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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade de bactérias isoladas
da planta nim, Azadirachta indica (Meliaceae), sobre os adultos de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae). Todas as suspensoes bacterianas avaliadas
foram calibradas para a concentragao de 5,0 x 10° células/mL. Os adultos avaliados
foram os sobreviventes de lagartas que ingeriram folhas de milho tratadas com as
suspensoes bacterianas. Com esses adultos sobreviventes se constituiram casais,
que foram mantidos em gaiolas. Verificaram-se a longevidade de machos e fémeas,
o periodo de pré-oviposigao e fértil, o ntimero total de posturas, a fecundidade
e a fertilidade das fémeas. Do total de isolados avaliados, 64,0% deles causaram
algum efeito adverso aos adultos, a ponto de afetarem uma ou mais das varidveis
observadas. A ingestdo das bactérias pelas lagartas reduziu a longevidade de adultos
(macho e fémea). As fémeas tiveram redugado no periodo fértil, no ntmero de
posturas, na fecundidade e na fertilidade. Somente o periodo de pré-oviposigao nao
foi afetado. Os isolados Bacillus sp. Epi 9, Bacillus subtilis e Nim 10 sdo destaque,
pois afetam o maior ntimero de varidveis avaliadas. Os resultados obtidos neste
trabalho sdo promissores e importantes, pois este é o primeiro relato de bactérias
isoladas de nim com agao patogénica a S. frugiperda.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the pathogenicity of bacteria isolated from the
neem plant, Azadirachta indica (Meliaceae), on adults of Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera, Noctuidae). All evaluated bacterial suspensions were calibrated to
a concentration of 5.0 x 10? cells / mL. The evaluated adults were the survivors of
caterpillars that ingested corn leaves treated with bacterial suspensions. With these
surviving adults, couples were formed and kept in cages. The longevity of males
and females, the period of pre-oviposition and fertility, the total number of laying,
fertility and fertility of the females were verified. Of the total isolates evaluated,
64.0% of them caused some adverse effect on adults, to the point of affecting one
or more of the observed variables. The ingestion of bacteria by caterpillars reduced
the longevity of adults, male and female. Females had a reduction in the fertile
period, in the number of postures, in fertility and fertility. Only the pre-oviposition
period was not affected. The Bacillus sp. Epi 9, Bacillus subtilis and Nim 10 isolates
are highlighted because they affect the largest number of variables evaluated. The
results obtained in this work are promising and important, as this is the first report
of bacteria isolated from neem with pathogenic action to S. frugiperda.
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INTRODUCAO

As espécies vegetais estao associadas simbioticamente a uma extensa e diversa comunidade
de microrganismos, entre eles as bactérias e os fungos (VERMA et al., 2009; HARDOIM et al.,
2015). Esses microrganismos endofiticos nao causam sintomas de doenga em seus hospedeiros,
mas vivem de forma simbidtica com a planta (WILSON, 1995).

Uma das espécies vegetais mais estudadas quanto a sua microbiota é Azadirachta indica
(Meliaceae), o nim, em virtude da sua importancia como planta medicinal, ja que é utilizada por
cerca de 80,0% das nacoes em desenvolvimento (EID et al., 2017; CHUTULO & CHALANNAVAR,
2018), além da sua importancia como planta inseticida (VERMA et al., 2011). Todas as partes
dessa planta ja foram avaliadas para uso no controle de insetos e todas elas se mostraram nocivas
as pragas. Ja se verificou que o nim tem, sobre os insetos, efeito antialimentar, de repeléncia a
oviposicao e de inibicao de outras atividades biolégicas e fisiolégicas de tais organismos. Além
dessas interferéncias, o nim pode reduzir o crescimento dos insetos, inibir a ecdise e a reproducao,
além de causar a sua morte (COSTA et al., 2004; ROEL et al., 2010). A azadiractina, o principal
composto presente no nim, afeta a troca de exoesqueleto e o crescimento do inseto, pois se
assemelha ao hormoénio da ecdise (ANURADHA et al., 2007; MARTINEZ, 2011).

