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AVALIACAO DA ESTERILIZACAO QUIMICA DE OVOS DE
PERCEVEJOS SOBRE A COMUNIDADE MICROBIANA
PRESENTE

CHEMICAL STERILIZATION ASSESSMENT OF STINK BUG
EGG SURFACE ON MICROBIOL COMMUNITY
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Resumo

Os percevejos sao insetos sugadores que se alimentam de plantas de diversas culturas de
importancia econdmica no Brasil e no mundo. Estudos recentes mostram que as espécies
Nezara viridula, Acrosternum hilare, Murgantia histrionica, Euschistus heros, Chlorochroa
ligata, Chlorochroa sayi, Chlorochroa uhleri, Plautia stali, Thyanta pallidovirens, Dichelops
melacanthus, Edessa meditabunda, Loxa deducta, Pellaea stictica, Piezodorus guildinii e
Thyanta perditor apresentam um simbionte dominante associado aos cecos gastricos. Neste
sistema, as fémeas transmitem os simbiontes verticalmente para sua prole espalhando-os
sobre os ovos logo apds a oviposicao. Quando as ninfas de primeiro instar eclodem, elas
sugam a superficie dos ovos e adquirem os simbiontes. Os percevejos podem ter sua biologia
prejudicada pela falta desses simbiontes durante seu desenvolvimento. Neste trabalho avaliou-
se a esterilizacdo quimica superficial dos ovos das espécies E. heros, D. melacanthus, N.
viridula, P. stictica e P. guildinii na comunidade microbiana presente por meio da utilizacao
da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados indicaram que os
ovos esterilizados quimicamente (hipoclorito de sdédio) tiveram o0s microrganismos
(simbiontes) e as estruturas das esculturacdes dos cérions eliminados. Esta informacdo € de
extrema importancia tanto para o aprimoramento das técnicas de criacdo dos insetos em
laboratério quanto na ado¢do de novas estratégias de controle a serem utilizadas no manejo
integrado dessas pragas.

Palavras-chave: Bactéria. Manejo Integrado de Pragas. Simbiontes. Praga de Soja.

Abstract

Stink bugs are plant sucking insects that feed on economic important crops in Brazil and
around the world. Recently, it was shown that the stink bugs Nezara viridula, Acrosternum
hilare, Murgantia histrionica, Euschistus heros, Chlorochroa ligata, Chlorochroa sayi,
Chlorochroa uhleri, Plautia stali, Thyanta pallidovirens, Dichelops melacanthus, Edessa
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meditabunda, Loxa deducta, Pellaea stictica, Piezodorus guildinii, and, Thyanta perditor
carried one major bacterium associated in their midgut. In this system, females of stink bug
vertically transmit the symbionts by smearing them on the surface of the egg masses. When
first instars nymphs hatch, they probe the egg surface and orally acquire the symbionts. Stink
bugs can have their development negatively impacted by the lack of these symbionts. Herne,
using scanning electron microscopy (SEM), we evaluate the chemical surface egg sterilization
of Euschistus heros, Dichelops melacanthus, Nezara viridula, Pellaea stictica and Piezodorus
guildinii on microbial community. Our results show that chemical (sodium hypochloride)
sterilized eggs removed the microbial community (symbionts) and the chorion sculpture
structures. This information is of utmost importance for the improvement of insects rearing
techniques under laboratory conditions and in an adoption of new control strategies to be
used in the integrated management of these pests.

Keywords: Bacteria. Integrated Pest Management. Symbionts. Soybean pest.

