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Resumo: Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria entomopatogénica com alto potencial para o controle
de Spodoptera frugiperda, uma das pragas agricolas mais prejudiciais ao cultivo de milho, soja e algodao
no Brasil. Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia de duas cepas de Bt (S1450 e 51457) no
controle bioldgico de lagartas de S. frugiperda em laboratério. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, com sete tratamentos (seis concentragdes de esporos e
controle) e trés repetigdes. Avaliacoes de mortalidade foram realizadas diariamente durante sete dias
apos a exposic¢do inicial. Os resultados mostraram que a cepa 51450, nas concentragdes de 1x108 e 1x107
esporos/mL, apresentou taxas de mortalidade de 90% a 100%, significativamente superiores as demais
concentracdes. J4 a cepa 51457 mostrou menor eficiéncia, com taxas de mortalidade entre 20% e 70%
nas mesmas concentragdes. Concluiu-se que a cepa 51450 é mais eficaz no controle de S. frugiperda,
sugerindo sua aplicabilidade em programas de manejo sustentavel de pragas agricolas.
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Abstract: Bacillus thuringiensis (Bt) is an entomopathogenic bacterium with high potential for the
control of Spodoptera frugiperda, one of the most damaging agricultural pests affecting maize, soybean,
and cotton crops in Brazil. This study aimed to evaluate the efficacy of two Bt strains (51450 and S51457)
in the biological control of S. frugiperda larvae under laboratory conditions. The experiment was carried
out in a completely randomized design with seven treatments (six spore concentrations and a control)
and three replications. Mortality assessments were performed daily for seven days after initial
exposure. The results showed that strain S1450, at concentrations of 1x10% and 1x107 spores/mL,
exhibited mortality rates of 90% to 100%, significantly higher than the remaining concentrations. Strain
51457 showed lower efficiency, with mortality rates ranging from 20% to 70% at the same
concentrations. It was concluded that strain S1450 is more effective in controlling S. frugiperda,
indicating its potential applicability in sustainable pest management programs.
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1 INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria entomopatogénica amplamente
utilizada no controle biologico de pragas agricolas, devido a sua seletividade e ao baixo
impacto ambiental (Lenina et al., 2014) Essa bactéria é conhecida por produzir proteinas
toxicas, especialmente as proteinas Cry, que atuam de forma especifica em diversas
espécies de insetos-praga, como a Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), uma
das principais pragas nas culturas de milho, algodao e soja no Brasil (Cruz, 1995;
Figueiredo et al., 2005; Melatti et al., 2005). Essas proteinas Cry se ligam a receptores
especificos no trato digestivo das lagartas, causando a formagao de poros na parede
intestinal, o que leva a paralisia e morte do inseto (Bravo et al., 2011). A especificidade
de B. thuringiensis torna seu uso uma alternativa eficaz e segura ao controle quimico, com
vantagens na reducao dos impactos ambientais e na preservagao de inimigos naturais
(Crickmore et al., 1998; Corréa, 2012).

S. frugiperda, conhecida como lagarta-do-cartucho, ¢ uma praga que causa
danos significativos as culturas, com perdas consideraveis na produgao. Ao se alimentar
das folhas, especialmente nas fases iniciais do ciclo da planta, a praga pode destruir
plantas jovens e comprometer o desenvolvimento de culturas mais maduras, reduzindo
tanto a produtividade quanto a qualidade dos graos (Pavarini et al., 2023). O uso
intensivo de inseticidas quimicos no manejo de S. frugiperda tem sido associado ao
desenvolvimento de resisténcia e a diminui¢ao da eficacia desses produtos, tornando
urgente a busca por alternativas sustentdveis para o controle da praga (Carvalho et al.,
2013).