Em A. indica, além dos metabdlitos secundarios, ja foram isolados, caracterizados e
identificados fungos e bactérias associados de forma simbidtica a essa planta (VERMA et al.,
2007; 2009; 2011; CARDOSO, 2012; KUSARI et al., 2012; SINGH et al., 2017; D’LUIS et al.,
2017). Esses microrganismos endofiticos sao responsaveis pela biossintese parcial ou completa
dos metabdlitos secundarios das suas plantas hospedeiras (RAJAGOPAL et al., 2012; LUDWIG-
MULLER, 2015). Exemplo desse fato foi constatado com o fungo endofitico Eupenicillium parvum,
que foi isolado da planta nim pois, segundo Kusari et al. (2012), no filtrado do seu meio artificial de
crescimento se identificaram as substancias azadiractina A e B. O fungo Nigrospora sp., também
endofitico do nim, produziu em seu meio de crescimento solanapironas N, O e C, substancias
analogas as produzidas na planta (WU et al., 2009).

Entre os grupos de microrganismos mais citados na literatura e que ja foram isolados da
planta nim, encontram-se os fungos (VERMA et al., 2007; 2011), os actinomicetos (VERMA et al.,
2009; 2011) e as bactérias (D’'LUIS et al., 2017).

Cardoso (2012) isolou 33 bactérias associadas a planta nim, entre as quais 16 ja foram
identificadas: Bacillus pumilus (7 associacoes a planta nim), Bacillus methylotrophicus (1), Bacillus
licheniformis (2), Bacillus subtilis (2) e Bacillus amyloliquefaciens (1), além de duas outras pertencentes
ao género Bacillus sp. e uma ao género Methylobacterium sp. O mencionado autor constatou que
alguns desses isolados possuem potencial para a producao de acido indol-3-acético (AlA). Soares
(201.3) avaliou os 33 isolados de Cardoso (2012) quanto a patogenicidade e a viruléncia para as
lagartas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae), a lagarta-do-cartucho. O autor verificou
que, quando lagartas com 10 dias de idade ingeriram folhas de milho tratadas com as suspensoes
bacterianas, isso causou aumento na duracao e na mortalidade das fases larval e pupal, reducao
no peso de pupas macho e fémea e aumento na deformacao de adultos, o que reduziu o ndmero
de adultos viaveis na populacao.

Os resultados obtidos por Soares (2013) demonstram o grande potencial dessas bactérias
isoladas de A. indica para o controle de S. frugiperda. Esse autor comprovou a acao patogénica
de tais microrganismos na sobrevivéncia e no desenvolvimento da lagarta-do-cartucho, o que
possibilitou a selegcao daquelas bactérias mais virulentas a S. frugiperda. Essas bactérias mais
virulentas reduziram o nimero de adultos de S. frugiperda vidveis, que seriam incorporados a
populacao. Apesar da reconhecida importancia dos resultados encontrados pelo mencionado
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autor, nao foi avaliado, no trabalho dele, o desempenho dos adultos sobreviventes. Na presente
pesquisa, esses adultos foram avaliados, pois postula-se que a ingestao, pelas lagartas, dos
isolados bacterianos afeta negativamente a fecundidade e a fertilidade dos adultos. Assim,
fundamentado nos resultados alcancados por Soares (2013), o presente estudo teve por objetivo
avaliar a fecundidade e a fertilidade de adultos de S. frugiperda ap6s as lagartas ingerirem folhas
de milho tratadas com as bactérias isoladas de A. indica.

MATERIAL E METODOS

0 trabalho ocorreu nos laboratérios de Entomologia e de Fitopatologia da Universidade Estadual
de Montes Claros (Unimontes), campus de Janauba, Minas Gerais, em agosto de 2018.

O experimento foi efetuado em laboratério, sob condicdes controladas (temperatura 25+2°C,
umidade relativa 60+£10% e fotofase 12 h), utilizando lagartas recém-eclodidas de Spodoptera
frugiperda retiradas da criagao estoque, onde eram alimentadas com dieta artificial (GREENE et al.,
1976). Os adultos foram alimentados com solucao de mel a 10,0%. A criacao estoque é mantida no
laboratério de Entomologia para a realizagao de experimentos.