1 Introducao

Pentatomidae é uma das maiores familias de percevejos dentro da subordem
Heteroptera (Ordem Hemiptera), com mais de 4.000 espécies descritas dividida em 8
subfamilias (PANIZZI et al., 2000). O sucesso dos percevejos como pragas de plantas de
importancia econdmica € bem conhecido devido ao seu comportamento extremamente
polifago. Diversos grupos de insetos que vivem em dietas com baixos teores de nutrientes,
como € o caso dos percevejos, dependem de simbiontes obrigatérios que proporcionam
nutrientes adicionais imprescindiveis a sua sobrevivéncia (DOUGLAS, 1996). Buchner
(1965) relatou pela primeira vez que percevejos se encontram associados com bactérias
localizadas principalmente no intestino médio ou cecos gastricos. Recentemente, foi mostrado
que as espécies Nezara viridula (L.), Acrosternum hilare (Say), Murgantia histridnica
(Hahn), Euschistus heros (Fabricius), Chlorochroa ligata (Say), Chlorochroa sayi (Stal),
Chlorochroa uhleri (Stal), Plautia stali Scott, Thyanta pallidovirens (Stal), Dichelops
melacanthus (Dallas), Edessa meditabunda (F.), Loxa deducta Walker, Pellaea stictica
(Dallas, 1851), Piezodorus guildinii (Westwood) e Thyanta perditor (F.) apresentam um
simbionte dominante nos cecos gastricos e a filogenia desses simbiontes mostrou que eles nao
formam um grupo monofilético, sugerindo que os simbiontes foram adquiridos multiplas
vezes com o passar do tempo (PRADO AND ALMEIDA 2009a; PRADO AND ZUCCHI,
2012). Buchner (1965) também sugeriu que a transmissdo dos simbiontes de fémeas para
ninfas se daria verticalmente de maneira oral, ou seja, ninfas de primeiro instar logo apds o

nascimento sugam e adquirem os simbiontes espalhados pelas fémeas na superficie da massa
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de ovos (PRADO et al., 2006, PRADO AND ALMEIDA, 2009b, PRADO et al., 2009,
PRADO et al., 2010, PRADO AND ZUCCH]I, 2012).

Deste modo, este trabalho tem por objetivo avaliar a esterilizacdo quimica superficial
dos ovos das espécies E. heros, D. melacanthus, N. viridula, P. stictica e P. guildinii na
comunidade microbiana presente e nas esculturacdes dos coérions por meio da técnica de

microscopia eletronica de varredura (MEV).

2 Material e Métodos

Adultos das espécies E. heros, D. melacanthus, N. viridula, P. stictica e P. guildinii
foram coletados no campo experimental da Embrapa Soja, em Londrina/PR e levados ao
Laboratério de Bioecologia de Percevejos para a criacdo dos insetos e aquisi¢do de ovos. Os
adultos foram acondicionados em caixas pldsticas transparentes de criagdo (25 x 20 x 20 cm),
com fundo forrado com papel filtro e tampas teladas. Os insetos foram mantidos em camara
de criacdo a 25 + 1°C, 60 + 10% U.R. e fotoperiodo de 14 h antes dos ovos serem usados nos
experimentos. Os percevejos foram alimentados com vagem verde de feijdo, Phaseolus
vulgaris L., sementes de soja e amendoim, Arachis hypogaea L. (Fabaceae) e frutos maduros
de ligustro, Ligustrum lucidum Ait. (Oleaceae).

Uma massa de ovos de cada espécie de percevejo foi esterilizada superficialmente em
alcool (95,5%) por 5 min e, em seguida, foram mergulhados em uma solucdo de hipoclorito
de sédio (90%) por 5 min de 1 a 2 dias antes das ninfas eclodirem. No Laboratério de
Microscopia Eletronica da UEL-Londrina/PR, as massas de ovos foram fixados por 12 h em
solucdo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% em tampao fosfato de sédio 0,2M (pH
7,2). Logo apds, os ovos foram lavados trés vezes com tampao fosfato, por um periodo total
de 45 min para a remog¢do dos fixadores. Tetréxido de 6smio 1% em tampao fosfato foi usado
para fazer a pés-fixacdao das amostras durante 1 h. Logo apds desidratacdo em série crescente
de concentracdo de etanol, os ovos foram colados em stubs por meio de fita adesiva dupla
face de carbono, revestidas com ouro em metalizador (BAL-TEC® SCDO050, Balzers,
Liechtenstein) e fotografadas em microscépio eletronico de varredura (FEI® Quanta 200,
Eindhoven, Holanda). O mesmo método foi utilizado para os ovos controle, os quais nao

foram esterilizados.
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3 Resultados e Discussao

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) tem sido utilizada na
identificacdo de caracteres morfoldgicos para o reconhecimento de diversas espécies de
insetos incluindo aspectos morfoldgicos dos ovos de percevejos (MATESCO et al., 2007,
2009; 2014). No presente trabalho, a técnica de MEV foi utilizada para mostrar o impacto da
esterilizacao na superficie dos ovos de percevejos e na comunidade microbiana encontrada ao
seu redor. Todos os ovos dos percevejos apresentaram o formato de barril, com exce¢do dos
ovos de P. stictica que sdo esféricos (Fig. 1).

