogenia de Chromobacterium baseado em seu genoma, com base na
identidade média de nucleotideos (gANI). Os valores foram subtraidos de 100% para obter

distancias utilizadas para reconstruir a filogenia. Barra, distancia de 2% de gANI.



14

2.2.4 Chromobacterium paludis

Identificada em meados de 2020, em pequenas lagoas de aguas paradas, mais
precisamente na lIlha Langrells, proximo a foz do rio Nanticoke, no condado de
Dorchester, Maryland, EUA, a Chromobacterium paludis pode apresentar certa
tolerdncia & agua salgada (salinidade do local de 10 a 20 ppt), uma vez que foi
identificada em locais pantanosos e com frequente inundacdo de agua salobra.
Estudos mais aprofundados identificaram que a C. paludis (pa.lu'dis. L. gen.
n. paludis de uma zona Umida ou péantano) sédo em formato de bastonete, com a
dimenséo de 2,58 (+ 0,53) um x 0,81 (+ 0,04) um. As células também sdo Gram-
negativa e moveis com flagelos polares Unicos (BLACKBURN, 2020).

Com relacdo a suas colbnias, apresentam textura lisas, convexas, de cor
violeta escura, com margens regulares em agar apos 48 horas a 24 °C. Além disso, as
col6nias ndo apresentam fluorescéncia sob UV de comprimento de onda curto ou longo
(BLACKBURN, 2020). Esta cepa apresenta poucos estudos relatados na literatura,

despertando a curiosidade sobre seus potenciais no meio agricola.

2.2.5 Chromobacterium alticapitis

Em estudos nos EUA, em regifes pantanosas de cranberry selvagem no
Cape Cod National Seashore, foram isoladas duas cepas de Chromobacterium
(MWU14-2602 e MWU13-2610). Apds observacGes gendmicas e também do seu
fendtipo, conclui-se que se tratavam de duas novas espécies de
Chromobacterium. Assim, pelo sequenciamento total do genoma, percebeu-se
gue eram mais proximas ao grupo da C. amazonense, que também inclui a
recente cepa da C. paludis. Logo, foram propostos 0os nomes para esses isolados
ainda sem muitos estudos aprofundados sobre o tema, apenas entendendo que
se diferenciavam a ponto de serem classificas em novas cepas as quais foram
denominadas de Chromobacterium alticapitis sp. e Chromobacterium
sinusclupearum sp. (O'HARA-HANLEY, 2022).

Diante disso, podemos concluir que as cepas abordadas neste trabalho
foram recentemente descobertas e demandam mais pesquisas para
compreendermos seu verdadeiro modo de acao, eficacia de controle e potencial
produtivo através da fermentacéo liquida. Além disso, pelo que se pode observar

na presente literatura, ainda ha poucos artigos e trabalhos relacionados a
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algumas cepas de Chromobacterium spp, sendo necessarios muitos outros

projetos para entendermos seu real modo de acao e potencial produtivo.

2.3 Cigarrinha do milho: Dalbulus maidis

A cigarrinha do milho Dalbulus maidis, pertencente a ordem dos Hemiptera
(Cicadellidae), é tida como uma das pragas mais significativas do milho (Zea mays
L.) no territério brasileiro e em toda a América Latina nos ultimos anos (VILANOVA,
2024). Isso ocorre, devido a sua habilidade em transmitir diversos patégenos a
cultura do milho que causam doencas como o Enfezamento Palido, o Enfezamento
Vermelho e a Risca do milho (PEDREIRA et al., 2017).

O Enfezamento Palido é desencadeado por uma bactéria denominada
Spiroplasma kunkelii Whitcomb, ao passo que o Enfezamento Vermelho esta
associado ao fitoplasma Phytoplasma asteris. Adicionalmente, a cigarrinha
desempenha um papel crucial na disseminacdo do virus Raiado Fino do Milho
(MRFV), ocasionador desta doenca. Até o que se sabe, a transmissdo desses
patdégenos ocorre durante a alimentacdo da cigarrinha no floema das plantas,
resultando na propagacdo efetiva dessas doencas sistémicas e vasculares, com
potencial para causar perdas significativas na producdo de milho (NAULT, 1980;
1990; OLIVEIRA; LOPES, 2004).

As enfermidades que afetam o milho sédo caracterizadas por sua natureza
sistémica e vascular, impactando tanto a fisiologia quanto a nutricdo das plantas.
Tais condicdes tém o potencial de acarretar prejuizos consideraveis, chegando até
70% na produtividade de graos (SABATO, 2020). A literatura revela registros dessas
doencas no Brasil hd mais de 50 anos (KITAJIMA; COSTA, 1972), com surtos
epidémicos esporadicos desde a década de 1990 (OLIVEIRA et al., 1998; 2003).

Contudo, a partir de 2015, as plantacbes de milho no Brasil enfrentam
prejuizos significativos devido a propagacdo sistematica dessas enfermidades,
especialmente em regibes como os Sudeste, Centro-Oeste e Sul, indicando um
potencial adaptativo do inseto a diferentes condicbes ambientais, tanto para regides
mais quentes quanto para regides mais frias (OLIVEIRA et al., 2020; RIBEIRO;
CANALE, 2021).

A conjuntura atual do mercado de grdos, marcada por uma demanda
crescente e precos historicamente elevados, impulsiona o0 aumento da producao de

milho nacional a fim de se reduzir importacdes. Contudo, no atual cenério de
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continuo crescimento de &rea plantada, bem como a atual janela de semeadura em
trés possibilidades (primeira safra entre setembro/outubro, segunda safra em
fevereiro/marco e terceira safra em maio), junto com atividades que abrangem
grandes, médios e pequenos proprietarios para producdo de silagem,
suplementacao de gado e producdo de sementes, permitem que a cultura ocorra no
campo ao longo de todo o ano agricola. Essa transformacao no sistema de producéo
do milho, estabelecendo uma "ponte verde", que perpetua a presenca de pragas e
patégenos, apresentando problemas fitossanitarias ao longo do tempo.

Notavelmente, os aumentos na populacdo de cigarrinhas do milho e na
relevancia das doencas de raquitismo do milho nos Ultimos anos parecem
correlacionados as mudancas nas caracteristicas da producdo de milho brasileira.
Desse modo, esse cenario favorece o suprimento de milho para Dalbulus maidis,
bem como os demais patégenos que sdo transmitidos por esses insetos vetores
(OLIVEIRA et al., 2020).

2.3.1 Dalbulus maidis: origem, associacao com milho e distribuicdo geogréafica

Até onde temos conhecimento, o México constitui o epicentro da diversidade
genética do género Dalbulus. A cigarrinha do milho, Dalbulus maidis, tem sua origem
mais provavel nos elevados vales da regido central do pais, estando intrinsecamente
relacionada a evolucdo dos ancestrais selvagens do milho que habitam essa
localidade (VILANOVA, 2024; NAULT, 1983).

De acordo com o0 que se sabe na literatura, o Tripsacum L. (gamagrass),
como a teosinto (Zea spp.) sao tidos como as espécies que deram origem ao milho
atual que temos hoje (WILKES, 1972; DOEBLEY; ILTIS, 1980). Essas plantas séo
particularmente abundantes no Meéxico, onde as populacdes de Dalbulus spp.
apresentam uma distribuicdo geografica que se sobrepde as areas habitadas por
espécies de Tripsacum e teosintos (NAULT; DELONG, 1980), indicando uma longa
histéria de associacdo e coevolucdo com as plantas locais.

