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Resumo: O trabalho objetivou avaliar, em laboratdrio, o efeito de diferentes cepas de Bacillus
sobre a mortalidade de S. frugiperda. O experimento foi realizado no laboratério de Genética e
Biotecnologia do UNIPAM, em Patos de Minas, utilizando lagartas e bactérias do acervo do
laboratorio. Os tratamentos foram os seguintes: testemunha, produto comercial e dez cepas
aleatdrias; com dez repeti¢des, em delineamento inteiramente casualizado. Inicialmente fizeram-
se meio de cultura para desenvolvimento das bactérias e dieta para as lagartas. Posteriormente
montou-se o bioensaio de patogenicidade, sendo a mortalidade verificada apos sete dias. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(0,05% de significancia). A testemunha, a cepa 1 e a cepa 8 ndo causaram a morte de lagartas,
enquanto os demais tratamentos apresentaram diferentes niveis de mortalidade (entre 84 e 12%).
Concluiu-se que algumas cepas de bactérias do género Bacillus podem promover a mortalidade
de S. frugiperda.
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Abstract: This work aimed to evaluate, in a laboratory, the effect of different Bacillus on the
mortality of S. frugiperda. The experiment was conducted in the laboratory of Genetics and
Biotechnology of UNIPAM in Patos de Minas, using caterpillars and bacteria from the laboratory
collection. The treatments were as follows: control, commercial product, and ten random strains,
with ten repetitions, in an entirely randomized design. Initially, a culture medium for bacterial
development and a diet for the caterpillars were prepared. Then, the pathogenicity bioassay was
performed and mortality was checked after seven days. Data were subjected to analysis of
variance and means were compared using Tukey's test (0.05% significance). The control, strain 1,
and strain 8 did not result in caterpillar death, while the other treatments had varying levels of
mortality (ranging from 84 to 12%) for S. frugiperda.
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1 INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, é uma espécie que se destaca na
agricultura brasileira, principalmente na cultura do milho, estendendo seus danos por
todos os estadios de desenvolvimento da planta. Apds a formacao do cartucho, a lagarta
se aloja em seu interior, dificultando as medidas de controle, principalmente o quimico,
mais utilizado pelos agricultores (BARCELOS; ANGELINI, 2018). Apesar de eficiente e
bastante utilizado, o controle quimico pode gerar problemas como maior risco de
contaminagao ambiental, aumento nos custos de produgao, além de ser, na maioria das
vezes, incompativel com outros métodos de controle (MENDES et al., 2011).

Dessa forma, a utilizacdo do Manejo Integrado de Pragas (MIP) com énfase na
tatica do controle bioldgico tem adquirido importancia nas ultimas décadas, pois
promove uma maior sustentabilidade e viabilidade ecoldgica no agrossistema (GOMES
et al., 2018). O controle bioldgico é definido como uma agao de inimigos naturais sobre
uma populagao de pragas, resultando na diminui¢ao da populagao (POLANCZYK,
2004). Dentro do segmento do controle bioldgico, surgiram os microrganismos
entomopatogénicos, especialmente fungos, virus e bactérias (FATORETTO et al., 2007).

Um dos mais difundidos inseticidas bioldgicos, de natureza microbiana, é o
género Bacillus. Essas bactérias gram-positivas, isoladas do solo, tém capacidade de
produzir endotoxinas que afetam severamente o sistema digestivo das lagartas, levando-
as a morte (HORTA et al., 2017). Além disso, apesar de os produtos comerciais
disponiveis serem limitados ao controle de lepidopteros, dipteros e coledpteros, estudos
mostram que mais de 1000 espécies de insetos, pertencentes a varias ordens, sdo
sensiveis a bactérias desse género (POLANCZYK, 2004). Outro fator importante é que
essas bactérias nao possuem efeito poluente, sao indcuas aos mamiferos, a outros
invertebrados e plantas (BERNARDES; THULER; THULER, 2018).

Como técnicas de controle de pragas pelo uso de Bacillus, podemos citar os
bioensaios de patogenicidade, que sdo estudos realizados em laboratorio, com a
finalidade de selecionar cepas mais eficazes no controle dos insetos. A eficcia pode ser
avaliada através dos testes de patogenicidade realizados contra algumas lagartas, entre
elas, a S. frugiperda (BECHELENI et al., 2017).

Assim, objetivou-se avaliar, em condigdes de laboratdrio, o efeito de diferentes
cepas de Bacillus sobre a mortalidade de lagartas de S. frugiperda.

