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Resumo- Os insetos-praga sdo uns dos fatores que limitam a producdo e a expansao da soja no Brasil.
Entre eles, destaca-se Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae). A utilizacdo de agentes de
controle biolégico € uma alternativa para reduzir o impacto ocasionado pela adog¢do do uso intensivo de
produtos quimicos nas lavouras. Dentre os principais agentes de controle biolégico, destaca-se a bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringensis. Dessa forma, este trabalho avalia isolados de B. thuringiensis,
obtidos do banco de entomopatoégenos do laboratério NUDEMAFI e a formulagcdo comercial Dipel®, visando
sua utilizacdo em programas de manejo de A. gemmatalis e analisa a suscetibilidade e a toxicidade desses
isolados através de estimativas da CL50 dos isolados. Foram utilizados vinte e trés isolados de Bt. Dentre

eles, cinco isolados 80, 997, 716, 633 e 1054, além do Dipel®, ocasionaram mortalidade superior a 90%, os
demais isolados proporcionaram mortalidade inferior a 78%. A CLso para lagartas de A. gemmatalis variou
conforme o isolado utilizado de 8 x 10" a 1,9 x 10%; portanto, ndo foi possivel selecionar um isolado mais

virulento, uma vez que estatisticamente houve a sobreposi¢édo dos intervalos de confianca.

Palavras-chave: Controle bioldgico, bactéria entomopatogénica, Soja.

Area do Conhecimento: Ciéncias Agrarias (Agronomia)

Introducéo

Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae), é uma das principais pragas
desfolhadoras da cultura da soja (PANIZZI &
CORREA-FERREIRA, 1997). Altas infestagbes
desse inseto em lavouras de soja podem
comprometer a producdo em funcdo do nivel de
infestacdo e do estadio fenolégico da cultura
(HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2000).0 uso dos
inseticidas quimicos, além de ser prejudicial ao
meio ambiente e ao homem, ,é de alto custo para
o agricultor. Além disso, o uso continuo dos
mesmos ingredientes ativos resulta no surgimento
de populacbes de A. gemmatalis resistentes, o
que tem levado a continuidade de trabalhos com
objetivo de testar novos produtos e/ou
formulac6es, visando o controle destas pragas
(BONADIMAN, 2008).

O controle bioldgico de pragas, que utiliza
microrganismos €& uma alternativa ao uso de
inseticidas quimicos. Na busca de novas
alternativas, 0s entomopatégenos possuem
excelente potencial para serem empregados como
método de controle que tem o objetivo de
minimizar o impacto das pragas sobre a producao
agricola. (POLANCZYK et al., 2005). A bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner
(Eubacteriales: Bacillaceae) (Bt), destaca-se no
cenario mundial desde 1938, quando o primeiro

produto formulado com esse patégeno foi lancado
na Franca (POLANCZYK, 2004). O modo de acao
desse microrganismo esta relacionado a
solubilizagdo das proteinas Cry no intestino dos
insetos suscetiveis. Esse processo resulta na
liberagdo de fragmentos toxicos, que se ligam a
receptores especificos na membrana do epitélio
intestinal, levando a formacdo de poros e ao
desequilibrio osmoético da célula. O inseto morre
por inanicao ou por septicemia (FIUZA, 2004).

Além da patogenicidade e viruléncia desse
patdbgeno contra insetos-praga, outros aspectos
como os efeitos subletais sobre os individuos
sobreviventes, embora dificeis de detectar,
certamente ocorrem e representam um importante
pardmetro, que auxilia na avaliagdo de sua
atividade toxica (POLANCZYK, 2004). Essa
bactéria entomopatogénica pode ser considerada
como o agente biolégico de maior potencial para o
controle de insetos-praga florestais, agricolas e
vetores de doencas, devido a especificidade das
0-endotoxinas aos insetos e invertebrados alvo,
fazendo deste agente um componente chave em
estratégias de manejo integrado de pragas e
controle de vetores de doencas (SCHNEPF et al.,
1998).

Dessa forma, este trabalho seleciona isolados
de Bt com elevada atividade tdxica contra A.
gemmatalis, para utilizacgdo em programas de
manejo integrado do inseto na cultura da soja.
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Metodologia

Os testes de patogenicidade, a estimativa da
CLsy, e a criacdo de A. gemmatalis foram
realizados no Laboratério de Entomologia do
Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico em Manejo Fitossanitario de Pragas e
Doencas (NUDEMAFI), do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCA-UFES) em Alegre, Espirito Santo.