Desta forma, presume-se que a D. maidis provavelmente se adaptou ao
teosinto e, posteriormente, ao milho (NAULT, 1983). Durante todo o processo de
domesticacdo do milho, desde os primoérdios, até o presente momento, a cigarrinha
do milho, cujo principal hospedeiro é o milho, acompanhou o avanco do cultivo a
medida que esse cereal se expandiu pelas regibes tropicais e subtropicais das

Américas, mantendo uma estreita ligagdo com o milho. Existem estudos que nos
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permitem inferir que a D. maidis pode ter sido a primeira praga da cultura tal qual
conhecemos hoje (WILKES, 1972).

Embora tenhamos outras espécies de cigarrinhas em territério americano,
como a D. elimatus (Ball), que também possuem o milho como hospedeiro, somente
a Dalbulus maidis apresenta-se em tantos lugares no continente Americano. ISso se
da pelo fato da D maidis apresentar caracteristicas biologicas, ecoldgicas e
comportamentais que garantem uma melhor adaptagdo ao ambiente. Seu ciclo de
desenvolvimento sao notavelmente rapido e destaca-se pela elevada taxa de
fecundidade (NAULT; MADDEN, 1985; NAULT, 1990).

Adicionalmente, a espécie gera pelo menos duas progénies ao longo do ciclo
do milho e tem preferéncia pelo verticilo do milho, buscando tecidos meristematicos
com maior valor nutricional para se alimentar e depositar ovos, sendo essencial para
0 estabelecimento de uma segunda geracédo da praga no campo. Até onde se pode
observar, a praga tem potencial para explorar plenamente os recursos disponiveis
em uma planta de milho desde a fase inicial até a fase de envelhecimento, ou seja,
em todas os estadios fenologicos do milho.

Demonstrando alta mobilidade, apresenta uma consideravel capacidade de
disperséo (BRADFUTE et al., 1981). Essas distintivas caracteristicas
proporcionaram a D. maidis uma superioridade na competicdo entre espécies e
possibilitaram sua ampla utilizacdo do milho como fonte, disseminando-se por todas

as regides cultivadas, em detrimento de outras espécies (OLIVEIRA et al., 2013).

2.3.2 Caracteristicas bioldgicas

A Cigarrinha-do-milho, € um inseto hemimetabolo, logo, sofre uma
metamorfose incompleta ao longo do seu ciclo de vida. Além disso, apresenta
aparelho bucal do tipo sugador labial, conferindo a cigarrinha a capacidade de obter
alimento por meio da succ¢éo do floema do milho, permitindo-a procriar ao longo de
todo o ciclo da cultura do milho devido ao acesso ao alimento.

Além do seu impacto direto na cultura, a cigarrinha também ocasiona danos
indiretos, disseminando patdgenos responsaveis por doencas vasculares,
frequentemente chamadas de complexos de enfezamentos, como ja mencionados.
Essa interacdo entre a cigarrinha e a cultura do milho realca a importancia de
estratégias eficientes de manejo para assegurar a saude e produtividade das
plantacées (PINTO, 2021).
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Os insetos adultos possuem, em média, cerca de 4 mm de comprimento e
menos de 1 mm de largura, exibindo uma tonalidade predominantemente branca
palha (TRIPLEHORN; NAULT, 1985; FELDMANN, 2023). Além disso, possuem um
par de asas semitransparentes, e no abdémen, destacam-se manchas negras, mais
proeminentes em individuos desenvolvidos em climas que apresentam baixas
temperaturas (FELDMANN, 2023). A transmissdo de patdégenos ocorre quando
esses insetos consomem a seiva de folhas novas, concentrando-se na parte superior
das plantas de milho, sua area favorita devido as condi¢cdes umidas (SILVA et al.,
2017; ALVES et al., 2020).

Na extremidade superior da cabeca, especificamente na é&rea frontal,
destacam-se duas manchas arredondadas de coloracdo preta, uma caracteristica
morfoldgica distintiva que facilita o reconhecimento e a diferenciacdo desta espécie
em relacdo as demais cigarrinhas que impactam a cultura do milho (FELDMANN,
2023). O ciclo de vida desses insetos estende-se por aproximadamente dois meses,
durante os quais cada fémea pode realizar a oviposicdo de até 600 ovos. Essas
particularidades morfolégicas e comportamentais ressaltam a importancia de
métodos precisos de identificacdo e controle para gerenciar adequadamente a
presenca dessas cigarrinhas na producéo de milho (WAQUIL et al., 2004).

Os ovos da D. maidis possuem uma tonalidade esbranquicada, com cérion
transparente, registrando 1,3 mm de extensdo e uma regido do opérculo mais
estreita em comparacéo com a extremidade posterior (MARIN, 1987). A postura dos
ovos pela fémea desse inseto ocorre de forma endofitica, isto €, abaixo da camada
externa da folha, de preferéncia na nervura central das folhas de milho. Durante o
ciclo de vida do inseto, conseguimos distinguir até cinco estagios de ninfas.

As ninfas predominantemente se fixam na face abaxial da folha (parte de
baixo), apresentando uma coloracdo amarelada, e concluem o estagio ninfal em um
periodo de 25 a 30 dias, a depender da temperatura do ambiental. A temperatura
6tima para o desenvolvimento e progresso dessa espécie € em torno de 26,5°C; no
entanto, abaixo de 20°C, a ecloséo das ninfas ndo ocorre. Esses detalhes do ciclo
de vida evidenciam como a cigarrinha-do-milho € afetada pelas flutuacdes de
temperatura e sublinham a relevancia das condi¢cdes do clima no combate a essa
praga na agricultura (WAQUIL et al., 2004; SILVA, 2017). Desse modo, podemos
concluir que a cigarrinha do milho é uma praga que tem ganhado cada vez mais

destaque na atualidade, tanto pela sua alta capacidade de adaptacbes ambientais
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guanto sua alta resiliéncia para se selecionar individuos resistentes a inseticidas
guimicos. Além disso, devido as alteracdes climéticas que é possivel perceber ao
longo dos Ultimos anos, sejam por acdes antropicas ou nao, o aumento de
temperatura tem permitido um ambiente propicio para o ciclo da D maidis. Diante
disso, estudos com inseticidas biol6gicos nunca foram tdo necesséarios quanto o
presente momento.

2.4 Estratégias de manejo e taticas de controle

Os inseticidas quimicos comecaram a ganhar uma grande notoriedade no
final do século XIX e inicio do século XX, com o desenvolvimento de compostos
como o DDT (diclorodifeniltricloroetano) e outros pesticidas organoclorados. O DDT,
em particular, tornou-se amplamente utilizado apés a Segunda Guerra Mundial
devido a sua eficacia no controle de insetos vetores de doencas e pragas agricolas
(WAQUIL, 2004).

No entanto, ao longo do tempo, surgiram preocupacdes ambientais e de
saude publica associadas ao uso indiscriminado desses produtos quimicos, levando
a restricbes e proibicbes em muitos paises a partir da segunda metade do século
XX. Mesmo com algumas restricbes importantes, percebe-se que 0 uso exacerbado
de quimicos no setor agricola tem gerado importantes consequéncias para a
agricultura. Pensando nisso, foi elaborado um novo conceito denominado Manejo
Integrado de Pragas (MIP), visando reduzir o uso exclusivo e irresponsavel de
inseticidas quimicos e pensando em diferentes taticas de manejo para controlar as
pragas agricolas e as manter abaixo do nivel de dano econémico (WAQUIL, 2004).