2 MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi conduzido no Laboratério de Genética e Biotecnologia
(GENEB) do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).

2.1 ORIGEM DOS INSETOS PRAGA (SPODOPTERA FRUGIPERDA)
Utilizaram-se insetos (Spodoptera frugiperda) em fase larval, originados da

criagdo ja estabelecida no Laboratorio de Genética e Biotecnologia (GENEB) do Centro
Universitario de Patos de Minas - UNIPAM.
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2.2 SELECAO E ORIGEM DAS CEPAS BACTERIANAS (Bacillus sp.)

Foram selecionadas ao acaso dez cepas de Bacillus sp. do acervo do Laboratdrio
de Genética e Biotecnologia (GENEB) do Centro Universitario de Patos de Minas -
UNIPAM.

Estas foram obtidas por meio de coletas feitas no municipio de Patos de Minas,
em diversos substratos, de acordo com a metodologia descrita no protocolo do
laboratorio.

2.3 PREPARO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Inicialmente foi preparado o meio de cultura Luria Bertani (LB) acrescido de
sais (liquido), para crescimento da bactéria, apresentando a seguinte composicao: glicose
(1g), caldo nutritivo (8g), extrato de levedura (5g), triptona (10g), NaCl (5g),
MgS04(0,3g), FeSO4(0,02g), ZnSO4(0,02g) e MnSO4(0,02g). Cada um dos reagentes foi
pesado separadamente e colocado em um Becker contendo aproximadamente 800 mL
de dgua destilada. Os reagentes foram diluidos com auxilio de agitador magnético e, em
seguida, utilizou-se pHmetro para acertar o pH do meio a 7,5, sendo a correcao feita com
solucao base (NaOH 3M). Por fim, o volume foi aferido até 1000 mL.

Desse meio, foram distribuidos 40 mL em 24 erlenmeyers. Posteriormente, cada
erlenmeyer foi vedado com algodao e envolto em tecido e papel aluminio, sendo
autoclavado durante 15/20 minutos. Durante esse periodo, a capela de fluxo laminar foi
limpa e permaneceu ligada sob luz UV. Apds a autoclavagem, os erlenmeyers contendo
o meio de cultura foram levados a capela, onde se realizou a inoculacao utilizando-se
100uL de cada cepa da bactéria (BECHELENI et al., 2017).

2.4 PREPARO DA DIETA DOS INSETOS

Foi preparada a dieta artificial para a realizagao dos testes de bioensaios para a
Spodoptera frugiperda, apresentando a seguinte composigao: feijao carioca (111,0g), agar
puro (13,6g), gérmen de trigo (52,8g), levedura de cerveja (33,8g), acido ascorbico 99%
(3,4g), acido sorbico 99% (1,1g), nipagin-metil-parahidroxibenzonato (2,1g), formaldeido
36% (2,76 mL), solugdo inibidora - 4cido propidnico 41,8%, acido fosforico 4,2% e agua
54% (2,76mL), sendo colocados em recipientes separados.

O feijao foi colocado em imersdo com 1 litro de dgua, durante 12 horas, sendo
autoclavado por 30 minutos, em temperatura minima, e 10 minutos, em temperatura
média, apds atingir 120°C (1 atm de pressao). O agar foi colocado em um erlenmeyer,
adicionando-se d4gua destilada até o volume de 433 mL, sendo levado ao microondas por
10 minutos e retirado em intervalos de 1 minuto para se agitar a solu¢dao, com o auxilio
de uma colher, até levantar fervura. Apds esse processo, foi desligado e mantido em
estufa a +/-70°C até o momento do preparo da dieta.

No liquidificador, trituraram-se o germe de trigo, a levedura de cerveja, o acido
ascorbico e o nipagin, com 466 mL de dgua destilada, durante 5 minutos. Posteriormente,
foi adicionado a essa mistura o agar e, depois, o feijao quente, triturando-se por mais 5
minutos.
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A dieta entdo foi vertida em uma forma quadrada, sendo mantida sob luz UV
por 20 minutos, de acordo com a metodologia descrita por Becheleni et al. (2017).

