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Resumo: Uma das principais pragas da cultura do milho é a Lagarta do cartucho, Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera:Noctuidade). Seus danos podem causar perdas de até 34% nessa
cultura. O seu controle é baseado, principalmente, em produtos quimicos, e, recentemente, vém
sendo desenvolvidas novas alternativas a base de produtos de controle biolégico que sao mais
especificos e causam menos impactos ao ambiente. O género Bacillus sp tem sido largamente
utilizado no controle de diversas pragas, e produtos comerciais com base nessa bactéria tém
tido sucesso contra a lagarta do cartucho. Este estudo avaliou a mortalidade de 22 cepas de
Bacillus sp contra Spodoptera frugiperda. Os isolados testados apresentaram percentual de
mortalidade larval em S. frugiperda de 0,00 a 66,67%. As cepas 70,72, 88 e 90 apresentaram
mortalidade acima de 75,00% até a fase de pupa.
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Abstract: One of the main pests of corn is the army worm, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidade). Their damage can cause losses of up to 34% in this culture. Its control is based
mainly in chemicals and new alternatives have recently being developed based on biological
control products that are more specific and cause less impact to the environment. The genus
Bacillus sp has been widely used for controlling various pests, and commercial products based
on this bacterium have been successful against cartridge Caterpillar. This study evaluated the
mortality of 22 strains of Bacillus sp against Spodoptera frugiperda. The isolates tested showed
larval mortality percentage in S. frugiperda from 0.00 to 66.67%. Strains 70,72, 88 and 90 had a
mortality rate up to 75.00% pupation.
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1INTRODUCAO

O Brasil, hoje, vive um momento crescente no setor agropecudrio, batendo
recordes seguidos de produgao de graos nas ultimas safras, caminhando, segundo
previsdes, para tornar-se, em breve, o maior produtor mundial. Segundo a CONAB
(2013), na safra 2012/2013, a producgado brasileira de graos foi de 184,1 milhdes de
toneladas, um aumento de 10,8% em relagao a safra passada, e com possibilidades de
crescer mais ainda na safra 2013/2014. No entanto, essas perspectivas crescentes de
produgao no setor agricola podem ser comprometidas em decorréncia dos problemas
fitossanitarios que os produtores brasileiros vém enfrentando nas ultimas safras, em
virtude do aumento da resisténcia e tolerancia dos defensivos com relagao as pragas e
doencas.

Dentre os fatores bidticos, as pragas constituem-se em elemento relevante, com
perdas estimadas em cerca de dois bilhdes de ddlares anuais. Em meio a esse complexo
de pragas, a lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (SILOTO, 2002)
(Lepidoptera: Noctuidae), é considerada a mais voraz, pois sempre atinge o nivel de
dano econdémico, atacando as plantas tanto na fase vegetativa quanto na fase
reprodutiva (CRUZ, 1999; WAQUIL; VILLELA, 2003; AFONSO-ROSA; BARCELOS,
2012).

O uso indiscriminado de inseticidas organicos sintéticos desenvolvidos durante
o ultimo século tem colocado em risco a satide humana e tem causado graves
problemas ambientais. Preocupados com tais problemas, pesquisadores tém
desenvolvido estratégias alternativas para o manejo de insetos pragas, e, dentre elas, o
Manejo Integrado de Pragas (MIP) tem aberto uma visao mais racional sobre o uso de
inseticidas e controle de pragas. O uso de microrganismos entomopatogénicos
(controle microbiano), no controle desses insetos para o MIP, representa um avango
para uma agricultura mais equilibrada com o meio ambiente, principalmente em paises
de clima tropical, com vastas areas plantadas, como € o caso do Brasil.

O controle microbiano apresenta vantagens como especificidade, multiplicagao
e dispersao do patégeno no ambiente, controle mais duradouro, além de serem nao
poluentes. E importante mencionar que os microrganismos entomopatogénicos nao
devem ser considerados os tinicos agentes de controle de insetos. Esse tipo de controle
devera fazer parte de um conjunto de medidas que, atuando em harmonia com o
ambiente, seja capaz de reduzir a populacdo dos insetos pragas a niveis nao
econdmicos.