Os ovos de E. heros, D. melacanthus e P. guildinii do controle (Fig. 1A, 1C e 1E
respectivamente) em comparagdo com os ovos esterilizados (Fig. 1B, 1D e 1F
respectivamente) apresentaram um padrdo de esculturagcdo do cério reticulado espinhoso com
numerosos processos aero-micropilares ao redor do ovo, sendo a ponta dos processos aero-
micropilares de forma clavada. No caso de P. guildinii, os ovos apresentaram a superficie do
corio com menos espinhos e 0s processos aero-micropilares mais compridos quando
comparado com os demais. Os ovos de N. viridula do controle (Fig. 1G) em comparacdo com
os ovos esterilizados (Fig. 1H) ndo apresentaram nenhum padrao de esculturacdo reticulado
sendo a superficie do ovo lisa e sem os adornos observados nos demais ovos. Ja os ovos de P.
stictica do controle (Fig. 1I) em comparacdo com os ovos esterilizados (Fig. 1J), apresentaram
0 mesmo padrdo de esculturacdo do corio encontrado ao redor do ovo todo e ndo somente na
superficie como nos demais ovos. Os processos aero-micropilares dos ovos de P. stictica
foram numerosos também, no entanto, ndo sdo tdo compridos quanto aos demais localizados

na regido do opérculo, ou seja, parte utilizada para a saida do inseto.
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Figura 1 — Visualizacdo externa dos ovos de Euschistus heros (A), Dichelops melacanthus
(C), Nezara viridula (E), Pellaea stictica (G) e Piezodorus guildinii (I) do controle e apds a
esterilizacdo superficial dos ovos (B, D, F, H e J) pela técnica de microscopia eletronica de

varredura (MEV).
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O detalhamento da comunidade bacteriana na superficie dos ovos do controle de E.
heros. D. melacanthus e P. stictica pode ser observado nas Fig. 2, 3 e 4. Na fig. 2A é possivel
observar inimeros microrganismos entre os espinhos na superficie do cério dos ovos de E.
heros. Na fig. 2B € possivel observar também 2 aero-micropilares clavadas e na fig. 2C vérias
bactérias em forma de cocos. Nas figs. 3A, 3B e 3C € possivel observar bactérias em forma de
bastonetes entre os espinhos presente no cério do ovo de D. melacanthus. Nas figs. 4A, B e C
pode-se observar as inimeras aero-micropilares repletas de bactérias ao redor e no topo dos
ovos. Em resumo, a maior parte dos microrganismos encontrados na superficie dos ovos dos
percevejos observados neste estudo apresentam a forma de bastonete como os simbiontes
observados em A. hilare através da técnica de fluorescéncia de hibridizacdo in situ ou FISH
realizada por PRADO et al, (2010). Adicionalmente, pode ser observado também
microrganismos na forma de cocos, talvez um actinomyceto, encontrado também nos cecos

gastricos dos percevejos (ZUCCHI et al., 2012).

Figura 2 — Detalhe de colonias de microrganismos na superficie dos ovos de Euschistus heros

(A, B, O).

Figura 3 — Detalhe de colonias de microrganismos na superficie dos ovos de Dichelops

melacanthus (A, B, C).
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Figura 4 — Detalhe de colonias de microrganismos na superficie dos ovos de Pellaea stictica

(A, B, O).

As informacdes apresentadas confirmam a presenca de comunidades de
microrganismos existente na superficie dos ovos de percevejos. Esses microrganismos,
(possiveis simbiontes), podem influenciar a sobrevivéncia das ninfas por se encontrarem
localizados na superficie de ovos por onde os percevejos permanecem apds a emergéncia
durante o primeiro instar. Estudos recentes demonstraram que ninfas de primeiro instar do
pentatomideo E. meditabunda logo apds a emergéncia visitam cerca de 8 corions/ovos e
permanecem sobre cada um por cerca de 3 minutos, permanecendo por cerca de 25 minutos
sobre os cérions/ovos antes de se posicionarem ao redor dos mesmos (CALIZOTTI AND

PANIZZI 2014); nesse periodo possivelmente ingerem simbiontes.

4 Conclusoes

A esterilizac@o quimica de ovos de percevejo influencia negativamente na estruturacao

do cério dos ovos e na comunidade microbiana presente.
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