Neste contexto, o uso de cepas de B. thuringiensis oferece um potencial
promissor, com cepas diferentes apresentando niveis variados de eficacia, dependendo
das concentragdes e da capacidade de produgao das proteinas Cry especificas (Bravo et
al., 2011; Vachon et al., 2012). Este estudo visa comparar a eficacia de duas cepas de B.
thuringiensis, 51450 e S1457, no controle de S. frugiperda em condi¢des de laboratorio, com
o objetivo de identificar o potencial de controle bioldgico de cada cepa e contribuir para
o desenvolvimento de estratégias de manejo integrado de pragas mais sustentaveis.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ORIGEM DAS CEPAS E LAGARTAS

As cepas S1450 e 51457 de Bacillus thuringiensis e as 450 lagartas de segundo
instar (Figura 1) de Spodoptera frugiperda utilizadas no experimento foram obtidas do
acervo do Laboratdrio de Pesquisas Bioldgicas, Aditivos e Protetores, da empresa NOOA
Ciéncia e Tecnologia, localizada em Patos de Minas, Minas Gerais. As cepas foram
preservadas em papel filtro e mantidas em condicoes especificas até o momento da
utilizagao nos bioensaios.
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2.2 CULTIVO E FERMENTACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

As cepas 51450 e S1457 de Bacillus thuringiensis, preservadas em papel filtro,
foram cultivadas em meio liquido especifico para Bacillus sp., composto por agucar (4,0
g), proteina de soja (2,4 g), amido de milho (0,8 g), extrato de levedura (2,4 g), sulfato de
amonio (0,3 g), fosfato monobasico de potassio (0,6 g), fosfato bifasico de potassio (0,6 g)
e solucdo de sais (10 mL). Os indculos foram mantidos sob agitacao em shaker a 200 rpm
e a 30°C por trés dias, periodo durante o qual o desenvolvimento e a esporulagao das
cepas foram monitorados por meio de microscopia para garantir a esporulacao
completa. Apos essa fase, a pureza e a concentra¢ao dos inoculos foram avaliadas para
assegurar a qualidade e, entao, os indculos foram armazenados para uso nos bioensaios.

Figura 1: Microscopia dptica dos indculos das cepas 51450 e S1457 de Bacillus
thuringiensis (aumento de 1000x, sem corantes), evidenciando esporos liberados e
cristais. Imagem utilizada para avaliagdo da pureza e esporulagao das cepas.

' A . .

2.3 PREPARO DA DIETA DOS INSETOS UTILIZADA NO BIOENSAIO

A dieta artificial para os bioensaios com Spodoptera frugiperda foi preparada
seguindo as diretrizes de Cruz (1995). A composigao da dieta incluiu feijao carioca (68,75
g), levedo de cerveja (21,04 g), gérmen de trigo (33 g), agar-agar (12,5 g), agua deionizada
(1000 mL) e acido ascorbico (2,12 g). Todos os ingredientes, exceto o acido ascorbico,
foram homogeneizados em liquidificador. Em seguida, a mistura foi autoclavada a
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121°C por 30 minutos para esterilizagdo completa. Apos a autoclavagem, o acido
ascorbico foi adicionado dentro de uma capela de fluxo laminar, utilizando um fouet
esterilizado para assegurar a homogeneizacao. A dieta foi entao distribuida em potes
plasticos de 30 mL, que foram expostos a luz UV por 20 minutos até a solidificacao
completa, garantindo condic¢oes assépticas para o bioensaio.

2.5 REALIZACAO DO BIOENSAIO

O bioensaio de patogenicidade das cepas de Bacillus thuringiensis foi realizado
sob condi¢Oes assépticas e controladas, com o objetivo de avaliar a eficacia de cada
concentragao no controle de Spodoptera frugiperda. Seguindo o protocolo de Becheleni et
al. (2017), o bioensaio ocorreu em uma capela de fluxo laminar para garantir a
esterilidade dos materiais e reduzir ao maximo a contaminagao externa.

Inicialmente, a dieta artificial preparada foi autoclavada a 121°C por 30
minutos. Apds a autoclavagem, a dieta foi distribuida em potes plasticos de 30 mL e
exposta a luz UV por 20 minutos para assegurar a esterilizagao final e solidificagao da
dieta.

As cepas de B. thuringiensis (51450 e 51457) foram diluidas em série para criar
seis diferentes concentragdes de esporos, variando de 1x10% a 1x10? esporos/mL, além do
controle, que recebeu apenas agua destilada estéril. Cada diluicao foi aplicada sobre a
superficie da dieta com o auxilio de uma micropipeta, depositando 160 uL da solugao,
garantindo que a camada superior fosse coberta uniformemente, sem formacao de gotas,
para permitir contato direto das lagartas com o tratamento.