Os isolados bacterianos avaliados foram: Epi 1, Epi 7 (Bacillus pumilus — E value de 0,0,
identidade de 99,0% e nimero de acesso ao Genbank KR010188.1), Epi 9 (Bacillus sp. — E value de
3.e%%, identidade de 95,0%, nimero de acesso ao Genbank KM678261.1), Epi 12, Epi 13 (Bacillus
sp. — E value de 3.e%%, identidade de 97,0%, nimero de acesso ao Genbank JN700129.1), Nim 5
(Bacillus methylotrophicus — E value de 0,0, identidade de 99,0%, nimero de acesso ao Genbank
KM659219.1), Nim 8 (Bacillus subtilis — E value de 0,0, identidade de 98,0%, nimero de acesso
ao Genbank KF818630.1), Nim 10, Nim 12, Nim 14 e Nim 15 (Bacillus pumilus — E value de 0,0,
identidade de 99,0%, nimero de acesso ao Genbank KR010188.1). Tais isolados foram obtidos na
Bacterioteca do Laboratério de Fitopatologia da Unimontes, campus de Janaudba (MG), onde estao
armazenados em agua mineral esterilizada e mantidos em condi¢cdes controladas (temperatura
25+2°C, umidade relativa 60+10% e fotofase 14 h). Essas bactérias foram isoladas da superficie
(epifitica — Epi) e do extrato fermentado (Nim) de folhas de Azadirachta indica (CARDOSO, 2012).

CULTIVO DAS PLANTAS DE MILHO

Sementes de milho crioulo, suscetivel a S. frugiperda, foram semeadas em vasos plasticos
(3,0 dm?) e as plantas foram mantidas sob condicoes de telado, existente na area experimental do
campus de Janauba.

Durante o periodo de cultivo, as plantas nao receberam nenhum tratamento fitossanitario
para o controle de pragas. Folhas da regiao do cartucho (conjunto de bracteas basilares de uma
inflorescéncia), com 15 dias apds a germinacao, foram utilizadas na alimentacao de lagartas recém-
eclodidas de S. frugiperda, visando a realizacao do ensaio com os insetos adultos da praga.

MULTIPLICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Para a multiplicacao dos isolados bacterianos, utilizou-se 0 meio de cultura sélido TSA
(Tryptic Soy Agar) (40 g em 1.000 mL agua destilada). O meio foi esterilizado em autoclave,
regulada para 120°C/1,0 atm, durante 20 minutos. Os isolados bacterianos foram multiplicados
em placas de Petri (90 mm x 15 mm) a partir da transferéncia de uma aliquota (1,0 mL) obtida
da suspensao de armazenamento. Os isolados foram incubados em temperatura ambiente por
24 horas.
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Para a obtencao da suspensao bacteriana, sobre as colbnias bacterianas incubadas,
adicionaram-se 5,0 mL de solucao salina (NaCl a 0,85%) estéril. As células bacterianas foram
desagregadas, usando uma lamina de vidro de microscoépio esterilizada, e entao transferidas para
tubos de ensaio (2,5 cm x 15 cm), para homogeneizagao em aparelho Vortex. Em espectrofotdmetro
ajustado para 540 nm de densidade 6ptica, a absorbancia das suspensoes bacterianas de cada
um dos isolados foi ajustada, de modo que a concentracdo atingisse 5,0 x 10® células/mL. Os
ajustes das absorbancias foram embasados nas curvas de crescimento desses isolados bacterianos
estabelecidas por Silva (2014). Para o ajuste da concentracdo das suspensdes bacterianas,
adicionou-se NaCl (0,85 %) estéril.

OBTENGAO DE PUPAS DE SPODOPTERA FRUGIPERDA

Folhas retiradas da regiao central do cartucho de plantas de milho foram cortadas em fragmentos
(5,0 cm x 5,0 cm), os quais foram imersos, durante 20 segundos, nas suspensoes bacterianas. Esse
procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar. Como controle do experimento, imergiram-se
fragmentos em agua destilada esterilizada. Os fragmentos tratados e nao tratados foram dispostos
sobre papel-filtro, para ocorrer a perda do excesso de umidade.