Criacdo do hospedeiro. As lagartas foram
obtidas da criacdo estoque no NUDEMAFI. Ovos
de A. gemmatalis foram acondicionados em potes
plasticos de 1,1 L com a tampa furada e vedada
com tecido organza para aumentar a aeracdo. As
lagartas foram alimentadas com dieta artificial
constituida por 125g de feijdo, 62,4g de levedo de
cerveja, 100g de gérmen de trigo, 100g de
proteina de soja, 50g de caseina, 35g de agar, 5g
de nipagin, 6g de &cido ascorbico, 3g de acido
sérbico, 6 mL de formol a 40% e 10 ml de solucéo
vitaminica (niacinamida, pantotenato de calcio,
tiamina, riboflavina, piridoxina, acido félico, biotina
e vitamina By,) (GREENE et al., 1976).

Adultos foram criados em gaiolas de madeira
(40 x 40 x 40 cm) com as laterais teladas e com
tampa de vidro em salas climatizadas a 25 + 2T e
fotofase de 12h. Esses adultos foram alimentados
com dois chumagos de algodéo contidos em duas
placas de Petri (15 x 1,5 cm), embebidos em
solugdo nutritiva (mel 10,5 g, agua destilada 1,05
L, cerveja 350 ml, sacarose 60 g, nipagin 1,05 g,
acido ascorbico 1,05 g), localizados no interior da
gaiola (GREENE et al., 1976). As posturas foram
coletadas em folhas de papel branco no interior
das gaiolas, as quais foram recortadas e
colocadas nos potes de criacdo com a dieta
artificial.

Obtencdo dos isolados. Foram utilizados vinte
e trés isolados de B. thuringiensis escolhidos ao
acaso, no banco de entomopatégenos do
NUDEMAFI, e a formulacdo comercial Dipel® (B.
thuringiensis var. kurstaki). Os isolados desta
colecdo foram estocados na forma de fitas de
papel filtro, impregnados com uma suspensao de
esporos, mantidos a 4 °C. Os isolados de Bt
utilizados foram coletados em solos de diferentes
locais do Brasil (Tabela 1).

Os isolados foram multiplicados em meio de
cultura BHI (“Brain Heart Infusion” ou Infusdo de
Cérebro e Coragdo - Biobras) a 28 °C, sob
agitacdo orbital a 180 rpm por 72 h, para um
crescimento padrdo dos mesmos. Apos a lise
bacteriana, a mistura contendo esporos, cristais e
células vegetativas foram transferidas para tubos
de Falcon, com 5 mL de &gua destilada e
esterilizada, e foram submetidas a 3
centrifugacdes consecutivas de 5.000 rpm por 20
min. Apds a dultima centrifugacdo, o material foi
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resuspenso em 4agua destilada esterilizada e
utlizado no experimento. Em seguida, uma
aliquota de 1 mL da suspenséo foi diluida 100
vezes em agua destilada, e a concentracdo de
esporos determinada por meio de leitura em
camara de Neubauer, conforme método descrito
em Alves & Moraes (1998). O B. thuringiensis var.
kurstaki foi obtido de formulacdo comercial e
utilizado conforme recomendacdes do fabricante.

Tabela 1 — Isolados de Bacillus thuringiensis e seus
respectivos locais de coleta

Isolados de Bt Local de Coleta

R251 -
R239 -
937H2 Uberaba - MG
101 -
287 -
814B Ervélia - MG
105 -
SP13 -
R238 -
1005 Uberaba - MG
879C -
1034F Sacramento - MG
1054 Coqueiral - MG
633 Ervélia - MG
997 Uberaba - MG
716 Indefinido
80 -
8326H -
858H Patos de Minas - MG
277L -
100 -
SP5 -
5244 -

Testes de patogenicidade. Os bioensaios foram
realizados, espalhando-se 150 pl da suspenséo de
Bt contendo 3 x 10° esporos/mL de cada um dos
23 isolados em potes descartaveis, contendo dieta
artificial previamente distribuida. Ap6s a absorcéo
e evaporacdo do excesso de agua, 10 lagartas de
primeiro instar de A. gemmatalis, foram
acondicionadas nos potes descartaveis que
continham a dieta, com 10 repeticdes. Para o
controle foi aplicado agua destilada e esterilizada
na superficie da dieta.

