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RESUMO - A soja tem grande destaque por sua importancia econdmica, sendo o Brasil o segundo
maior produtor e o principal exportador do gréo. Para alta producdo € necessario adotar o controle

de pragas da cultura, controlando principalmente o percevejo-marrom Euschistus heros. Com o

aumento da liberacdo de dioxido de carbono (CO,) atmosférico alteragbes como o aumento de
temperatura global estdo ocorrendo. Sabe-se que o CO, estimula a producdo de fotoassimiladores
nas plantas e consequentemente afeta a populacdo de insetos de importancia agricola. Na
auséncia de O, ou em situacao de aumento de CO,, a cadeia respiratoria do inseto fica bloqueada
ou parcialmente bloqueada e a glicose € quebrada por fermentagédo. Ocorre, entdo, a producao de
alcool e acido latico, toxicos para células. Esses compostos podem afetar o desenvolvimento,
reprodutividade e longevidade dos insetos. Adicionalmente, esses compostos podem afetar as
interacdes entre insetos e simbiontes e portanto, podem influenciar no controle de pragas. Desse
modo, avaliou-se o comportamento dos simbiontes presentes nos cecos gastricos de E. heros
criados em dois tratamentos, sendo um tratamento (controle) com 4001100 ppm (partes por milh&o)
de CO, e um tratamento com 900£100 ppm de CO,, ou seja, com adicao extra de CO,. Em ambos
tratamentos foi observada uma baixa infectividade natural dos insetos com o simbionte e a

propor¢ao de insetos positivos foi maior no ambiente com adic¢do extra de CO..
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ABSTRACT - Soybean has great significance for its economic importance, being Brazil the second
largest producer and the main exporter of the grain. For high production it is necessary to adopt
pest control of the crop, by controlling mainly the brown stink bug Euschistus heros. With increasing

release of carbon dioxide (CO,) atmospheric changes as global temperature increases, are
occurring. It is known that CO, stimulates the production of photo-assimilators in plants and
consequently affects the population of insects of agricultural importance. In the absence of O, or in
a situation of CO, increases, the respiratory chain of the insect is blocked or partially blocked and
the glucose is broken by fermentation. Then, there is the production of alcohol and lactic acid, toxic
to cells. These compounds can affect the development, reproductivity, and longevity of insects. In
addition, these compounds may affect interactions between insects and symbionts and therefore
may influence pest control. Thus, this study evaluated the behavior of the symbionts present in the
gastric caeca of E. heros grown in two treatments, being a treatment (control) with 400 £ 100 ppm
(parts per million) of CO, and a treatment with 900 + 100 ppm of CO,, ie with extra addition of CO..
In both treatments a low natural infectivity of the insects with the symbiont was observed and the
proportion of positive insects was higher in the environment with extra CO,. The knowledge of the
behavior of the bug and its symbionts is very important for pest management in a global warming

scenario.

Keywords: DNA Extraction, pest of soybean, carbonic gas, endosymbiont, stink bug.

1. INTRODUCAO

No Brasil, o complexo de insetos causadores de danos a soja é composto principalmente
por lepidopteros desfolhadores e percevejos sugadores de seiva (PANIZZI et al., 2013). Mesmo
com a notoria alteracdo climatica no globo terrestre, poucos sédo os trabalhos que relacionam o
aumento populacional de insetos-pragas as alteragdes nas concentracdes de didxido de carbono
(CO,) em paises de clima tropical (DADER et al., 2016).

O CO,tem rapido aumento de concentracdo na atmosfera, devido a atividades tais como
desmatamentos, queima de combustiveis fésseis, entre outras liberacdes de substancias quimicas
(IPCC, 2014). Os impactos podem ser observados em todos o0s continentes (aumento da

temperatura global, contaminacdo do ar atmosférico, etc.), nos oceanos (acidificagdo da agua do
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mar devido a reacdo quimica com o CO,) e colocam em risco a estabilidade econémica global,
principalmente no que se refere ao futuro das atividades agricolas (EITZINGER et al., 2010;
GORNALL et al., 2010).

A soja [Glycine max (L) Merril] recebe destaque em estudos de influéncia de CO,, por ser a
mais cultivada no mundo, mas pouco se sabe ainda sobre o assunto. Na agricultura, a soja assume
importancia mundial pela producdo de grdos/sementes, com alta produtividade. Com objetivo de
manter a alta produtividade da soja, é necessario que agricultores adotem meios de controle de
pragas, sendo que as principais sao lepiddpteros e percevejos da familia Pentatomidae (PANIZZI;
OLIVEIRA, 1998).