2.5 BIOENSAIO DE PATOGENICIDADE

O bioensaio de patogenicidade foi feito de acordo com a metodologia descrita
por Becheleni et al. (2017). Utilizaram-se suportes de isopor para colocar os potes
plasticos de 50 mL, identificados pelos registros das bactérias. Para cada tipo de isolado
bacteriano, foram feitas 10 repeti¢des, adicionando-se 1cm?® da dieta artificial. Utilizou-
se uma aliquota de 165 pL em cada tratamento, sendo uma testemunha, um produto
comercial e dez cepas bacterianas diferentes, totalizando-se 12 tratamentos. Como
Testemunha (T1), utilizou-se 4gua destilada autoclavada isenta do patogeno. Além disso,
utilizou-se nas mesmas propor¢des um produto comercial a base de Bacillus sp. (Dipel
WGP®), com uso bastante difundido entre os produtores. Esse produto é indicado para
algumas lagartas, porém ainda ndo hd recomendacgdes para a S. frugiperda (T2). Ja as cepas
bacterianas foram escolhidas ao acaso, no acervo do laboratorio.

Apds a secagem da cultura bacteriana adicionada a dieta, uma lagarta de
segundo instar de S. frugiperda foi colocada em cada copo, devidamente fechado com
tampa de acrilico. Foram testadas 10 lagartas por repetigao, com um total de 110 lagartas
testadas, mediante protocolo do Laboratdrio de Genética e Biotecnologia (GENEB).

Os bioensaios foram acondicionados na sala de experimentos climatizada sob
as mesmas condi¢Oes da sala de criagao dos insetos (26 +/-2°C e fotoperiodo de 12 horas).
Apds sete dias da montagem, realizaram-se as avaliacdes para constatagao da
mortalidade das lagartas. Verificou-se a eficiéncia de controle de cada um dos isolados
bacterianos, com as médias e as porcentagens da mortalidade dos insetos calculadas em
cada um dos tratamentos.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram obtidos em porcentagem. Posteriormente foram
transformados para realizacao dos testes estatisticos (arcsen * (raiz de x / 100)). Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de varidncia, e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

A mortalidade das lagartas, verificada aos sete dias apds a montagem do
experimento, pode ser observada na Figura 1. A testemunha com dgua, a cepa 1 e a cepa
8 foram estatisticamente semelhantes, com meédia de 3% de mortalidade. Além disso,
destacou-se o uso do produto comercial, com mortalidade de 84%. Entre as cepas
oriundas do laboratdrio, as cepas 2, 4 e 10 apresentaram mortalidade acima de 30%; as
demais foram entre 12 e 28%.
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Figura 1: Mortalidade (%) de S. frugiperda no trabalho “Efeito de cepas de Bacillus sp.
sobre a mortalidade de Spodoptera frugiperda em condigGes de laboratorio”, Patos de
Minas, MG. 2021
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Esse resultado pode estar relacionado a presenca ou nao de proteinas
especificas codificadas pelos genes crylAa, crylAb e crylAc, que sao altamente toxicos
aos insetos da ordem dos lepidopteros. Para confirmar essa teoria, devem ser realizadas
pesquisas futuras envolvendo a caracterizacdo molecular das cepas testadas,
determinando as proteinas envolvidas na atividade tdéxica das cepas testadas
(FATORETTO et al.; 2007; SILVEIRA et al., 2011; BECHELENI et al.; 2017).

Outro fator a ser considerado, segundo Fatoretto et al (2007), é a quantidade de
esporos vidveis em cada isolado, pois essa quantidade determina o nivel de controle das
lagartas. Isso pode explicar por que o produto comercial testado apresentou alto indice
de controle, pois, segundo a bula, ele possui alto nivel de esporos vidveis (minimo de
27,5 bilhodes por grama). Além disso, ha os genes supracitados.

Ademais, é importante ressaltar que a manipulagdao das cepas no laboratorio
passa por diversas etapas, e qualquer alteragdo no seu manuseio pode alterar sua
toxidade: temperatura e umidade de cultivo, pH e quantidade de oxigénio dissolvido no
meio de cultura (VALICENTE et al., 2015).

Resultados semelhantes foram obtidos por Silveira et al. (2011), testando
bactérias do género Bacillus no controle de Acaro rajado (Tetranychus urticae). Becheleni
et al. (2017) e Constanski et al. (2015) também encontraram diferentes niveis de
mortalidade com diferentes cepas de Bacillus.
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4 CONCLUSAO

Concluiu-se que bactérias do género Bacillus podem promover a mortalidade
de lagartas S. frugiperda. Apesar disso, ainda devem ser realizados mais estudos para
selecao e caracterizacao de cepas mais eficientes, nao so nessa espécie de lagartas, mas
também em outras.
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