Diante disso, é possivel observar que o0 uso inadequado de produtos
guimicos, como a aplicacéo de subdoses, doses acima do recomendado pela bula e
a repeticdo de principios ativos em aplicacdes sucessivas, esta selecionando cada
vez mais individuos resistentes aos grupos quimicos. Esse mal uso dos produtos
guimicos tem tornado necessario realizar misturas com diferentes ingredientes ativos
para se obter um controle eficaz das pragas. Um exemplo claro disso é a quantidade
de produtos comerciais que temos hoje no mercado em relagdo ao numero de
Ingredientes ativos. Atualmente temos 76 produtos comerciais registrados para o
controle de Dalbulus maidis na cultura do milho. Destes produtos comerciais temos
apenas 32 Ingredientes ativos ou misturas para o controle, sendo que a maioria ja
conta com misturas para que atinja 0os valores minimos de controle necessario para

a comercializacéo (Agrofit, acesso em 24 junho de 2024).
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Tabela 1 - Ingredientes Ativos presentes no mercado até o momento no ano de

2024(18/05/2024)
Numero |Ingrediente Ativo (Grupo Quimico)
1 acefato (organofosforado) + bifentrina (piretréide)
2 acefato (organofosforado)
3 acetamiprido (neonicotinodide) + alfa-cipermetrina (piretréide)
4 acetamiprido (neonicotinoéide) + bifentrina (piretréide)
5 acetamiprido (neonicotinéide) + fenpropatrina (piretréide)
6 acetamiprido (neonicotinoide) + lambda-cialotrina (piretréide)
7 Argemone Mexicana, Extrato de (Derivado vegetal)
8 azadiractina (Tetranortriterpendide)
9 beta-ciflutrina (piretréide) + imidacloprido (neonicotindide)
10 bifentrina (piretroide) + carbossulfano (metilcarbamato de benzofuranila)
11 bifentrina (piretrdide) + clorantraniliprole (antranilamida)
12 bifentrina (piretréide) + imidacloprido (neonicotindide)
13 bifentrina (piretréide) + metomil (metilcarbamato de oxima)
14 buprofezina (tiadiazinona)
15 cipermetrina (piretréide) + profenofds (organofosforado)
16 clorfenapir (analogo de pirazol)
17 Clotianidina (neonicotinbide)
18 Esfenvalerato (piretréide) + fenitrotiona (organofosforado)
19 Etiprole (Fenilpirazol)
20 Extrato hidroalcéolico de Azadirachta indica (Triterpendide)
21 imidacloprido (neonicotindide) + tiodicarbe (metilcarbamato de oxima)
22 imidacloprido (neonicotinoide)
23 Isocicloseram (Isoxazoline) + lambda-cialotrina (piretroide)
24 lambda-cialotrina (piretroide) + sulfoxaflor (sulfoxaminas)
25 lambda-cialotrina (piretride) + tiametoxam (neonicotindide)
26 lambda-cialotrina (piretroide)
27 lufenurom (benzoiluréia) + profenofés (organofosforado)
28 malationa (organofosforado)
29 metomil (metilcarbamato de oxima)
30 Oleo vegetal (ésteres de &cidos graxos)
31 profenofés (organofosforado)
32 tiametoxam (neonicotindide)
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Com relag&o aos produtos bioldgicos que temos no mercado, de acordo com
0 aplicativo de celular Bioinsumos da EMBRAPA (Android e Apple), seguindo os
padrdes de registro e que aparecem na base de dados do AGROFIT, temos a

seguinte relacdo de produtos a base de micro-organismos.

Tabela 2 - Quantidade de produtos comerciais (registros) a base do micro-
organismos para controle de cigarrinha do milho até o dia 18/05/2024

Ingrediente Ativo Quantidade
Beauveria bassiana 64
Paecilomyces fumosoroseus 2

Isaria javanica 1

Isaria fumosorosea 1

Argemone Mexicana, Estrato de (Derivado vegetal) 1
Pseudomonas chlororaphis + Pseudomonas fluorescens |3

Total 72

Fica evidente que, para o controle de D. maidis, no milho, ha uma quantidade
limitada de produtos biologicos, sendo a grande maioria a base de fungos
entomopatogénicos como Beuaveria bassiana que abrange 88,89% dos produtos
comerciais encontrados, sendo alterado os isolados, embora predomine o isolado
IBCB66 do Instituto biologico, doses e quantidade de conidios que apresentam nos
diferentes produtos comerciais das diferentes empresas.

Vale ressaltar ainda que muitos destes produtos séo idénticos e pertencentes
a mesma empresa, sendo separados apenas devido algumas poucas mudancas no
processo de fabricacdo ou devido a uma questdo de marketing, possuindo 0s
Mesmos Mmicro-organismos e cepas em sua composicao. Logo, estudos para ampliar
0 repertorio de micro-organismo no controle desta importante praga é essencial,
visto que existem poucos produtos a base de bactérias.

Embora a eficiéncia dos fungos no controle de pragas seja alta e sua
manipulacdo ja esteja consolidada nos processos industriais, ha ainda gargalos a
serem estudados seja na producédo, por meio de fermentacéo soélida ou liquida, seja

na sua forma de acédo, tempo de contaminagéo e demais parametros.
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O tempo de acdo desses produtos no controle das pragas € extremamente
importante, uma vez que por haver a necessidade de germinagdo, penetragdo no
tegumento e colonizacdo dos insetos, esse processo acaba levando mais tempo do
gue em relacdo ao controle quimico e produtos biolégicos a base de bactérias.
Nesse sentido, estudos com produtos biolégicos na cultura do milho a base de
Chromobacterium se torna relevante para compor uma outra abordagem no controle
de pragas, podendo apresentar uma resposta mais rapida e na busca da mesma
eficiéncia ou até melhor do que as dos fungos, garantindo uma menor perda
produtiva ao produtor nesse intervalo de tempo em que o produto expressa seu
potencial.

Vale ressaltar que um produto ndo anula o outro, ou seja, a importancia dos
fungos entomopatogénicos € enorme dentro do agronegocio e detém diversos
beneficio, sendo que produtos a base de bactérias podem ser uma outra forma de
posicionar o controle de pragas dentro do cenario do produtor de modo a se

complementar no campo.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao de isolados

Neste estudo prospectamos cinco isolados de bactérias do género
Chromobacterium sendo trés deles adquiridos da Colecao Brasileira de Micro-
organismos de Ambiente e Industria (CBMAI) sendo elas Chromobacterium
amazonense 6197, Chromobacterium sphagni 6198, Chromobacterium
subtsugae 6199 e os isolados 6200 Chromobacterium paludis e 6201
Chromobacterium alticaptis foram acessados do banco de culturas do
Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano da ESALQ/USP.

As linhagens foram ativadas conforme recomendacdo dos bancos de
cultura em agar TSA (Agar Triptico de Soja), utilizando a técnica de semeadura
por esgotamento que possibilita a obtencdo de colbnias isoladas e incubadas
em estufa a 28°C sem fotoperiodo. Apds a ativacdo, a pureza da cultura foi
checada pela formagdo de colonia caracteristica, auséncia de contaminantes,

pigmentacéo violeta e coloracdo de gram.

3.2 Producéao das bactérias

As linhagens de Chromobacterium armazenadas em criotubos, foram
cultivadas previamente em agar — TSA por um periodo de 2 dias. Em seguida,
utilizou-se os seguintes passos: 1° replique das placas cheias por meio de
técnica de esgotamento; 2° Apds 1 dia do replique, cortou-se um plag de 1cm?
de uma regido com o desenvolvimento da bactéria e foi inserido em 10ml de
salina (0,85% de NaCl); 3° inoculacdo de 3,5ml dessa solucdo salina nos
frascos de fermentacéo. Foi utilizado um meio de cultura ESALQ adaptado. As
fermentacdes foram realizadas em frascos de fermentacdo de 250 mL com
defletores (baffles) e 50 mL de volume de trabalho, a 28 °C, 125 rpm. O tempo
de fermentacédo foi de 48 horas em todos 0s experimentos.