Os bioensaios foram mantidos em camara
climatizada a 25 + 1°C, 70 + 10% de UR e 14 h de
fotofase, sendo avaliada a mortalidade
diariamente, durante sete dias. O critério de
mortalidade usado para as lagartas foi o de estar
imovel e escurecida ou que ndo conseguisse se
locomover a uma distancia igual a do seu corpo.
Foi utilizado delineamento inteiramente
casualizado. Os dados de mortalidade foram
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submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade, utilizando o programa SAEG
5.0. A mortalidade corrigida foi calculada pela
formula de Abbott (1925).

Testes para estimativa da Clg,. Biosensaios
para estimar os valores de CLs, foram realizados
apenas com os isolados de Bt, que causaram
mortalidade acima de 90% nos testes de
patogenicidade. Esses ensaios foram conduzidos
com a mesma metodologia e condi¢cbes descritas
acima. A amplitude das concentrac8es testadas foi
pré-estabelecida em ensaio preliminar em valores
gue atendessem as exigéncias da analise de
Probit (5 a 95% de mortalidade). Para cada
isolado, foram testadas seis concentracdes
espacadas logaritmicamente 1 x 107, 6,8 x 107,
1,26 x 10% 1,84 x 10°, 2,4 x 10° e 3 x 10°
esporos/mL e controle (4gua destilada e
autoclavada). O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com 10 lagartas,
distribuidas em 10 repeticdes para cada
concentracdo. Os bioensaios de estimativa da
CLs, foram avaliados a cada 24 h, até o sétimo dia
apos a aplicacdo. A concentracdo letal (CLsg) foi
calculada pela analise de Probit, utlizando o
programa Polo-PC (LEORA SOFTWARE, 1987).

Resultados

Bioensaios de patogenicidade de Bacillus
thuringiensis em  Anticarsia gemmatalis. A
patogenicidade dos isolados de B. thuringiensis e
0 produto comercial Dipel apresentaram
resultados significativos, em que os isolados 716,
633, 80, 1054, 997 e o Dipel proporcionaram
mortalidade superior a 90%. Os demais isolados
apresentaram percentuais abaixo de 78%, né&o
sendo promissores para 0 controle de A.
gemmatalis (Tabela 2).
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Tabela 2 — Mortalidade corrigida (%) (x EP) de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
inoculadas em dieta artificial, contendo suspensao
de diferentes isolados de Bacillus thuringiensis, a
25+1,0°C, U.R. 70 + 10% e fotofase de 14h

Isolado Mortalidade
Dipel 9794+21a
716 95,88+2,7a
633 95,88+3,1a
80 95,88+4,1a
1054 93,88+6,1a
997 92,80+3,5a
466 77,56+20b
676 77,34+£21b
537 74,75+27hb
1028 68,38+3,2b
984 61,24+5,2¢
238 57,77+28¢c
273 57,76 4,2 ¢
167 54,67+28¢c
725 49,00+3,4d
101 48,00+4,4d
100 47,44 +39d
478 46,00+3,4d
816 45,00+3,4d
287 44,00+3,1d
467 41,00+3,1d
531 12,66+26e
105 485+33e
637 192+19e
Testemunha 0,00+0,0e
Médias seguidas pela mesma letra nédo

diferenciam significativamente entre si, pelo teste
de Scott-Knott (P < 0,05).

Estimativa da Concentracdo Letal Média (CLSO).

A concentracdo letal requerida para ocasionar a
mortalidade de 50% da populacdo de A.
gemmatalis variou de 8,1 x 10" a 1,9 x 10°
esporos/mL de B. thuringiensis. Com relacédo ao
Dipel, a concentracéo de 8,0 x 10’ esporos/mL foi
necessaria para ocasionar a morte de 50% das
lagartas de A. gemmatalis. De acordo com o
intervalo de confianca, houve resposta semelhante
entre os isolados 80, 633, 997, 1054 e o Dipel. O
isolado 716 diferiu dos isolados 633 e 80, sendo
gue nao houve diferenca entre este e os isolados
997, 1054 e Dipel; portanto, ndo foi possivel
selecionar um isolado mais virulento dentro do
grupo (Tabela 3).