De acordo com Jutsum (1998), do ponto de vista comercial, o maior potencial
para o controle microbiano reside na utilizagao de bactérias e fungos, os quais podem
ter custo efetivo de producao comparavel aos dos quimicos disponiveis no mercado.
Apesar de todos os beneficios, somente alguns biopesticidas tém sido empregados.

O crescente interesse na utilizacdo de bactérias entomopatogénicas para o
controle de populagdes de insetos prejudiciais levou o homem a pesquisar mais
profundamente as bactérias que formam os esporos, pois é uma caracteristica de
persisténcia e simplesmente um pré-requisito para que um agente possa ser produzido
em escala comercial. Embora sejam conhecidas centenas de espécies de bactérias
associadas com insetos, sdo poucas aquelas que possuem caracteristicas que permitem
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o seu uso no controle de insetos prejudiciais. As espécies de maior importancia
concentram-se nas familias Enterobacteriaceae e Bacillaceae, além de alguns géneros da
ordem Pseudomonadales (HABIB; ANDRADE, 1998).

A familia Bacillaceae, amplamente estudada, envolve dois géneros de alta
importancia, Bacillus e Clostridium (HABIB; ANDRADE, 1986).

Dentre as bactérias com potencial de uso no controle bioldgico de insetos,
destacam-se as do género Bacillus. Uma pesquisa que tem recebido atengao é o
desenvolvimento de inseticidas com as toxinas de Bacillus thuringiensis. O seu uso €
limitado, em parte pela alta especificidade e em parte por causa de sua moderada
eficicia. Estudos para melhorar essas duas caracteristicas tém sido feitos,
aprofundando-se no entendimento da base molecular da seletividade e propriedades
inseticidas de suas toxinas (GILL et. al., 1992).

Apenas 1% das pestes da agricultura e vetores transmissores de doencgas ¢é
controlado por compostos origindrios de organismos vivos. Entretanto, em mais de 30
anos como agente de controle bioldgico, o Bacillus thuringiensis é responsavel por 90-
95% desse mercado. A atividade entomopatogénica desse microrganismo deve-se a
presenca de uma inclusao cristalina produzida durante a esporulacao. O cristal,
composto por proteinas denominadas 6-endotoxinas ou proteinas cristal (Cry),
apresenta acao extremamente toxica e altamente especifica para larvas de insetos de
trés ordens: Lepidoptera, Diptera e Coledptera. As toxinas contidas no cristal sdo
virtualmente indcuas para o homem, os vegetais, os animais e outros invertebrados
(VALADARES et. al., 1998).

A utilizacdo do Bacillus thuringiensis no controle de insetos tem sido
incrementada pelos avangos da engenharia genética. Os cristais toxicos e os genes que
codificam essas proteinas vém sendo isolados e estudados quanto a regulacao e
expressao. O uso dessas tecnologias tem facilitado a clonagem desses genes e sua
expressao em plantas, em sementes e em bactérias de solo, providenciando novos
caminhos para a toxina chegar até os insetos. Esses novos desenvolvimentos em
Bacillus thuringiensis controlando insetos, embora seguros para a saide humana e ao
ambiente compativeis com outras praticas agricolas, poderao encontrar problemas com
resisténcia de insetos (GILL et. al., 1992).

As novas tecnologias estdo contribuindo inclusive para produzir
microrganismos potencialmente tteis no controle bioldgico. O processo de
melhoramento genético, visando produgao de plantas transgénicas resistentes a insetos
pela transferéncia de genes codificadores de toxinas provenientes de bactérias, ja
resultou em variedades comercializaveis, embora surjam problemas de resisténcia dos
insetos as toxinas (AZEVEDQO, 1998). A possibilidade de se explorar mais a diversidade
encontrada nessa bactéria e espécies correlatas foram aventadas por Chilcott; Wigley
(1994), que alertam para o fato de que vém sendo encontradas linhagens ativas contra
outros insetos que nao os usualmente suscetiveis. Afirmando, ainda, que também ha
processos efetivos de selegao de isolados na natureza que precisam ser desenvolvidos.