A contagem foi realizada por meio da técnica de unidades formadoras
de colénias em placas em TSA foi utilizada para determinacdo de células

viaveis e quantificacdo do crescimento celular (ISO, 2013).
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Figura 2 - Caldo fermentado de Chromobacterium ap6s 48 horas de agitacéo.
1: Chromobacterium amazonense 6197, 2: Chromobacterium
sphagni 6198, 3: Chromobacterium subtsugae 6199, 4:
Chromobacterium paludis 6200 e 5: Chromobacterium alticaptis

6201. Fotos bioensaio 2

Apbs todo o processo de fermentacdo liquida durante a producdo da
Chromobacterium foi realizado diluicdo seriada para quantificar a concentracdo de
células viaveis de cada um dos isolados durante o seu processo fermentativo. Esse
procedimento foi realizado para cada isolado em cada replica experimental para que

pudéssemos monitorar a qualidade do processo.
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Figura 3 - llustracéo da diluicdo seriada do tratamento 6200. Intervalo de 10° a 10°

Figura 4 - Diluicdo seriada dos tratamentos no intervalo de 10° a 107.Temos na
respectiva ordem das fotos os seguintes tratamentos: 1-6198; 2-6199; 3-
6201; 4-6200;5-6197. Fotos do bioensaio 3 dos tratamentos contendo
Células e Metabdlitos

Figura 5 - Diluigdo seriada dos tratamentos no intervalo de 10° a 107".Temos na

respectiva ordem das fotos os seguintes tratamentos: 1-6198; 2-6199; 3-
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6201; 4-6200;5-6197. Fotos do bioensaio 3 dos tratamentos contendo
Células e solucao de diluicao
3.3 Preparo das suspensdes de células e obtencao do filtrado
Para o meio de cultura ESALQ adaptado, utilizou-se, entéo, 3 estratégias para
processamento e aplicagéo do caldo fermentado:

i) Caldo fermentado contendo células vivas e metabolitos

O caldo, que foi produzido por 48 horas, contendo células e metabdlitos foi filtrado
com gase esterilizada, uma vez que o meio de cultura utilizado como base para o
desenvolvimento das cepas apresentavam granulacdes que causavam entupimento
de “bico” no momento de aplicagcdo do bioensaio. Para tal, utilizou-se um funil de
polipropileno e uma dupla camada de gazes sobrepostas pela qual se despejava o
caldo fermentado com todo o seu conteudo, ou seja, bactérias e metabdlitos. As
particulas do meio ficavam retiras na gaze, enquanto que a maior parte das bactérias
permaneciam no meio.

i) Centrifugacédo do caldo fermentado para obtencéo de concentrado celular
Nesta estapa, tranferiu-se o caldo fermentado dos frascos de fermentacdo e o0s
colocou em falcons de 45ml até a marca de 30ml. Apds esse procedimento, foi
utilizada a centrifuga do laboratério em uma rotacdo de 6000 rpm por 10 min a 20°C.
Todo o material solido ficava retido no fundo dos falcons e o sobrenadante
(metabdlitos) constituindo a porcao liquida, eram removidos por meio de uma pipeta
de Pauster e era adicionado uma solucdo de diluicdo (0,85 % NaCl, 0,1% Peptona
Bacterioldgica, 0,1% Sacarose e 0,05% Tween 80) na mesma quantidade. Apés esse
processo, os falcons eram homogeneizados e novamente eram centrifugados nas
mesmas configuracdes. Novamente, removia-se 0 sobrenadante e era adicionado
uma solucdo de diluicdo nas mesmas proporcdes. Por fim, os falcons eram
homogeneizados e separados para a aplicacao.

iii) Centrifugacédo duplado caldo fermentado para obtencao do caldo cell free
Nesta estapa, tranferiu-se o caldo fermentado dos frascos de fermentacdo e 0s
colocou em falcons de 45ml até a marca de 30ml. Apds esse procedimento, foi
utilizada a centrifuga em uma rotacdo de 6000 rpm por 10 min a 20°C. A biomassa
bacteriana ficava retida no fundo dos falcons e o sobrenadante (metabdlitos)
constituindo a porcéo liquida, eram removidos por meio de uma pipeta de Pauster

para um outro tubo tomando cuidado para nao coletar quaisquer biomassa
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precipitada. Apos esse procedimento, o material era homogeneizado e centrifugado
novamente na mesma configuracdo, visando a sedimentacdo de quaisquer células
remanescentes. O sobrenadante foi entdo removido e transferido para outro tubo,
gue foi armazenado na geladeira por um periodo de 7 dias. ApGs essa fase de
refrigeracdo foi feito um plaqueamento do sobrenadante e verificado a auséncia de
crescimento celular, indicando que todas as células que eventualmente possam ter

permanecido no sobrenadante haviam morrido durante esse intervalo de tempo.
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Figura 8 - Caldos fermentados antes de serem aplicados no bionesaio. 1 Controle. 2:
Tratamentos contendo Bactéria e Metabdlitos. 3: Tratamentos contendo

apenas Bactéria. 4: Tratamentos contendo apenas metabdlitos

3.4 Cultivo dos milhos para bioensaio

Para preparar os vasos para o experimento, foi necessario preencher cada um
com substrato industrial, semear o milho e realizar um escalonamento para garantir
gue o milho estivesse na fase apropriada para o bioensaio.

Para garantir uma distribuicdo mais uniforme em relacdo a altura de plantas,
optou-se por inicialmente semear o milho em bandejas e, ap6s a emergéncia das
plantas, transplanta-las para os vasos de tamanho adequado ao experimento (vaso
namero 11 - 430 ml).
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Figura 9 - Cultivo do milho para experimentos e também para manutengao

da caixa de criacao de Dalbulus maidis

3.5 Criacao de Dalbulus maidis
Com relacdo aos insetos, foi realizado a criacdo em caixas especificas de
tela, permitindo a ventilagdo em seu interior. A criacao foi escalonada de modo a se
ter uma padronizacéo das idades dos adultos, sendo utilizados em todos 0s ensaios
insetos adultos com um tempo de aproximadamente 30 dias desde o inicio do ciclo.
As dimensdes da caixa podem conter variacbes, porém foram utilizadas

caixas nas dimensodes de 40x40x60cm.

Figura 10 - Criacao de Dalbulus maidis com 30 dias de idade em gaiolas de criacao
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3.6 Bioensaios com insetos

Os insetos foram obtidos de criacdo propria. Para os bioensaios foram
utilizadas plantas de milho de aproximadamente 30 dias em estagio fenologico
V4/V5. As mudas foram acopladas a gaiolas de acetato.

Cada gaiola possui uma tampa superior feita com tecido voil e uma
pequena porta para acesso ao fundo da gaiola para retirada dos insetos mortos
durante os bioensaios.

Antes da realizagdo dos bioensaios, foram introduzidos de 12 a 15 adultos
em cada gaiola. Foi avaliado o efeito de cinco isolados de Chromobacterium,
nas fragbes: caldo fermentado, sobrenadante com metabodlitos e somente
bactérias.

Para aplicacdo das caldas com os tratamentos, foram utilizados um air
brush acoplado a um compressor para aplicacdo de volumes de 1 mL em cada
gaiola (0,5 mL por cima e 0,5 mL por baixo). As aplicacdes nas gaiolas foram
realizadas através da abertura momentanea da tampa superior e da porta
inferior, de modo a atingir tanto a parte superior quanto inferior das mudas com
os insetos.

As gaiolas foram dispostas em salas com umidade de 70% e temperatura
de 26°C, aproximadamente, de acordo com algumas variacdes comuns do
ambiente. As avaliacdes foram feitas a cada dois dias por um periodo de 9 dias,
contabilizando-se os individuos mortos em cada gaiola.

Os insetos mortos foram removidos com ajuda de um pincel e colocados
em caixas container com divisorias contendo algoddo umedecido para
manutencado da umidade e posterior confirmacdo do agente causal da morte do
inseto. Cada tratamento foi composto de 5 gaiolas e o experimento foi repetido
trés vezes no tempo.