Em recipientes plasticos transparentes (250 mL), contendo em seu fundo uma fina camada
de meio agar-agar esterilizado, distribuiram-se cinco fragmentos de folhas de milho tratadas ou nao
tratadas, sendo do tratamento ou do controle a ser avaliado. O agar-agar foi utilizado para evitar
que as folhas de milho enrolassem e, também, para manter a turgidez delas. Para cada tratamento
(isolados e controle), prepararam-se trés desses recipientes. Em cada um dos recipientes, sobre as
folhas de milho, transferiram-se, aproximadamente, 200 lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda, e
os recipientes foram fechados com tampas. As lagartas alimentaram-se dessas folhas por trés dias,
e depois o alimento foi substituido por outras folhas, nao tratadas. As lagartas alimentaram-se das
folhas nao tratadas por mais cinco dias, quando, entao, foram individualizadas em tubos de vidro
com fundo chato (2,5 cm x 8,5 cm), também contendo uma fina camada agar-agua em seu fundo e
um fragmento de folha de milho inserido, conforme descrito anteriormente. Nos tubos, as lagartas
foram alimentadas até a pupacao. Realizou-se a troca de alimento nessa etapa do experimento
sempre que necessario. As lagartas do controle foram criadas em milho nao tratado, durante todo
o periodo larval.

As pupas obtidas foram retiradas dos tubos, limpas e sexadas, conforme descrito por Butt &
Cantu (1962). Apds a sexagem das pupas, 0s machos e as fémeas foram individualizados em novos
tubos de vidro, onde permaneceram até a emergéncia.

AVALIACAO DOS ADULTOS DE SPODOPTERA FRUGIPERDA SOBREVIVENTES

Os adultos emergidos, machos e fémeas, com até dois dias de idade e sem deformagdes, foram
utilizados na formagao dos casais de S. frugiperda. Os casais foram transferidos, individualizados,
para gaiola constituida por um tubo de PVC (7,0 cm de diametro x 10 cm de altura), com a parede
interna revestida por papel sulfite, que serviu de substrato de postura. A extremidade inferior da
gaiola foi fechada com uma placa de Petri (80 mm x 80 mm), e a superior com um tecido fino do tipo
voil. Os adultos foram alimentados nas gaiolas com uma solugao de mel a 10,0%, que foi trocada a
cada dois dias. Os insetos foram mantidos nessas condi¢cdes até a morte.

Diariamente, enquanto durou o periodo de oviposi¢ao das fémeas, as posturas de S. frugiperda
foram retiradas das gaiolas, contabilizadas e colocadas em placas de acrilico transparente (50 mm
x 50 mm), forradas com papel-filtro umedecido com agua destilada, visando a eclosao. As placas
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foram mantidas em laboratério sob condicoes controladas (temperatura 25+2°C, umidade relativa
60x£10% e fotofase 12 h).

Avaliaram-se a longevidade de macho e fémea, o periodo de pré-oviposicao e fértil das fémeas,
0 numero total de posturas, o nimero total de ovos por fémea (fecundidade) e a viabilidade dos
ovos (fertilidade). A longevidade de macho e fémea correspondeu ao tempo transcorrido entre a
emergéncia e a morte do inseto. O periodo fértil das fémeas correspondeu ao tempo transcorrido
entre o primeiro e o Ultimo dia de oviposicao. O periodo de pré-oviposicao correspondeu ao tempo
transcorrido entre a emergéncia da fémea até o dia em que ela iniciou a oviposicao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e constituido por 11 tratamentos
(folhas de milho tratadas com os isolados bacterianos) e um controle (folhas de milho nao tratadas).
Cada tratamento constou de 15 repeti¢cdes (gaiolas), contendo cada uma um casal de S. frugiperda.