Ap0s a secagem dos tratamentos, dez lagartas de segundo instar de S. frugiperda
foram cuidadosamente transferidas para cada pote com o auxilio de um pincel n® 00
esterilizado, evitando estresse mecanico e contaminacao. Cada tratamento foi replicado
em trés potes, totalizando 30 unidades experimentais por cepa e concentragao.

Os potes foram selados com tampas bem ajustadas para impedir a saida das
lagartas e mantidos em uma sala de bioensaios com controle de temperatura a 25 + 3°C
e fotoperiodo de 12 horas. A avaliacao de mortalidade das lagartas foi realizada 24 horas
apos o inicio do experimento, seguida de observagdes didrias durante sete dias
consecutivos. Em cada avaliagao, o numero de lagartas vivas e mortas foi registrado para
analise.

As lagartas sobreviventes foram transferidas diariamente para novos potes
contendo dieta artificial ndo tratada, evitando a exposi¢dao continua aos esporos de B.
thuringiensis e garantindo que os resultados de mortalidade fossem atribuidos ao
tratamento inicial.

2.6 ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos no bioensaio foram analisados utilizando métodos estatisticos
descritivos e inferenciais. A mortalidade das lagartas em cada tratamento foi avaliada ao
longo dos sete dias, com comparagdes transversais entre as diferentes concentragoes de
esporos das cepas 51450 e S1457. Para a analise inferencial, aplicou-se o teste de Kruskal-
Wallis, seguido do pods-teste de Dunn para comparagdes mdultiplas, conforme
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recomendado por Ayres et al. (2007). Foi adotado um nivel de significancia de 5% (a=
0,05) para rejeicao da hipodtese nula.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, a eficacia das cepas Bacillus thuringiensis (Bt) S1450 e S1457 no
controle de Spodoptera frugiperda foi avaliada através de bioensaios em condigoes
laboratoriais. Os dados obtidos destacaram diferencas significativas entre as duas cepas
em relagao a mortalidade das lagartas, dependendo da concentracao do indculo e do
periodo de exposigao.

A cepa 51450 apresentou alta eficiéncia, especialmente nas concentragoes de
1x108 e 1x107 esporos/mL, alcangando taxas de mortalidade entre 90% e 100% (Tabela 1).
A mortalidade foi observada a partir do 1° dia apds a exposi¢ao (IDAE), com diferengas
estatisticamente significativas em comparacdo as demais concentragoes (p<0,05),
mantendo-se elevada até o 72 dia (7DAE). Esse comportamento destaca o potencial da
51450 como uma ferramenta eficaz no manejo de pragas agricolas, corroborando estudos
que evidenciam a agao tdxica das proteinas Cry sobre o intestino médio de insetos-praga.

Tabela 1: Mortalidade (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo de sete dias
apos o tratamento com diferentes concentracdes da cepa 51450 de Bacillus thuringiensis.
As concentragdes variam de 1x108 a 1x102 esporos/mL, incluindo um controle sem
tratamento. Os valores representam a média de mortalidade didria acumulada, com
avaliagao didria para cada concentragdo ao longo do periodo experimental. As
diferencas de mortalidade entre as concentragoes foram analisadas estatisticamente
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunn
para comparagdes multiplas (p<0,05)