Para algumas cigarrinhas que apresentavam pigmentacao caracteristicas
da Chromobacterium, foram retiradas fotografias em microscépio de alta

definicao.
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Figura 11 - Etapas para transferéncias de insetos para o ensaio. 1: Camera de
transferéncia utilizada; 2: Bomba para succdo de cigarrinhas; 3:

Aplicacéo de tratamentos durante bioensaio. Fotos bioensaio 2

Tabela 3 - Organizacéo dos tratamentos que foram estudados
TRATAMENTOS

T1 | 6200 Bactéria + Metabdlitos

T2 | 6201 Bactéria + Metabdlitos

T3 |6197 Bactéria + Metabdlitos

T4 |6198 Bactéria + Metabolitos

T5 |6199 Bactéria + Metabdlitos

T6 | 6200 Bactéria

T7 |6201 Bactéria

T8 | 6197 Bactéria

T9 |6198 Bactéria

T10 | 6199 Bactéria

T11 | 6200 Metabolitos

T12 | 6201 Metabolitos

T13 | 6197 Metabolitos

T14 | 6198 Metabolitos

T15 | 6199 Metabolitos

T16 | Controle | Solugéo de Diluigédo
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3.7 Bioensaios de doses

Para este experimento, selecionados a cepa 6200 (Chromobacterium paludis).
As formas de producdo da cepa selecionada seguiram 0s mesmos protocolos da
primeira etapa do projeto, bem como o protocolo para obtencdo ou separagédo dos
tratamentos de “Metabdlitos + bactérias (B+M)” e “Metabdlitos (M)”.

Para realizacdo da curva de doses aplicadas, optou-se por utilizar uma
diluicdo seriada assumindo que a producéo do caldo fermentado tenha alcancado
uma concentracdo de pelo menos 10°.

Diante disso, foi escolhida as concentragdes por mL a seguir: 10°, 107; 106;
10% 10% e 100% do sobrenadante com metabdlitos; diluicdo de 25% do
sobrenadante com metabdlitos e diluicdo de 1% de metabdlitos e tratamento
controle (solucéo de diluicdo utilizada - 0,85 % NaCl, 0,1% Peptona Bacteriologica,
0,1% Sacarose e 0,05% Tween 80).

Tabela 4 — Concentracao dos isolados para o ensaio de doses para a cepa 6200.

Tratamentos | Concentracdo/mL
T1 10°

T2 10’

T3 106

T4 10°

T5 104

T6 100% Metabolitos
T7 25% Metabaolitos
T8 1% Metabdlitos
T9 Controle

A contagem da concentracdo real aplicada foi realizada pela técnica de
contagem padrdo de placas, por meio do plagueamento por superficie (UFC) para

gue fosse possivel conferir o valor aplicado.

3.8 Andlise estatistica
Os dados de sobrevivéncia dos insetos adultos foram tabelados em planilha

excel e analisandos utilizando o estimador Kaplan-Meier para estimar a
probabilidade de sobrevida durante o intervalo de oito dias de avaliacdo. As curvas
de sobrevivéncia foram comparadas através do teste de Log-Rank (p &lt; 0,05)
utiizando o método Holm-Sidak para comparacdes multiplas. As andlises e o0s

graficos foram elaborados no software SigmaPlot v.14.
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4 RESULTADOS
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Figura 12 - Sobrevivéncia de adultos de Dalbulus maidis apos aplicacdo dos
tratamentos de bactérias + metabdlitos (B+M) na concentracdo de
1,19x10° somente bactérias (B) a 3,20x10° e somente metabdlitos
(M) para a cepa de Chromobacterium paludis 6200. O controle foi
realizado com solucédo de diluicdo usado para as cepas. As letras A, B

e C referem-se as diferenciacfes estatisticas por Log-Rank (p < 0,05)

Para o isolado 6200, tanto os tratamentos “Metabdlitos + Bactérias” (B+M)
como s6 “Metabdlitos (M)’ apresentaram uma mortalidade final semelhante de
72,2% “e 65,4% respectivamente (Tabela 5 em Anexo).Ja em relacdo ao tratamento
s6 bactérias (“B”) a mortalidade final foi de 56,1% e para o controle 22,9%. O tempo
médio de sobrevivéncia (MTS) diferiu estatisticamente entre os tratamentos. Para o
tratamento “M” foi de 5,06 dias e para os demais tratamentos foram de 5,97 e 6,28
para “B+M” e “B” respectivamente (Figura 12, Tabela 9 em Anexo). Desse modo,

conclui-se que para este isolado, o tratamento “M” foi mais virulento para D. maidis
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Figura 13 - Sobrevivéncia de adultos de Dalbulus maidis apos aplicacdo dos
tratamentos de “bactérias + metabdlitos (B+M)” na concentracdo de
3,57x108, somente “bactérias (B)” a 3,87x108 e somente “metabdlitos
(M)” para a cepa de Chromobacterium sphagni 6198. O controle foi
realizado com solucéo de diluicdo usado para as cepas. As letras A, B

e C referem-se as diferenciacfes estatisticas por Log-Rank (p < 0,05)

Com relacdo ao isolado 6198, os tratamentos “B” e “M” apresentaram uma
mortalidade final semelhante de 67,6% e 65,0 % respectivamente (Tabela 5 em
Anexo). Para o tratamento “Metabdlitos + Bactérias” (B+M) a mortalidade final foi de
76,6% e o controle de 22,9 %. Com relacdo ao tempo médio de sobrevivéncia
(MTS), percebe-se que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, mas
todos diferiram em relacéo ao controle.

Para o tratamento “M” foi de 5,99 dias e para os demais tratamentos foram
de 5,64 e 6,29 para “B+M” e “B” respectivamente (Figura 13, Tabela 9 em Anexo).

Desse modo, conclui-se que para este isolado, todos os tratamentos

apresentaram valores aproximados de viruléncia para D. maidis.
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Figura 14 - Sobrevivéncia de adultos de Dalbulus maidis apos aplicacdo dos
tratamentos de bactérias + metabdlitos (B+M) na concentracdo de
6,99x10°% somente bactérias (B) a 1,16x10° e somente metabdlitos
(M) para a cepa de Chromobacterium alticaptis 6201. O controle foi
realizado com solucéo de diluicdo usado para as cepas. As letras A, B

e C referem-se as diferenciacfes estatisticas por Log-Rank (p < 0,05)

No caso do isolado 6201, os tratamentos “Metabdlitos + Bactérias” (B+M) e
“‘Metabdlitos (M)’ apresentaram uma mortalidade final bem proximos entre si de
68,1% “e 65,4% respectivamente (Tabela 5 em Anexo).

Contudo, o tratamento s6 bactérias (“B”) a mortalidade final foi de 57,7% e
para o controle 22,9%.

O tempo médio de sobrevivéncia (MTS) ndo diferiu estatisticamente entre os
tratamentos, mas todos diferiram em relacdo ao controle. Para o tratamento “M” foi
de 6,17 dias, para “B” de 6,69 dias e 5,74 dias para “B+M” (Figura 14, Tabela 9 em
Anexo). Desse modo, conclui-se que para este isolado, o0s tratamentos

apresentaram viruléncia aproximadas para D. maidis.
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Figura 15 - Sobrevivéncia de adultos de Dalbulus maidis apos aplicacdo dos
tratamentos de bactérias + metabdlitos (B+M) na concentracdo de
2,38x108, somente bactérias (B) a 1,50x10° e somente metabdlitos
(M) para a cepa de Chromobacterium subtsugae 6199. O controle foi
realizado com solucéo de diluicdo usado para as cepas. As letras A, B

e C referem-se as diferenciacfes estatisticas por Log-Rank (p < 0,05)

Com relacdo ao isolado 6199, os tratamentos “Metabdlitos + Bactérias”
(B+M) apresentaram mortalidade final de 68,2%, enquanto que “Metabdlitos (M)”
alcancou 74,3% (Tabela 5 em Anexo).