Realizaram-se testes de homogeneidade das variancias e normalidade dos erros e, como as
variaveis avaliadas nao se ajustaram a tais exigéncias, os resultados foram submetidos a analise
Kruskal-Wallis, e as médias, comparadas pelo teste de Bonferroni, a 5% de probabilidade. O programa
estatistico utilizado em todas as analises foi o Statistix versao 9.0.

RESULTADOS

A ingestao, pelas lagartas de S. frugiperda, de folhas de milho imersas nas suspensdes de
bactérias isoladas da planta nim, A. indica, afetou todas as variaveis avaliadas, exceto o periodo de
pré-oviposicao das fémeas desse inseto (tabela 1).

Para a longevidade, observou-se reducao no tempo de vida das fémeas apds as lagartas de S.
frugiperda ingerirem folhas contendo os isolados Epi 9 € Nim 8, o que as fez viver 5,0 dias a menos
do que as do controle (X2 = 88,1989; P < 0,00001) (tabela 1). As lagartas que ingeriram os demais
isolados resultaram em fémeas tao longevas quanto as do controle. Os machos também tiveram sua
longevidade reduzida (X? = 68,2614; P < 0,00001) quando ingeriram os isolados Epi 7, Epi 9, Epi 13,
Nim 8 e Nim 12, o que fez esses machos viver em torno de 3,0 dias a menos do que os do controle.
Para os demais tratamentos, os machos foram tao longevos quanto os do controle.

O periodo de pré-oviposicao das fémeas de S. frugiperda nao foi alterado pela ingestao dos
isolados bacterianos pelas lagartas, ja que o periodo de pré-oviposicao com ingestao de isolados foi
semelhante ao controle (X?= 13,9380; P = 0,2364) (tabela 1).

O periodo fértil das fémeas foi reduzido pela ingestdo das bactérias pelas lagartas (X? =
38,3200; P < 0,0001). Tal fato ocorreu quando as lagartas ingeriram os isolados Epi 9, Epi 12, Nim 8
e Nim 10. Houve uma reducao de até 4,0 dias quando elas ingeriram o tratamento Epi 9. Nos demais
tratamentos, o periodo fértil das fémeas foi semelhante ao observado para o controle.

O nudmero de posturas realizadas pelas fémeas foi reduzido apds a ingestao pelas lagartas
dos isolados Epi 9 e Nim 10 (X? = 27,0767; P < 0,0045) (tabela 1). As fémeas desses tratamentos
realizaram no maximo até 3,1 posturas. Nos demais tratamentos, o nimero de posturas por fémeas
foi semelhante ao do controle.

A fecundidade das fémeas foi reduzida ap6s as lagartas ingerirem os isolados Epi 9, Nim
8, Nim 10 e Nim 12 (X2 = 40,6837; P < 0,00001) (tabela 1). O ndmero de ovos postos por essas
fémeas variou de 230 a 370. Nos demais tratamentos, as fémeas colocaram, em média, um nimero
de ovos semelhante ao do controle.

A fertilidade também foi reduzida pela ingestao dos isolados Epi 9 e Nim 12 (X?= 87,8114; P <
0,00001). A viabilidade dos ovos dessas fémeas variou de 32,6% a 46,6%. Para as demais fémeas
avaliadas, a viabilidade dos ovos foi semelhante a do controle.
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Tabela 1 - Longevidade de macho e fémea (dias), periodos de pré-oviposicao e fértil das fémeas (dias), nimero
de posturas, fecundidade (nimero de ovos) e fertilidade (viabilidade dos ovos, em %) de Spodoptera frugiperda,
provenientes de lagartas alimentadas com folhas de milho tratadas com suspensao de bactérias isoladas de
Azadirachta indica.