Concentracao Resultado do experimento com a cepa 51450
esporo/ml ODAE 1];A ZIZA SIZA 4];A 5];A 6];A 7];A
Controle
Média 0,0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
DP 0,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1x108
Média 0,0 9,0 9,0 9,7 9,7 9,7 9,7 9,7
DP 0,0 1,4 14 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Mediana 0,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
1x107
Média 0,0 9,0 9,7 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
DP 0,0 1,4 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mediana 0,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
p-valor ns ns ns Ns ns ns ns Ns
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1x106
Meédia 0,0 1,3 2,0 3,3 3,7 3,7 3,7 3,7
DP 0,0 0,9 1,6 1,2 0,9 0,9 0,9 0,9
Mediana 0,0 2,0 2,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
i p<0.0 p<0,0 p<0.0 p<0.0 p<0.0 p<0,0 p<0.
p-valor ne 5 5 5 5 5 5 05
1x10°
Média 0,0 1,3 2,0 3,3 4,0 4,0 4,0 4,0
DP 0,0 1,2 0,8 2,1 1,4 1,4 1,4 1,4
Mediana 0,0 1,0 2,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
i p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,
p-valor ne 5 5 5 5 5 5 05
1x104
Média 0,0 0,3 0,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
DP 0,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Mediana 0,0 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0.
—val P
prvalor ne 5 5 5 5 5 5 05
1x103
Média 0,0 0,0 0,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,7
DP 0,0 0,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Mediana 0,0 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 2,0
<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,
—val P
prvalor ns 5 5 5 5 5 5 05
1x10?
Meédia 0,0 0,3 1,0 1.7 2.3 3,3 3,3 3,3
DP 0,0 0,5 0,8 1.2 1.7 0,9 0,9 0,9
Mediana 0,0 0,0 1,0 2.0 3.0 4,0 4,0 4,0
i p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,0 p<0,
p-valor e 5 5 5 5 5 5 05
0,002 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,00
_ 1 4 14 14 4 4 14 4
p-valor 0,9999 6 5 4 8 5 5 05

Por outro lado, a cepa 51457 demonstrou uma eficiéncia inferior. Mesmo nas
concentracOes mais altas, as taxas de mortalidade variaram entre 20% e 70% (Tabela 2).
Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as concentragoes
testadas (p>0,05), sugerindo uma menor toxicidade desta cepa em relagao a S1450. Essa
diferenca pode ser explicada pela auséncia de proteinas Cry especificas para os
receptores intestinais de *S. frugiperda*, conforme apontado por estudos anteriores.
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Tabela 2: Mortalidade (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo de sete dias
apos o tratamento com diferentes concentracdes da cepa 51457 de Bacillus thuringiensis.
As concentragoes variam de 1x108 a 1x10? esporos/mL, incluindo um controle sem
tratamento. Os valores representam a média de mortalidade didria acumulada, com
avaliagao didria para cada concentragdo ao longo do periodo experimental. As
diferencas de mortalidade entre as concentracdes foram analisadas estatisticamente
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunn para comparagoes

multiplas (p<0,05)
Concentracao Resultado do experimento com a cepa S1457
(esporoS/mL) 0DAE 1DAE 2DAE 3DAE 4DAE 5DAE 6DAE 7DAE
Controle
Meédia 0,0 2,0 2,0 3,0 3,0 4,0 4,0 4,0
Dr 0,0 2,8 2,8 2,2 2,2 1,4 1,4 1,4
Mediana 0,0 0,0 0,0 2,0 2,0 3,0 3,0 3,0
1x108
Meédia 0,0 2,3 2,7 3,3 3,7 4,0 4,0 4,0
DP 0,0 2,6 2,5 2,6 2,5 2,2 2,2 2,2
Mediana 0,0 1,0 2,0 2,0 3,0 3,0 3,0 3,0
1x107
Média 0,0 2,0 2,3 2,7 2,7 2,7 3,3 3,3
Dr 0,0 1,4 1,2 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
Mediana 0,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0 4,0 4,0
p-valor ns Ns ns ns ns ns ns Ns
1x10¢
Média 0,0 1,7 2,3 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7
DP 0,0 2,4 2,1 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
Mediana 0,0 0,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
p-valor ns Ns ns ns ns ns ns Ns
1x10%
Média 0,0 0,7 1,0 2,3 3,0 3,0 3,0 3,0
DP 0,0 0,5 0,8 1,2 0,8 0,8 0,8 08
Mediana 0,0 1,0 1,0 2,0 3,0 3,0 3,0 3,0
p-valor ns Ns ns ns ns ns ns Ns
1x104
Média 0,0 1,7 2,0 2,7 3,0 3,0 3,0 3,0
Dr 0,0 1,7 1,6 1,7 1,6 1,6 1,6 1,6
Mediana 0,0 1,0 2,0 2,0 3,0 3,0 3,0 3,0
p-valor ns ns ns ns ns ns ns Ns
1x103
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Média 0,0 1,7 2,0 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
DP 0,0 1,7 1,6 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Mediana 0,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
p-valor ns ns ns ns ns ns ns Ns
1x102
Média 0,0 1,9 2,1 2,2 2,3 2,3 2,4 2,4
DP 0,0 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7
Mediana 0,0 1,8 2,2 2,7 2,9 3,0 3,1 3,1
p-valor ns ns ns ns ns ns ns Ns
p-valor 0,9999 0,7703 0,7464 0,7512 0,5925 0,3686  0.4057  0,4057