Ja para o tratamento s6 bactérias (“B”) a mortalidade final foi de 61,5% e
para o controle 22,9%. O tempo médio de Asobrevivéncia (MTS) também néo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos, mas todos diferiram em relacdo ao controle.
Para o tratamento “M” foi de 5,99 dias, para “B” de 6,01 dias e 6,63 dias para “B+M”
(Figura 15, Tabela 9 em Anexo). Desse modo, conclui-se que para este isolado, 0s

tratamentos apresentaram viruléncia aproximadas para D maidis.
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Figura 16 - Sobrevivéncia de adultos de Dalbulus maidis apos aplicacdo dos
tratamentos de bactérias + metabdlitos (B+M), somente bactérias (B)
e somente metabolitos (M) para a cepa de Chromobacterium
amazonense 6197. O controle foi realizado com solucao de diluicéo
usado para as cepas. As letras A, B e C referem-se as diferenciacbes

estatisticas por Log-Rank (p < 0,05)

Para o isolado 6197, os tratamentos “Metabdlitos + Bactérias” (B+M)
apresentaram mortalidade final de 59,5%, enquanto que “Metabdlitos (M)” alcangou
67,5% (Tabela 5 em Anexo). Ja para o tratamento sé bactérias (“B”) a mortalidade
final foi de 67,3% e para o controle 22,9%.

O tempo médio de sobrevivéncia (MTS) também néo diferiu estatisticamente
entre os tratamentos, mas todos diferiram em relacdo ao controle. Para o tratamento
“M” foi de 5,86 dias, para “B” de 6,52 dias e 6,48 dias para “B+M” (Figura 16, Tabela
9 em Anexo). Desse modo, conclui-se que para este isolado, os tratamentos
apresentaram viruléncia aproximadas para D. maidis.

Para esse isolado néo foi possivel quantificar a concentracdo aplicada para
os tratamentos “B+M” e “B” nos bioensaios pelo fato da bactéria ndo se desenvolver
nas placas utilizadas para contagem de colénias em nenhum dos experimentos

realizados.



38

4.1 Ensaios de dose para 6200

Considerando os resultados dos bioensaios com as cinco cepas de
Chromobacterium spp. selecionamos a C. paludis (6200), considerada uma das mais
virulentas, para realizar os bioensaios de dose resposta.
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Figura 17 - Sobrevivéncia de adultos de Dalbulus maidis apds aplicacdo dos
tratamentos de bactérias + metabdlitos (B+M) e somente metabdlitos
(M) para a cepa de Chromobacterium paludis 6200. O controle foi
realizado com solucdo de diluicho usado para as cepas. As
concentracdes de aplicacdo foram de 6,70x10°, 6,81x107, 5,14x1068,
5,03x10° e 3,55 %104 para os caldos fermentados contendo B+M e a
concentracdo dos metabdlitos foi diluida de 100%, 25% e 1%. As
letras A, B e C referem-se as diferenciacdes estatisticas por Log-Rank
(P < 0,05)
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A Figura 17 ilustra os resultados obtidos de trés experimentos montados em
datas distintas. Ao analisar o gréfico desta segunda etapa podemos concluir que os
tratamentos de diferentes concentragbes de metabdlitos ndo apresentaram
diferencas estatisticas em relacdo ao tempo de sobrevivéncia dos insetos.

Vale ressaltar que foi possivel quantificar as concentragbes aplicadas do caldo
fermentado somente apds 48 horas do ensaio, quando as colénias de bactérias
cresciam para quantificacao (ISO, 2013).

Para os metabdlitos ndo era possivel realizar o plaqueamento, uma vez que
eram livres de células, sendo a concentracéo real de cada um dos metabdlitos uma
incégnita tanto nos experimentos quanto na literatura.

Para a concentracdo 6,70x10° os tratamentos apresentaram mortalidade
final de 76,9%, enquanto que os tratamentos 6,81x107, 5,14x108, 5,03x10° e 3,55
x10% apresentaram respectivamente 75,2%, 78,7%, 77,0%, 74,5% (Tabela 8 em
Anexo). Para o controle, esse valor foi de 29,1%.

O tempo médio de sobrevivéncia (MTS) nédo apresentou diferenca
estatistica, mas todos diferiram em relacdo ao controle.

Para o tratamento 6,70x10° o MTS foi de 5,90 dias, para 6,81x107 de 5,62
dias, para 5,14x106 de 5,73 dias, para 5,03x10° de 6,23 dias e para 3,55 x10* de
5,80 dias (Figura 17, tabela 13 em Anexo).

Para as concentracdes de 100%, 25% e 1% de metabdlitos, temos que a
mortalidade final foi de 72,9%, 65,8%, 67,0%, respectivamente. Ja o controle, foi
observado uma mortalidade de 29,1%.

Com relacdo ao tempo médio de sobrevivéncia (MTS), ele também né&o
diferiu estatisticamente entre os tratamentos, mas todos diferiram em relacdo ao
controle. Para o tratamento “100%” foi de 6,46 dias, para “25%” de 6,55 dias e para
“1%” de 6,73 dias (Figura 17, Tabela 13 em Anexo).

Desse modo, conclui-se que para este isolado, 0s tratamentos apresentaram
viruléncia aproximadas para D. maidis.

Vale ressaltar que os tratamentos 6,81x107, 5,14x10% foram os dois
tratamentos que apresentaram uma diferenca estatistica em relacéo ao tempo médio
sobrevivéncia (MTS) em relacdo aos tratamentos de apenas metabdlitos (M),

apresentando um controle mais rapido da praga.
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4.2 Pigmentacéo da Dalbulus maidis

Durante as analises periodicas dos bionesaios, foi possivel perceber que as
cigarrinhas-do-milho (Dalbulus maidis) se pigmentavam na coloragdo arroxeada,
tipica da Chromobacterium spp para todos os isolados testados.

1 mm

Figura 18 - Dalbulus maidis contaminada com Chromobacterium paludis (6200) apos

4 dias de bioensaio
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5 DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos o efeito de cinco espécies de bactérias Gram-
negativas e nao esporulantes do género Chromobacterium contra a mais importante
praga do milho, a cigarrinha D. maidis. Estudamos também a viruléncia em funcéo
de diferentes concentracdes de células e metabdlitos do isolado 6200de C. paludis.
No experimento com as cinco especies de Chromobacterium ndo foi notado
diferenca estatistica entre a aplicacdo dos metabdlitos, do caldo fermentado bruto
(células mais metabolitos) ou somente das células, exceto para o isolado 6200 em
gue os metabolitos foram mais virulentos em relagéo ao tratamento com bactérias.

A rapida mortalidade da praga € uma caracteristica desejavel uma vez que
guanto mais rapidos conseguirmos controlar o inseto em campo, menos danos
havera na lavoura e, consequentemente, menos perdas produtivas para o agricultor.

Em uma lavoura convencional, o0 momento de plantulas e os primeiros
estadios fenologicos da cultura sdo os mais sensiveis, sendo que 10 adultos de
cigarrinhas por planta reduzem em até 60% em massa seca da parte aérea e
radicular da planta, apenas por meio da succdo que o inseto realiza (CRUZ et al,
2012).

De maneira geral os isolados de Chromobacterium prospectados neste
estudo demoraram cerca de cinco a seis dias para causar morte em 50% da
populacdo de insetos. Em termos praticos e considerando um inseto vetor é
desejado que a morte do inseto seja rapida para evitar a transmissao dos patdégenos
para as plantas.