Longevidade* Periodo*

Isolados . Pré - . N.° de . -
Fémea Macho L o Fertil Fecundidade* Fertilidade*
oviposicao posturas*

Controle | 13,8 + 0,5** bc | 12,3+ 0,4bc |{40+0,3a| 6,3+£0,3¢c | 7,1+0,4b 884,8+76,3¢ 96,9 + 2,2 be

Epi 1 16,3+ 0,6 ¢ 12,3+0,8bc (3,5+0,3a| 55+0,7bc [6,3+1,0ab| 750,6 +£118,3bc | 100,0+0,0¢c

Epi 7 11,9+ 1,3 ab 9,3+0,7a |38+0,4a|4,5+0,8abc|4,7+0,5ab| 434,0+£52,6abc | 62,4 +£9,4 ab

Epi 9 85+05a 95+0,7a [4,7+09a| 1,8+05a |2,7+0,8a 230,7£ 78,2 a 46,6 + 15,7 a

Epi 12 15,3+ 0,8 bc 129+0,7¢c |54+06a| 3,1+0,6ab (40+0,8ab| 4139+ 77,7 abc | 84,6 +10,4 bc

Epi 13 11,7+ 0,5 ab 93+0,5a [36+0,2a|4,0+0,6abc|4,3+0,7ab| 536,1+98,3abc | 100,0+0,0c

Nim 5 13,6 +0,5bc |10,3+0,4abc|3,5+0,2a|4,8+0,6abc|53+0,7ab|659,9+114,6abc| 96,6 +1,7 bc

Nim 8 85+05a 9,3+0,5a |36+0,2a| 32+0,5ab |51+08ab| 370,7+60,3ab |60,7+11,2ab

Nim10 | 125+0,8abc | 12,5+05¢ (4,4+06a| 29+0,8ab | 3,1+0,9a | 307,6+91,4ab | 100,0+0,0c

Nim12 11,3+ 0,8 ab 95+06a [(59+09a|39+09abc|4,3+£0,8ab| 308,2+582ab | 32,6+11,3a

Nim 14 | 13,7+0,8bc |10,5+0,5abc|4,0+£0,2a|4,8+ 0,7 abc|53+0,9ab| 746,9 +133,6 abc | 97,7 £1,2 bc

Nim 15 16,9+ 0,7¢ 13,1+0,5¢ |4,1+0,3a|3,7+0,8abc|4,0+0,8ab|472,6+113,0abc | 100,0+0,0c¢c

X2 88,20 68,26 13,94 38,32 27,08 40,68 87,81

* Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem significativamente entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis, a
5% de probabilidade.

** X + S(X)

DISCUSSAO

No presente trabalho, 64,0% das bactérias isoladas da planta nim causaram algum efeito
nocivo aos adultos de Spodoptera frugiperda, a ponto de afetarem uma ou mais variaveis avaliadas
(tabela 1). Foram entomopatogénicas aos adultos as bactérias Epi 7 (Bacillus pumilus), Epi 9 (Bacillus
sp.), Epi 12 (nao identificado), Epi 13 (Bacillus sp.), Nim 8 (Bacillus subtilis), Nim 10 (nao identificado)
e Nim 12 (nao identificado). Esses isolados diferiram quanto a sua viruléncia aos adultos de S.
frugiperda. Os isolados Epi 1, Nim 5, Nim 14 e Nim 15 nao foram patogénicos aos adultos, ja que
nao provocaram nenhuma alteracao nas varidveis avaliadas.

Bactérias gram-positivas do género Bacillus possuem diversos mecanismos para infectar e
matar insetos. Varias espécies desse género sao entomopatogénicas a diversas ordens de insetos
e, por esse motivo, utilizadas para o controle de pragas (RAJASHEKHAR et al., 2017).

A longevidade de machos e fémeas de S. frugiperda foi reduzida pela ingestao das bactérias
entomopatogénicas aos adultos (tabela 1). Dois dos isolados avaliados, Epi 9 e Nim 8, foram eficazes
em provocar essa reducao, tanto nas fémeas quanto nos machos. Por outro lado, os isolados Epi 7,
Epi 13 e Nim 12 somente reduziram a longevidade dos machos. Desses trés isolados, Epi 7 e Epi
13 afetaram somente os machos. O mesmo nao foi constatado para o isolado Nim 12, que também
afetou as fémeas, pois reduziu sua fecundidade e sua fertilidade. Nenhum dos isolados afetou o
periodo de pré-oviposicao das fémeas.