Os graficos de mortalidade (Figuras 2 e 3) reforcam que a cepa 51450 teve um
impacto mais rapido e consistente na redugao populacional das lagartas, enquanto a
51457 apresentou uma resposta limitada, mesmo em condi¢oes de concentragao ideal.
Esses resultados indicam a importancia de selecionar cepas especificas para o controle
de pragas-alvo, como ressaltado por Praca et al. (2007) e Becheleni et al. (2017).

Figura 2: Taxa média de mortalidade (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo
de sete dias apds exposicao a cepa S1450 de Bacillus thuringiensis em diferentes
concentragdes de esporos (1x108 a 1x10? esporos/mL). As avaliagdes de mortalidade
foram realizadas diariamente, e as diferencgas entre as concentragdes foram analisadas
pelo teste de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn (p<0,05)

o 1x10%esporos/ml o Ixi0esporos/ml <) 1x10°= 1x10*esporos/ml
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- R ——t——t——
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0 7
0 1DAE 2DAE 3DAE 4DAE SDAE 6DAE TAE
p=0.9999 p=0.026 p=0.001 p=0.0014 p=0.0008 p=0.0005 p=0.000% p=0.0005
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Figura 3: Taxa média de mortalidade (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo
de sete dias apds exposicao a cepa S1457 de Bacillus thuringiensis em diferentes
concentragdes de esporos (1x10% a 1x10? esporos/mL). As avaliagdes de mortalidade
foram realizadas diariamente, e as diferencas entre as concentragdes foram analisadas
pelo teste de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn (p<0,05)
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Além disso, a variacao na eficiéncia entre as cepas pode estar associada a
presenga de outras toxinas, como Vip e Cyt, ou a interacdo com fatores genéticos dos
isolados bacterianos, como discutido por Polanczyk e Alves (2003), Lee et al. (2003) e
Costa (2009). A presenga dessas toxinas pode influenciar diretamente a toxicidade do
inoculo e a sua aplicagao pratica.

Conclui-se que a cepa 51450 apresenta maior potencial para o controle de S.
frugiperda em condigOes laboratoriais, destacando-se como uma alternativa promissora
para programas de manejo integrado de pragas. No entanto, estudos adicionais em
condigbes de campo sao necessarios para validar sua eficicia e explorar o impacto em
organismos nao-alvo. Por outro lado, a cepa S1457, embora menos eficiente, ainda pode
ter aplicagOes especificas dependendo do contexto agricola e das espécies-alvo. Esses
achados reforcam a necessidade de estudos continuos para otimizar o uso de Bacillus
thuringiensis e desenvolver estratégias de controle bioldgico mais eficazes e sustentaveis.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a cepa S1450 de Bacillus
thuringiensis é altamente eficaz no controle de Spodoptera frugiperda, especialmente nas
concentragdes de 1x10% e 1x107 esporos/mL, que apresentaram taxas de mortalidade
superiores a 90%. Em comparacao, a cepa S1457 mostrou-se menos eficiente, com
mortalidade maxima de 70% nas concentragdes mais elevadas. Esses achados reforcam
o potencial da cepa S1450 como uma alternativa vidvel e sustentavel aos inseticidas
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quimicos no manejo de pragas agricolas, oferecendo uma solugao eficaz para a redugao
de S. frugiperda em cultivos de milho, soja e algodao.

A alta especificidade e a letalidade da cepa 51450 indicam seu potencial para
desenvolvimento em formulagdes comerciais de bioinseticidas, promovendo praticas
agricolas mais sustentaveis e com menor impacto ambiental. Recomenda-se, no entanto,
que futuros estudos avaliem a eficacia dessa cepa em condi¢des de campo, considerando
fatores ambientais que possam influenciar sua acao, e explorem estratégias de integracao
com outros métodos de controle bioldgico para otimizar o manejo integrado de pragas.
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