Porém, embora o tempo para causar mortalidade possa ser longo, possiveis
efeitos nocivos das Chromobacterium nos fitopatégenos que circulam no interior do
inseto permanece desconhecido.

O controle biologico de pragas com bactérias é feito com cepas da espécie
Bacillus thuringiensis que tradicionalmente controlam lagartas de instares menores e
cujo mecanismo de acédo é conhecido.

Considerando insetos sugadores existem relatos de isolados de B.
thuringiensis que conseguem controlar fémeas do inseto Buenoa tarsalis (Hemiptera
Notonectidae) em aproximadamente 125 horas apos aplicacdo (aproximadamente
5,2 dias) (GUTIERREZ, 2017), sendo um valor relativamente préximo ao encontrado

para Chromobacterium spp no controle da cigarrinha-do-milho.
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Diferentemente de B. thuringiensis, o mecanismo de acdo das
Chromobacterium contra insetos € pouco conhecido. Na literatura os relatos
apontam para efeitos relacionados as células e aos metabdlitos produzidos ao longo
do cultivo.

Outra caracteristica da Chromobacterium, em especial da espécie C.
subtsugae € a diversidade de hospedeiros susceptiveis que vao desde acaros (Dara
et al. 2018), besouros (Martin et al. 2007), sugadores (SHANNAG; CAPINERA,
2018, Martin et al. 2007) e dipteros (WISE et al., 2018).

Neste estudo relatamos alguns insetos pigmentados de roxo, o que € indicio
de uma possivel colonizacdo do inseto pela Chromobacterium. Uma vez que as
bactérias ndo apresentam estruturas de penetracdo como no caso dos fungos como
apressorio e a producédo de enzimas digestivas da cuticula (ZHANG et al., 2010),
levantou-se algumas hipoteses em relacdo a forma dessa contaminagao ocorrer,
uma vez que pouco se sabe sobre a forma de acdo desta bactéria em insetos
sugadores.

Sugere-se algumas linhas de pesquisa para analisar as hipoteses
levantadas, uma vez que a contaminacdo pode ocorrer pelos espiraculos e, de
alguma forma, contaminar a hemolinfa do inseto, pigmentando seu corpo como um
todo, assim como na imagem observada (Figura 18), por ser uma regido mais umida
e de trocas gasosas do inseto com 0 meio ambiente.

Outra possibilidade, seria por meio da entrada dessas bactérias nas células
estomaticas da planta e, de alguma forma, entrar em contato com o inseto durante a
sua succao de seiva.

Além disso, a cigarrinha apresenta um comportamento muito particular, em
virtude de suas antenas ndo possuirem uma capacidade sensitiva tdo agucada
como alguns sugadores como o psilideo por exemplo, apresentando sensilas labiais,
ou seja, uma estrutura capaz de sentir as plantas antes de iniciar a sucao, tocando a
superficie da planta com seu aparelho bucal e ingerindo a bactéria (BACKUS, 1988).

Este achado sugere que a Chromobacterium spp pode, de alguma forma
produzir substancias que afetam o comportamento e o metabolismo da cigarrinha,
sendo necessarios mais estudos para confirmar essa hipotese.

Neste estudo selecionamos o isolado 6200 da espécie C. paludis descrita em
2020 e isolada de uma regido de lagos nos Estados Unidos (Blackburn et al. 2020)

para os estudos de dose resposta. Uma questdo interessante a ser considerada em
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relacdo a essa cepa, em comparacdo com as demais, € 0 seu odor caracteristico,
gue é mais intenso.

Esse fenbmeno pode estar relacionado a uma possivel alteracdo no
comportamento das cigarrinhas durante sua alimentacdo, permitindo que o inseto
evite a planta. Além disso, o que foi possivel perceber € que para os tratamentos de
“M” boa parte do controle de sobrevivéncia da D. maidis ocorreu nos primeiros 5 dias
de ensaio, reduzindo sua velocidade de controle a partir deste tempo.

Logo, percebe-se que os metabdlitos podem ter um potencial de morte em até
6 dias de aplicacdo para controlar a praga, salvo a cepa 6201 com o valor de MTS
de 6,17, continuando de modo mais discreto nos demais dias do ensaio.

Considerando o experimento com o isolado 6200 chama a atencdo que 0s
tratamentos que apresentavam apenas metabdlitos diferiram estatisticamente
apenas das concentragées de 6,81x107 e 5,14x10°%. Ambas concentracdes foram as
gue mais rapidamente controlaram as cigarrinhas quando comparados a todos 0s
demais tratamentos analisados.

Além disso, o tratamento que apresentou maior concentracdo de bactérias e
metabdlitos (6,70x10°) ndo apresentou o maior controle da praga, sem sequer diferir
dos tratamentos com apenas metabdlitos. Isso despertou a atencéo, uma vez que se
imaginava que, assim como no caso dos fungos, maiores concentracfes dos
agentes microbioldgicos controlariam de maneira mais eficaz a praga.

Contudo, como isso nao ocorreu, foi realizada uma discusséo acerca do que
poderia ter ocorrido e chegou-se a conclusdo de que isso pode estar relacionado
com alguma atividade de Quorum sensing.

Quorum sensing € um mecanismo de comunicacao célula a célula que pode
ocorrer tanto entre micro-organismos da mesma espécie quanto entre espécies
diferentes. Esse processo é dependente da densidade populacional no ambiente,
sendo regulado por estimulos e respostas emitidos pelas células (SOLA et al., 2012).

Esse mecanismo de comunicacdo ocorre em proteobacterias Gram negativas
gue apresentam uma proteina do tipo LuxIR que, em conjunto com outros
mecanismos de comunicacao, conseguem perceber os sinais emitidos por células da
mesma espécie, reconhecendo e identificando sinais (MANEFIELD et al., 2002).

Logo, o micro-organismo tem a capacidade de liberar e detectar autoindutores
conforme a densidade populacional cresce, aumentando a concentragdo desses

compostos.
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A medida que essa concentracao de sinalizadores e metabdlitos se torna critica
a espécie, pode haver um estresse oxidativo, acumulo de metabdlitos toxicos,
deplecdo de nutrientes, desencadeando a expressdo de alguns genes especificos
expressando bioluminescéncia, sintetizacdo de biofilmes, producdo de toxinas e
demais a¢bOes que podem reduzir a viruléncia do micro-organismo (WATERS et al.,
2005; MANEFIELD et al., 2002).

No caso do presente estudo, acreditamos que as maiores concentracdes de
calda podem estar relacionadas ao sistema de Quorum sensing, inibindo alguma
atividade metabdlica associada a viruléncia desta espécie de bactéria. Diante disso
para uma eventual recomendacdo de aplicacdo de C. paludis em campo para
controle de cigarrinha, seria indicado uma calda na concentracgéo de 5,14x108 /mL.
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6 CONCLUSOES

Os experimentos conduzidos com as cepas de Chromobacterium
demonstraram resultados promissores no controle da praga D. maidis, evidenciando
a potencial eficacia desses micro-organismos no manejo bioldgico de cigarrinhas-do-
milho. Durante o estudo, foram analisados trés tipos de tratamentos para cada cepa:
caldo fermentado completo (contendo bactérias e metabdlitos), outro contendo
apenas bactérias e, por fim, apenas metabdlitos, buscando identificar a forma mais
eficaz de controle.

Os resultados obtidos destacaram a potencialidade das diferentes cepas de
Chromobacterium spp no controle da cigarrinha-do-milho, com variagdes
significativas na eficacia dos tratamentos em relacdo ao controle. Observou-se que 0
isolado C. paludis 6200 apresentou uma eficiéncia superior em comparacdo aos
demais, especialmente nos tratamentos contendo apenas metabdlitos (M) e a
combinacao de bactérias e metabdlitos (B+M).