XV Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica e

XI Encontro Latino Americano de Pés-Graduacao — Universidade do Vale do Paraiba



XVINIC XIEPG VINICJr

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica
Tabela 3 - Dados de inclinagdo das curvas de
concentracao-mortalidade, concentracao letal
(CLso), nimero de graus de liberdade (GL) e teste
qui-quadrado (x°) dos isolados de B. thuringiensis
em lagartas de A. gemmatalis

Encontro Latino Americano
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T

Isolado n Inclinagéo =  Clso GL x
EPM? (esporos/ml)
(1C95%)°
80 500 1,53 +0,165 8,1x10’ 3 45
(49x10"-1,2 2
x 10%)
633 500 1,41+0,161 9,4x10" 3 28
(7,5x10"-1,1 7
x 10%)
716 400 0,863 + 1,9 x 10° 2 06
0,157 (1,3x10°% - 4
3,6 x 10%)
997 500 3,350,303 1,2 x 10° 3 26
(1,0x10%-1,3 4
x 10%)
1054 500 1,03 +0,140 1,2 x 10° 3 06
(9,3x10"-1,7 4
x 10%)
Dipel 400 1,76 +0,198 8,0x 10’ 2 37
(23x10"-1,5 3
x 10%

"n: NUmero de insetos usados no teste; “EPM:
Erro-padrdo da média; %|C95%: Intervalo de
confianca das CLso a 95% de probabilidade.

Discussao

Bioensaios de patogenicidade de Bacillus
thuringiensis em Anticarsia gemmatalis.
Resultados de superioridade ou semelhanca de
estirpes contra lepidépteros com o padréo Dipel, ja
haviam sido relatados por Souza et al. (1999).

Barreto (2005) mostrou que entre 341 isolados
da bactéria avaliados em A. gemmatalis, apenas
10 mostraram ac¢do entomocida para esta. Em
outro estudo, entre nove isolados testados contra
lagartas de A. gemmatalis, quatro apresentaram
mortalidade igual ou superior que o padrdo Dipel
(BOBROWSKI, 2001). De 41 isolados de Bt, 44%
dos isolados produziram taxa de mortalidade em
A. gemmatalis maior que 70% (BERON, 2006). Da
Silva et. al (2004) mostraram que trés isolados
testados causaram mortalidade de 100% em
lagartas de A. gemmatalis.

Os resultados obtidos nos testes de
patogenicidade salientam a necessidade de
realizacbes dos mesmos, para que se possa
determinar os isolados que sejam eficientes no
controle do inseto em questdo. A variacdo na
eficiéncia dos isolados testados neste estudo,
pode ser explicada por uma série de fatores,
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relacionados ou nédo, ligados ao modo de acédo
desse patdgeno, como: dissolucdo do cristal,
ativacdo da protoxina e ligacao da toxina ativada a
receptores no epitélio intestinal, sendo que, este
ultimo mostra uma maior complexidade funcional e
€, geralmente, determinante no desenvolvimento
da doenca no inseto-alvo (PEYRONNET et al.,
1997).

Com relagdo a especificidade, algumas toxinas
de Bt podem ligar-se ao(s) receptor(es) sem, no
entanto, esta ligacao ser suficiente para causar a
morte do inseto (POLANCZYK, 2004). Embora a
afinidade pelos receptores seja o principal fator
gue determine o nivel de suscetibilidade de uma
espécie para as toxinas Cry, foi observado que
para Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera:
Noctuidae) a ativacdo da protoxina pelas
proteases é o principal fator determinante para
eficiéncia do patdgeno. As enzimas digestivas da
populacdo de insetos resistentes sdo capazes de
degradar as toxinas de tal modo que diminui
significativamente a quantidade de toxina ativa no
[imen do intestino médio, em um determinado
momento, reduzindo a toxicidade (FORCADA et
al., 1996).

Estimativa da Concentracdo Letal Média (CLSO).

Silva et al. (2004) estimaram a Clg, de trés
isolados de Bt (S701, S764, S1265) e do
formulado Dipel® para lagartas de A. gemmatalis
e encontraram que o isolado mais efetivo (S1265)
apresentou ClLg, de 4,08 x 10° esporos/mL,
enquanto foi necessario 1,8 x 10° esporos/ml de
Dipel®, para ocasionar a mortalidade 50% da
populacdo de A. gemmatalis.

A mortalidade dos insetos variou conforme
isolado e concentracdo utilizada, o que sugere a
realizacdo de estudos para que se determine
doses diferenciadas do isolado para o controle da
praga. Ignoffo et al. (1977) constataram que
lagartas de A. gemmatalis foram 12 vezes mais
suscetiveis a bactéria em relacdo as lagartas de
Pseudoplusia includens Walker
(Lepidoptera:Noctuidae). A diferenca de
suscetibilidade tem sido constatada em diversos
trabalhos (ABBAS ALl & YOUNG, 1993).

Concluséo

Entre vinte e trés isolados testados, cinco (80,
633, 716, 997, 1054) causaram mortalidade
superior a 90% em A. gemmatalis, ndo sendo
diferentes quanto a viruléncia.
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