Entre os 11 isolados avaliados sobre os adultos de S. frugiperda, Epi 9 destacou-se dos
demais pois, além de reduzir a longevidade (fémeas e machos), também afetou o periodo fértil, o
nuimero de posturas, a fertilidade e a fecundidade das fémeas. Essa bactéria reduziu em 38,0% o
tempo de vida das fémeas, em 71,0% o periodo fértil, em 62,5% o nimero de posturas, além de suas
fémeas serem 74,0% menos fecundas e 51,0% menos férteis.
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Ha varias hipéteses para explicar o tipo de agao observada para o isolado Epi 9. A patogenicidade
dessa bactéria pode estar ligada a presenca intracelular de um cristal proteico como o encontrado
na bactéria Bacillus thuringiensis, porém o género Bacillus é capaz de produzir uma ampla gama de
substancias ativas (GUTIERREZ—MANERO et al., 2001; BRAVO et al., 2007; CRICKMORE et al., 2018).

A principio, pode-se sugerir que a bactéria Epi 9 foi capaz de produzir cristais ativos que
contenham tanto a proteina Cry como a Cyt. Ja foi comprovado em diversos estudos a ocorréncia de
sinergismo entre as proteinas Cry e Cyt, o que causa maior toxicidade da bactéria aos hospedeiros
(OSKAN et al., 2003; BRAVO et al., 2007; VILAS-BOAS et al., 2012; CRIALESI-LEGOR et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2017).

As proteinas Cry e Cyt sao sintetizadas sob a forma de protoxinas. Dessa forma, sua acao
depende de processos de ativagao que ocorrem no interior do aparelho digestério do inseto (ANGELO
et al., 2010). Ja foi demonstrado que a proteina Cyt pode aumentar a toxicidade da proteina Cry,
a qual funciona como uma molécula receptora (CRICKMORE et al., 1995; PONCET et al., 1995;
PEREZ et al., 2005). Desse modo, é provavel que a maior eficiéncia do isolado Epi 9 esteja ligada a
producao dessas duas proteinas, as quais agem de forma sinérgica, ou seja, a Cry como toxina e
a Cyt como seu receptor. Assim, o sinergismo entre Cry e Cyt pode ter causado danos ao sistema
digestorio das lagartas de S. frugiperda e, concomitantemente, reducao das variaveis avaliadas, em
virtude de um efeito antialimentar, por exemplo, e por consequéncia uma desnutricao nos insetos.
A falta de nutrientes ou mesmo a baixa quantidade assimilada pelas lagartas pode ter afetado a
maturacao dos ovarios das fémeas e o nimero de ovariolos presentes, o que provocou uma reducao
na fecundidade e na fertilidade das fémeas (CHAPMAN, 2013).

A espécie Bacillus sp. (Epi 9) mostrou-se promissora para ser utilizada em programas de manejo
integrado de S. frugiperda. Tal fato € importante, pois no Brasil a maioria dos produtos de manejo
integrado comercializados € a base da bactéria B. thuringiensis (Bt) e, para 0 mercado nacional, essa
tecnologia é importada, o que resulta em um aumento no preco final do produto ao consumidor e,
consequentemente, uma diminui¢cao na competitividade desses produtos biolégicos em relagao aos
inseticidas sintéticos (ANGELO et al., 2010). Outro fato importante a ser salientado é que, no mundo,
B. thuringiensis € o Unico inseticida microbiano com uso generalizado, e ja existem varios casos de
espécies de insetos que desenvolveram resisténcia a toxina produzida pela bactéria. Esse é um dos
motivos pelos quais pesquisas vém sendo realizadas para avaliar outras espécies de bactérias que
tenham a mesma acao (BERGAMASCO et al., 2013; RAJASHEKHAR et al., 2017).

As informacdes obtidas para o isolado Epi 9 abrem precedentes para a realizacédo de novos
experimentos, agora a serem realizados em campo, visando estudar e comprovar a eficiéncia desse
entomopatégeno em condigdes de cultivos brasileiros.
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