Objetivou-se testar o efeito de mortalidade de cepas de Bacillus sp., realizando
testes de patogenicidade em Spodoptera frugiperda.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério de Genética e Biotecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).
Os bioensaios constituiram-se de 22 cepas de Bacillus sp. que foram comparadas aos
tratamentos de controle negativo (dgua destilada) e de controle positivo (Dipel) B.
thuringiensis kurstaki.

2.2 MATERIAL BIOLOGICO
2.2.1 Spodoptera frugiperda

Pupas de Spodoptera frugiperda foram fornecidas pelo Centro Nacional de Milho
e Sorgo (CNPMS) — EMBRAPA, bem como pela criagdo mantida no Laboratdrio de
Genética e Biotecnologia - GENEB, do UNIPAM.

Para os testes de patogenicidade, foram utilizadas larvas de 1° e 2° instar,
advindas da postura das mariposas apds eclosao das pupas. Essas larvas foram
alimentadas com dieta artificial.

A dieta utilizada na alimentagao das larvas tem como base o feijao, e vem sendo
usada no Departamento de Entomologia da ESALQ ha alguns anos (KASTEN et. al.,
1978) com sucesso, cuja composicao estd descrita na Tabela 1. Essa quantidade é
suficiente para 80 recipientes de criagao (copinhos plasticos de 50 ml).

TABELA 1: Nutrientes utilizados em dieta artificial de Spodoptera frugiperda.

Componentes Quantidade
Feijao 100,0 g
Levedura de cerveja 150¢g
Acido ascérbico 15g
Metilparaidroxibenzoato (nipagin) 10g

Acido sérbico 05g
Formaldeido (38%) 1,0 ml

Agar (+ 250 ml de agua) 120g

Agua 375,0ml

Fonte: Kasten el al, 1978

O feijao é cozido, sendo que a variedade Carioca é a que proporciona o melhor
desenvolvimento de Spodoptera frugiperda (PARRA; CARVALHO, 1984).

O preparo da dieta foi feito misturando-se os ingredientes, exceto o dgar, em
agua e batendo-se em liquidificador. O dgar é dissolvido separadamente em dgua em
ebulicdo. A seguir, os dois contetidos sao misturados e homogeneizados por meio de
um agitador elétrico, sendo a dieta transferida ainda quente para bandejas, onde, apds
seu completo resfriamento em camara de fluxo laminar, sao cobertas por folhas de
papel aluminio e ficardo armazenadas em geladeira.
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2.2.2 Bacillus sp.

As cepas de Bacillus sp. foram obtidas da colegao de bactérias do Laboratorio de
Genética e Biotecnologia - GENEB, do UNIPAM.

Aliquotas dessas cepas foram inoculadas em meio LB (Luria-Bertani), deixando
em crescimento em camara agitadora por 36 horas, a 25°C e 150 RPM.

O meio de cultura para Bacillus sp. foi preparado segundo Sambrook et. al.
(1989), com algumas altera¢des. Para cada litro de meio, utilizou-se 1000 ml de dgua
deionizada, 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NaCl. Colocando-se
os compostos em erlemeyer, adicionando 950 ml de 4gua deionizada, dissolvendo bem,
completando, entao, com 50 ml de 4gua deionizada. Lacrou-se o erlemeyer e levou-o ao
autoclave por 15 minutos. Em seguida, levou-se o erlemeyer a camara de fluxo,
deixando a temperatura baixar a aproximadamente 50°C, adicionando-se, entdo,
Penicilina G (7,5 mg/250ml).

2.3 TESTES DE PATOGENICIDADE

Para os testes de patogenicidade, foi seguida a metodologia utilizada pela
EMBRAPA-CNPMS, que consiste em ministrar as larvas neonatas, tabletes (1x1 cm) de
dieta artificial sem antibidticos, banhadas em suspensao da bactéria. Para cada cepa,
deverao ser utilizadas 12 larvas.

As larvas foram individualizadas em recipientes de 50 ml, vedados com tampas
de plastico e colocadas a temperatura de 25° C. Diariamente, foi observada a
mortalidade larvaria correspondente, anotando os resultados. Para cada cepa, foi
observada a mortalidade durante todas as fases do inseto.

