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Controle biolégico da lagarta do cartucho,
Spodoptera frugiperda, com Bacillus
thuringiensis

A lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda, € uma das principais pragas da
cultura do milho no Brasil. O ataque deste inseto pode reduzir a producado de
grdos em até 52%, sendo o controle feito essencialmente com inseticidas
quimicos. As larvas mais novas consomem tecidos de folha de um lado,
deixando a epiderme oposta intacta. Depois do segundo ou do terceiro instar,
as larvas comegam a fazer buracos nas folhas, se alimentando em seguida
do cartucho das plantas de milho e produzindo uma caracteristica fileira de
perfuracdes nas folhas. A densidade de larvas no cartucho pode ser reduzida
devido ao comportamento canibal deste inseto. O ciclo de vida do inseto é
completado em 30 dias em condi¢cdes de laboratério e o nimero de ovos pode
variar de 100 a 200 por postura/fémea (Figuras 1 e 2), sendo que um total de
1500 a 2000 ovos pode ser colocado por uma Unica fémea. A lagarta pode
atingir 2,5cm (Figura 3) e a fase de pupa ocorre no solo (Figura 4). Assim,
percebe-se o potencial de dano que este inseto pode causar no campo
(Figura 5).

Fig. 1 Fig. 2

Figuras 1 e 2. Massa de ovos de Spodoptera frugiperda. Na foto 2, observa-
se a ecloséo de larvas

Fig. 3 Fig. 4

Figura 3 e 4. Lagarta e pupa de Spodoptera frugiperda respectivamente
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Figura 5. Dano causado pela lagarta do
cartucho, Spodoptera frugiperda, em planta de
milho

Diante do dano que este inseto causa na
lavoura do milho, o Bacillus thuringiensis (Bt)
pode se tornar uma alternativa viavel e
econdmica para o controle desta praga,
evitando a contaminagéo do meio ambiente, de
aplicadores, de leitos de rios e de nascentes,
além de preservar 0s inimigos naturais.

O B. thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram
positiva que pode ser caracterizada pela
habilidade de formar cristais protéicos durante
a fase estacionaria ou de esporulagdo. O Bt
ocorre naturalmente em diversos habitats,
incluindo solo, filoplano, residuos de graos,
poeira, 4gua, matéria vegetal e insetos. O
cristal protéico, também chamado de delta-
endotoxinas, possui propriedades inseticidas
especificas. Este cristal protéico é responsavel
por 20-30% da proteina total da célula (Boucias
& Pendland 1998) e pode ter vérias formas,
como bipiramidal (Figura 6), esférica,
retangular, cubdide (Figura 7) e irregular.
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Figa 6. Setas indicam o cristal de forma "
bipiramidal da cepa 344 de Bacillus thuringiensis
em microscépio de varredura (Valicente & Souza,
2004)

Figura 7. Seta indica o cristal de forma cubdide
da cepa 1644 de Bacillus thuringiensis em mi-
croscépio de varredura (Valicente & Souza, 2004)

A degradacgédo dos cristais protéicos por enzimas
proteoliticas libera proteinas téxicas menores
chamadas delta-endotoxinas. A atividade das
delta-endotoxinas esta restrita ao trato digestivo
dos insetos. Este patdgeno é ativo contra varias
espécies de insetos e é considerado seguro em
relacdo aos mamiferos. Uma outra vantagem é a
especificidade em relagdo aos insetos praga das
diferentes culturas. A nomenclatura, até 1998,
abrangia 5 genes principais: cryl; cryll; crylll;
crylV; e cryV. Hoje, devido ao grande nimero de
genes que sdo estudados e sequenciados, usam-
se ndmeros arabicos: cryl; cry2; cry3; cry4; ...
até cry50. Os genes cryl, cry2 e cry9 sao
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especificos em relagdo aos lepiddpteros; cry2,
crydA, cryl0, cryll, cryl?, cryl19, cry24, cry25,
cry27, cry29, cry30, cry32, cry39 e cry40 sao
ativos contra dipteros; cry3, cry7 e cry8 contra
coleopteros; cry5, cryl2, cryl3 e cryld sdo
ativos contra nematoides. Devido ao grande
nimero de cole¢des de Bt no mundo, as
sequéncias génicas de Bt podem ser
visualizadas no website http:/
www.biols.susx.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/.