O percevejo da familia Pentatomidae Euschistus heros é atraido por plantas com alto teor
nutritivo, as quais proporcionam melhor desenvolvimento e capacidade reprodutiva aos insetos
(PANIZZI, 1991). Assim, com o0 aumento da concentracdo de CO, atmosférico, as plantas poderéo
ter um incremento na produgdo de carboidratos e outros compostos, podendo tornar-se ou n&o
mais atrativas aos percevejos. Tal evento na natureza podera potencializar o ataque de pragas no
campo. Zavala et al. (2013) discutem que plantas submetidas a um ambiente enriquecido com CO,
tendem a apresentar uma maior variabilidade de nutrientes disponiveis aos endosimbiontes,
justificando assim o maior sucesso de colonizagéo e desenvolvimento de insetos sugadores.

Associacdes entre insetos e microrganismos sdo importantes biologicamente para as
plantas hospedeiras e podem influenciar na evolucdo de ambos. Relacdes entre insetos e
microrganismos sao largamente encontradas na natureza e podem ser obrigatérias para o
hospedeiro, para o simbionte, para ambos ou para nenhum. Prado et al. (2006) relataram que
Nezara viridula apresenta bactérias endosimbibticas associadas aos cecos gastricos.
Posteriormente, foi mostrado que os percevejos E. heros, Acrosternum hilare (Say, 1832),
Murgantia histrionica (Hahn, 1834), Chlorochroa ligata (Say, 1832), Chlorochroa sayi (Stal, 1872),
Chlorochroa uhleri (Stal, 1872), Plautia stali (Scott, 1874), Thyanta pallidovirens (Stal, 1862),
Pellaea stictica (Dallas, 1851), Loxa deducta (Walker, 1867), Thyanta perditor ((Fabricius, 1794),
Piezodorus guildinii, Dichelops melacanthus (Dallas, 1851), e Edessa meditabunda (Fabricius,
1794) também apresentam um simbionte dominante nos cecos gastricos (PRADO; ALMEIDA,
2009a; PRADO; ZUCCHI, 2012). A arvore filogenética dos simbiontes associados aos cecos
gastricos dos percevejos ndo formam um grupo monofilético, sugerindo evolutivamente inUmeras
introducbes de tempos em tempos (PRADO et al.,, 2006; PRADO; ALMEIDA, 2009a). Buchner
(1965) sugeriu que a transmissdo dos simbiontes de fémeas para ninfas se daria verticalmente,

mas diferente de outros insetos, oralmente. Prado et al. (2006) confirmaram e demonstraram que
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ninfas de primeiro instar de N. viridula nascem aposimbibticas (sem simbiontes) e, logo em
seguida, através do comportamento de agregacgéo sobre 0s ovos, sugam e adquirem 0s simbiontes
espalhados pelas fémeas na superficie do corium dos ovos (PRADO et al., 2006; PRADO;
ALMEIDA, 2009b; PRADO et al., 2009). Embora néo relatado em detalhes, esse modo Unico de
transmisséo, onde o simbionte fica exposto por um certo periodo de tempo fora do hospedeiro, é
extremamente interessante pois pode ser afetado por fatores ambientais como aumento de
temperatura e no caso pelo CO,, variaveis que podem influenciar a interacao coevolucionaria entre
insetos e microrganismos e no comportamento da praga no campo. Desse modo, esse estudo
avaliou o comportamento dos simbiontes presentes nos cecos gastricos de E. heros, sob o efeito
de duas concentracfes diferentes de CO, a fim de conhecer a conduta das pragas e dos

microrganismos no campo em um cenario de aquecimento global.

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Entomologia e Fitopatologia da Embrapa Meio

Ambiente em Jaguariana/SP.

2.1. Ambientes utilizados

As condi¢cBes gerais utilizadas nos dois tratamentos (condicdo ambiente e com adicdo extra
de CO,) foram de 25+3 °C de temperatura, 70+10 % de umidade relativa e 14 horas de fotoperiodo.
O tratamento com adicdo extra de CO, (T1) foi conduzido em camara do tipo B.O.D. (340 L de
volume) com concentracdo de CO, de 900+100 ppm (partes por milhdo). Ja o tratamento sem
adicdo extra de CO, (T2) foi conduzido em camara do tipo Fitotron® (1200 L) com concentracéo de
400+100 ppm.

2.2. Ovos e periodo ninfal de Euschistus heros

A guantidade de ovos utilizados no estudo foi de 800 unidades, sendo 400 por tratamento,
separados em 20 repeticdes, contendo 20 ovos cada repeticdo e devolvidas para as respectivas
camaras (B.O.D. e Fitotron®). Cada repeticdo foi composta por uma caixa pléstica do tipo gerbox
(11 x 11 x 3,5 cm) com aberturas nas tampas de 4 cm? vedadas com tecido do tipo “voil” para