A analise estatistica revelou que o tratamento com apenas metabdlitos
proporcionou uma reducdo mais rapida da populacdo de cigarrinhas, controlando
40% (figura 12) da praga em apenas dois dias, enquanto o tratamento com a
combinacdo de bactérias e metabdlitos levou quatro dias para alcancar resultados
semelhantes.

Além disso, os resultados indicaram o tratamento com apenas metabolitos
se destacou por seu efeito rapido, o que é extremamente relevante para minimizar
os danos as lavouras de milho, especialmente nos estagios iniciais de
desenvolvimento das plantas.

Para a cepa C. sphagni 6198, o tratamento B+M foi o mais eficaz ao longo
do tempo, com uma taxa final de controle de 76,6% (Tabela 5 em Anexo). A cepa C.
alticaptis (6201) apresentou comportamento similar, embora com uma taxa final de
controle um pouco menor para o tratamento B+M (68,1%) que foi o tratamento que
mais se destacou.

Em ambas as cepas, 0s tratamentos com metabdlitos e bactérias isoladas
nao diferiram significativamente em termos estatisticos para MTS, mas
demonstraram uma reducdao significativa em comparacéo ao controle.

As cepas Chromobacterium subtsugae 6199 e C. amazonense 6197 também

apresentaram um bom controle da praga, mas sem diferengcas estatisticas
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significativas para o MTS entre os tratamentos “M+B”, “B” e “M” dentro de uma
mesma cepa.

No entanto, todos os tratamentos diferiram estatisticamente do controle,
destacando a eficacia das cepas no controle da praga.

Os ensaios de dose com a cepa 6200 revelaram que diferentes
concentracfes de metabdlitos ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
entre si para MTS, mesmo com variagcbes na concentracdo de 100% para 1% do
metabdlito aplicado.

Esse resultado sugere a possibilidade de utilizar concentracdes menores de
metabdlitos para um futuro produto comercial, sem comprometer a eficacia no
controle da praga. As concentracdes de 6,81x107 e 5,14x10° foram as que mais
rapidamente controlaram as cigarrinhas, destacando-se como potenciais
concentragdes ideais para aplicagéo.

Vale a pena destacar que o tratamento com maior concentracdo 6,70x10°
nao se diferenciou dos demais tratamentos envolvendo metabolitos exclusivamente,
com uma mortalidade mais baixa que o0s tratamentos com concentracfes de
6,81x107 e 5,14x10°. Diante disso, altas concentragdes de Chromobacterium podem
estar relacionadas a algum tipo de ativacdo para a bactéria expressar Quorum
sensing.

Em concluséo, este estudo demonstrou que as cepas de Chromobacterium
spp possuem um grande potencial como agentes de controle biolégico de Dalbulus
maidis, especialmente através de seus metabdlitos. A cepa 6200, em particular, se
destacou e foi selecionada para futuros estudos de dose-resposta, visando

desenvolver um produto comercial eficaz e sustentavel para o controle dessa praga.
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Tabela 5 - Mortalidade de Dalbulus maidis em porcentagem com valores exatos que

foram obtidos da média dos ensaios realizados

Numeragéo Tratamentos Dose aplicada % Mortes
T1 6200- Bac + Met 1,19E+09 72,2
T2 6201- Bac + Met 6,99E+09 68,1
T3 6197 - Bac + Met 0,00E+00 59,5
T4 6198 - Bac + Met 3,57E+08 76,6
T5 6199 - Bac + Met 2,38E+08 68,2
T6 6200 - Bac 3,20E+09 56,1
T7 6201 - Bac 1,16E+09 57,7
T8 6197 - Bac 0,00E+00 67,3
T9 6198 - Bac 3,87E+08 67,6
T10 6199 - Bac 1,50E+09 61,5
T11 6200- Met 65,4
T12 6201 - Met 65,4
T13 6197 - Met 67,5
T14 6198 - Met 65,0
T15 6199 - Met 74,3
T16 Controle 22,9

Tabela 6 - Valores da concentracédo exata aplicada em cada um dos tratamentos no

bioensaio 1
Tratamento Cepa Concentracao aplicada
T1 6200Filtrado 1,43E+09
T2 6201Filtrado 9,63E+09
T3 6198 Filtrado 6,65E+08
T4 6197 Filtrado 0,00E+00
T5 6199 Filtrado 4,55E+08
T6 6200 3,65E+09
T7 6201 1,26E+09
T8 6198 7,10E+08
T9 6197 0,00E+00
T10 6199 2,85E+09
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Tabela 7 - Valores da concentragédo exata aplicada em cada um dos tratamentos no

bioensaio 2
Tratamento Cepa Concentracao aplicada
T1 6200 Filtrado 9,40E+08
T2 6201 Filtrado 4,35E+09
T3 6198 Filtrado 4,85E+07
T4 6197 Filtrado 0,00E+00
T5 6199 Filtrado 2,00E+07
T6 6200 2,75E+09
T7 6201 1,06E+09
T8 6198 6,30E+07
T9 6197 0,00E+00
T10 6199 1,43E+08

Tabela 8 - Porcentagem exata de sobrevivéncia e morte de cada um dos

tratamentos para os bioensaio de dose

Numeracao Dose aplicada % Mortes
T1 6,70E+09 76,9
T2 6,81E+07 75,2
T3 5,14E+06 78,7
T4 5,03E+05 77,0
T5 3,55E+04 74,5
T6 100% met 72,9
T7 25% met 65,8
T8 1% met 67,0
T9 - 29,1
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Tabela 9 — Tempo médio de sobrevivéncia para os ensaios das diferentes cepas

Tempo meédio de

sobrevivéncia

Tratamento (MTS) 95% Conf. Lower | 95% Conf. Upper
Controle >8 >8 >8
6200 Bact + Met 5,97 5,35 6,59
6201 Bact + Met 5,74 5,05 6,43
6197 Bact + Met 6,48 5,77 7,18
6198 Bact + Met 5,64 5,07 6,22
6199 Bact + Met 6,63 6,11 7,15
6200Bact 6,28 5,67 6,89
6201Bact 6,69 6,13 7,25
6197 Bact 6,52 5,98 7,05
6198 Bact 6,29 5,76 6,82
6199 Bact 6,01 5,41 6,62
6200Met 5,06 4,42 5,71
6201Met 6,17 5,54 6,79
6197 Met 5,86 5,22 6,49
6198 Met 5,99 5,37 6,61
6199 Met 5,99 5,37 6,60

Tabela 10 - Valores da concentracdo aplicada em cada um

bioensaio de dose 1

dos tratamentos no

Tratamento Concentracéo
T1 1,10E+10
T2 1,07E+08
T3 2,34E+06
T4 7,75E+05
T5 6,95E+04
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Tabela 11 - Valores da concentracdo aplicada em cada um dos tratamentos no
bioensaio de dose 2

Tratamento Concentragéo
T1 8,80E+09
T2 9,50E+07
T3 1,28E+07
T4 7,05E+05
T5 6,85E+04

Tabela 12 - Valores da concentracdo aplicada em cada um dos tratamentos no
bioensaio de dose 3

Tratamento Concentragéo
T1 3,00E+08
T2 2,20E+06
T3 2,85E+05
T4 2,90E+04
T5 2,55E+03

Tabela 13 — Tempo médio de sobrevivéncia para os ensaios de doses

Tempo médio de

Tratamento |sobrevivéncia (MTS) |95% Lower Conf. 95% Upper Conf.
Controle >8 >8 >8
6,70E+09 5,90 5,44 6,36
6,81E+07 5,62 5,15 6,09
5,14E+06 5,73 5,33 6,14
5,03E+05 6,23 5,83 6,64
3,55E+04 5,80 5,34 6,25
100% M 6,46 6,04 6,89
25% M 6,55 6,13 6,98
1% M 6,73 6,34 7,13