O experimento foi montado em Delineamento Inteiramente Casualizados (DIC),
com doze repeti¢Oes para cada cepa avaliada, contendo 12 lagartas no total. Todos os
isolados foram submetidos a ANAVA e ao teste de Duncan a 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testadas 22 cepas da colecao de bactérias do Laboratério de Genética e
Biotecnologia - GENEB, que apresentaram percentual de mortalidade larval em S.
frugiperda de 0,00 a 66,67% (Tabela 2). Essas mesmas cepas variaram o indice de
mortalidade até a fase de pupa de S. frugiperda de 0,00% a 75,00% (Tabela 3). O Bacillus
que atua por ingestao tem sua agdo, inicialmente, limitada ao aparelho digestivo do
inseto, porém, com a reducdo do pH intestinal, causada pela agao das toxinas Cry, os
esporos disseminam-se pelo corpo do inseto, causando contaminagao generalizada
(GLARE; O'CALLAGHAM, 2000).

Os resultados de mortalidade larval desse experimento apresentam
percentagens similares aos trabalhos de Mendes et. al. (2009) e Logueiro et. al. (2001),
com 13,64% das cepas com indice de 66,675 de mortalidade larval.

Os isolados 61 e 70 apresentaram incremento de mortalidade de 33,00% na fase
de pupa. Provavelmente, a mortalidade nessa fase foi resultante de acdo das toxinas
presentes nas cepas, que interferiram na alimentagao das lagartas. Os isolados 70, 72,
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88 e 90 apresentaram mortalidade acima de 75,00% até a fase de pupa. Conforme
observado por Viana et al. (2009), o aumento da mortalidade na fase de pupa possibilita
a formulagdo de produto comercial para ser utilizado em programas de manejo
integrado. Os isolados estudados influenciaram diretamente na biologia do inseto,
interferindo desde a fase larval até a fase de pupas, o que vem de encontro com os
trabalhos de Ramos et. al. (2004) e Ibarra e Lopezmeza (1997).

TABELA 2: Percentual de mortalidade de larvas TABELA 3: Percentual de mortalidade de S.
de S. frugiperda submetidas a cepas de Bacillus sp. frugiperda, submetidas a cepas de Bacillus sp.,
coletadas na regido do Alto do Paranaiba, Patos que nao atingiram a fase adulta, Patos de
de Minas - MG. Minas - MG
Tratamentos Mortalidade (%) Tratamentos Mortalidade (%)
Dipel 100.00 a Dipel 100.00 a
72 66.67 a b 90 75.00 a b
88 66.67 a b 72 6667 a b
90 66.67 a b 88 6667 a b ¢
64 50.00 b ¢ 64 50.00 a b ¢
70 50.00 b ¢ 70 50.00 a b ¢ d
77 50.00 b ¢ 77 50.00 a b ¢ d
81 50.00 b ¢ 81 50.00 a b ¢ d
84 50.00 b ¢ 84 50.00 a b ¢ d
89 50.00 b ¢ 89 50.00 a b ¢ d e
62 41.67 b ¢ d 62 41.67 a b ¢ d e
69 41.67 b ¢ d 69 41.67 a b ¢ d e
86 41.67 b ¢ d 86 4167 a b ¢ d e
61 33.33 b ¢ d 61 33.33 b ¢ d e
63 33.33 b ¢ d 63 33.33 b ¢ d e
66 33.33 b ¢ d 66 33.33 b ¢ d e
76 33.33 b ¢ d 76 33.33 b ¢ d e
80 33.33 b ¢ d 80 33.33 b ¢ d e
67 25.00 b ¢ d 67 25.00 b ¢ d e
68 25.00 b ¢ d 68 25.00 c d e
87 16.67 c d Test 16.67 c d e
Test 8.33 c d 87 16.67 d e
65 8.33 c d 65 8.33 e
74 0.00 d 74 0.00 e
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5%. entre si pelo teste de Duncan a 5%.
4 CONCLUSAO

Das 22 cepas de Bacillus sp. testadas, os isolados 70, 72, 88 e 90 apresentaram
mortalidade acima de 75,00% até a fase de pupa de S. frugiperda.
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