trocas gasosas. Além disso as gaiolas foram forradas com papel filtro. Os ovos foram
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disponibilizados pela empresa BUG Agentes Bioldgicos de Piracicaba — SP, Brasil. Uma
vagem/gerbox foi disponibilizada para assim que as ninfas atingissem o 2° instar pudessem se
alimentar. ApGs a eclosédo, as ninfas foram avaliadas quanto a diversos parametros biologicos e a
mortalidade em cada instar e também a somatéria ao final, totalizando os cinco estagios ninfais. As
repeticdes contendo 20 ovos cada (20 repetigdes), foram avaliadas diariamente apds a ecloséo das
ninfas. A alimentacdo das ninfas foi composta de uma vagem verde de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) e 5 amendoins cru (Arachis hypogaea L.). As vagens e amendoins foram substituidos a cada 6
~ 7 dias, quando esses perdiam visualmente caracteristicas nutritivas (vagens murchas/secas e/ou
amareladas) ou quando apresentavam fungos. De cada repeticdo, um macho e uma fémea foram

retirados e colocados em &lcool 90% para futura analise de extracéo de DNA.

2.3. Extracdo de DNA e PCR

Um total de 40 insetos de cada tratamento (T1, T2) foi selecionado para realizar a extragédo
de DNA seguindo o protocolo de Rogers e Bendich (1988). Neste protocolo, os percevejos foram
macerados, utilizando-se as solugbes de tampdo de extracdo, CTAB 10% (Cetyl
trimethylammonium bromide) e proteinase K (10mg/ml) para cada amostra, na sequéncia foram
levadas ao banho seco c/ agitagdo por 60 minutos. Apds esse tempo, foram realizadas lavagens
das amostras com cloroférmio:élcool isoamilico (24:1), levado a centrifuga a 14000 rpm por 15
minutos a 15° C. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante (400ul) foi retirado e transferido para
eppendorfs novos e, em seguida, lavados com isopropanol gelado 100% (400ul) e 45% de acetato
de aménio (10M) (180ul). As amostras foram armazenadas overnight a -4°C. Na segunda etapa da
extracdo o sobrenadante foi descartado, lavando o pellet com etanol 70% (300ul), apds isso as
amostras secaram, foi acrescentado 30ul de TE, ou seja, de solugdo de Tris-HCI (1M, pH: 8,0) / 20
mL de EDTA (Ethylenediaminetetraacetic 0,5 M, pH: 8,0), e apds 30 min a 37°C, as amostras foram
armazenadas no freezer a -4°C. Apos a extracdo de DNA, 2ul de cada amostra foram aliquotadas,
adicionados 0,5ul de cada um dos pares de “primers” 16SB1 (universal) e SPEh1 (especifico) para
deteccdo do simbionte primario do percevejo, também 6,25ul do Master Mix (Tag DNA Polymerase
Master Mix RED da Ampligon) para a reagédo de Polimerase em Cadeia (PCR). Para a amplificagéo
do DNA, as amostras foram colocadas no Termociclador Veriti, por 2h30min, conforme testes
realizados anteriormente para o conjunto de “primers” desenvolvido para a deteccdo do simbionte

presente nos cecos gastricos do percevejo E. heros como em Prado et al. (2006).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na Figura 1, o simbionte primario de Euchistus heros foi
detectado em 37,5% dos insetos que foram criados a partir dos ovos colocados no T1 J& nos
insetos advindos de ovos colocados no T2, o simbionte foi detectado em somente 15% dos insetos.
J4 os dados de infectividade natural dos insetos pelo simbionte foi baixo (<40%) em ambos
tratamentos, sendo semelhante aos dados apresentado para o percevejo Murgantia histridnica e
diferindo dos dados apresentados pelo percevejo Acrosternum hilare como observado
anteriormente em Prado et al. (2010). No entanto, pode-se observar que 0s insetos criados em
ambiente com adicdo de CO, apresentaram mais que o dobro de insetos positivos para o simbionte
mostrando uma tendéncia de encontrarmos um numero maior de insetos infectados com os

simbiontes em um cenario de aumento do aquecimento global.
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Figura 1. Porcentagem total de machos e fémeas do percevejo Euschistus heros positivos para o
simbionte presente nos cecos gastricos de insetos criados a partir de ovos colocados em ambiente
com adicdo extra de CO, 900+100 ppm (T1) em comparacdo com insetos criados a partir de ovos
colocados em condigbes ambientais semelhantes a encontrada na natureza de 400+100 ppm (T2 -

sem adicéo extra de CO,).
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4. CONCLUSAO

Neste trabalho observamos que a porcentagem de deteccdo de simbionte presente nos
cecos gasticos do percevejo foi maior nos insetos criados em ambiente com adi¢éo extra de CO,
em comparagdo com os insetos criados em condi¢gdes ambientais. Ambientes com teor maior de
CO, tendem a favorecer e aumentar a infectividade natural dos insetos pelos simbiontes
influenciando diretamente no desenvolvimento dos insetos, ja que a maioria dos simbiontes séo
obrigatérios para seu desenvolvimento. No entanto, é necessario analisar um maior nimero de
insetos por mais de uma geracao, para obter resultados mais consistentes da influéncia do CO, no
desenvolvimento do simbionte do percevejo E. heros.
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