Estima-se que existam mais de 60.000 cepas de
Bt em todo o mundo. Este patégeno vem sendo
usado com bioinseticida ha décadas (Glare &
O’Callaghan 2000). Hoje mais de 200 genes
especificos que produzem & endotoxina séo
conhecidos, embora sejam relatados como nao
muito eficientes no controle da S. frugiperda.

Os esporos bacterianos dormentes sdo extrema-
mente resistentes e capazes de sobreviver sob
condicdes desfavoraveis por um longo periodo de
tempo. Entretanto, raramente é encontrado na
natureza causando epizootia em popula¢des de
insetos. Enquanto a epizootia natural é rara, o
isolamento de insetos é mais comum.

Objetivando o controle de insetos lepiddpteros
pragas da cultura do milho, a Embrapa Milho e
Sorgo iniciou um levantamento de cepas de Bt
em diferentes regides do Brasil, incluindo regiées
produtoras e nao produtoras de milho,
abrangendo diferentes tipos de solos e culturas
ou qualquer outro micro clima (residuos de gréos,
insetos mortos, solos de clima arido e semi-arido)
(Figura 8).
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Todos os isolados obtidos foram testados contra
a lagarta do cartucho em laboratério e foi
realizada a caracterizagdo dos isolados mais
eficientes. O isolamento das cepas de Bt foi
confirmado através de microscopio de contraste
de fase pela observacéo dos cristais protéicos.
Nos bioensaios, foram usadas larvas sadias de
S. frugiperda de 2 dias de idade criadas em dieta
artificial (laboratério), sendo usada uma
suspensdo de esporos e cristais. As lagartas
foram acondicionadas em recipientes plasticos
descartaveis (50mL) a uma temperatura de 27°C
e umidade relativa de 70% RH, fotofase de
14h10h.

Durante o levantamento, testaram-se mais de
90.000 larvas, sendo usadas 25 larvas/bioensaio/
cepa. As cepas foram consideradas eficientes
quando a mortalidade foi superior a 75%. Até o
presente momento, foram coletadas 1.755
amostras de solo de 10 diferentes estados
brasileiros, abrangendo quatro diferentes regides
e um saldo total de aproximadamente 4.700
cepas isoladas. Deste total, apenas 169 cepas
apresentam mortalidade acima de 75%, fazendo
com que pouco mais de 3% das cepas testadas
tenham sido eficientes contra a lagarta do
cartucho.

Este banco de cepas de Bt esta localizado no
Laboratério de Controle Bioldgico da Embrapa
Milho e Sorgo, onde sédo mantidas duas coépias de
cada isolado, uma conservada a —20°C e outra a
—80°C. As regides Sul e Centro-Oeste fornecem
uma grande quantidade de cepas quando
amostras de solo séo usadas como fonte de
isolamento. A literatura menciona que 13
sorovariedades de B. thuringiensis foram
testadas em larvas de S. frugiperda e relata que
os serovars galleriae, aizawai e tolworthi

causaram mortalidade acima de 90%. Estes
dados sdo parcialmente confirmados pelos
resultados de laboratério em que apenas a sv
tolworthi matou acima de 95%. Entretanto, as sv
galleriae e aizawai ndo causaram mortalidade
acima de 15%. Bohorova et al. (1996) testaram
mais de 400 cepas contra as principais pragas da
cultura do milho e os resultados mostraram que
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99% dos isolados causaram mortalidade abaixo
de 50%. Este nimeros sdo importantes porque
mostram a dificuldade de se encontrar isolados
de Bt que sejam eficientes no controle da lagarta
do cartucho. Esta dificuldade em controlar as
lagartas de S. frugiperda com Bt é confirmada por
Baum (1999), que afirma que pode haver variagcao
dentro do mesmo género.

A PCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia) é
uma das técnicas mais usadas na caracterizagao
de cepas de Bt (Carozzi 1992, Cerdn et al. 1994,
Cerdn et al. 1995, Bravo et al. 1998, Valicente et
al. 2000). Dentre as cepas mais eficientes da
colecdo da Embrapa Milho e Sorgo, a maioria dos
isolados apresentou os genes crylAb e crylE,
algumas os genes crylB, cryl, crylFb e apenas
uma cepa até o momento (1644) o crylC
(Valicente et al. 2000, Valicente 2003). Bravo et. al
1998 fizeram uma caracterizagdo de genes cry
de uma cole¢do mexicana de Bt e concluiram que
0s genes crylD e crylC foram os mais téxicos
para lagartas de S. frugiperda e de S. exigua.

O B. thuringiensis pode ser cultivado usando
meios alternativos ou subprodutos da industria e
da agricultura. O Bt necessita de carbono, nitro-
génio e tragos de sais minerais para seu cresci-
mento. Varias fontes de carbono a pregos reduzi-
dos podem ser usadas, tais como glucose de
milho, melaco de cana, melago de beterraba e
amido de alguns cereais. Como fonte de nitrogé-
nio, podem ser usadas farinha de soja, extrato de
soja, levedura e agua de maceragéo de milho. Os
sais inorganicos essenciais sao célcio, zinco,
manganés e magnésio. A atividade tdxica do Bt
vai depender do meio e da cepa utilizados.
Valicente et al. (2007a) testaram varias concen-
tracBes de carbono e nitrogénio para o cresci-
mento do Bt. Os melhores resultados (massa
celular, unidades formadoras de col6nia, esporos
viaveis e mortalidade) foram obtidos quando se
usou uma concentragdo de nitrogénio 3 vezes
maior que a de carbono.

O Bt pode ser produzido tanto em fermentacéo
liquida como em meio s6lido. Em um meio com
bom suplemento de carbono, nitrogénio e fosforo,
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o0 Bt cresce vegetativamente e a esporulacédo é
reprimida. No final da fase vegetativa, a exaustao
dos nutrientes do meio induz o inicio da
esporulagdo. Um fator determinante na producéo
de biopesticidas a base de Bt é a oxigenacao do
meio durante o processo de fermentagao.
Valicente & Zanasi (2005) inovaram o processo
de fermentagcdo em meio s6lido utilizando 50g de
arroz como substrato. O arroz foi enriquecido
com fontes de carbono, nitrogénio, sais minerais
e posteriormente autoclavado em sacos de
polipropileno. Apos a esterilizagdo, o material foi
inoculado com a cepa adequada previamente
crescida em meio liquido. Esta mistura foi cresci-
da a 30°C por 4 dias para completa esporulagao
(Figura 9). O biopesticdia produzido deste modo é
barato e facil de ser aplicado. Apés o periodo de 4
dias, o material deve ser congelado até o uso.

produzir um biopesticida a base de Bt usando
fontes alternativas de carbono e nitrogénio. O
chorume a 4% mostrou-se capaz de fornecer as
condi¢cOes ideais para o crescimento do Bt,
gerando um nUmero satisfatério de células via-
veis, massa celular e alta mortalidade em lagar-
tas sadias de 2 dias de idade.

Resultados de pesquisa tém mostrado que o Bt
pode ser produzido em meios alternativos, residu-
os da industria e com materiais de baixo custo. A
grande vantagem destes sistemas de producéo &
que este biopesticida pode ser usado tanto por
pequenos como por médios e grandes produtores
rurais. Alguns métodos de produgdo do Bt podem
ser realizados dentro da prépria fazenda; para
isto, basta obter a cepa de Bt especifica conser-
vada em ambiente estéril.

Figura 9. A - B. thuringiensis crescido em arroz contendo glucose de milho e farinha de soja mantido a
30°C por 5 dias em estufa de crescimento. B — Detalhe da coloragédo do arroz usado como substrato

para crescimento de B. thuringiensis

Outra pesquisa que vem sendo realizada na
Embrapa Milho e Sorgo é o uso de esterco liquido
proveniente das fezes de suinos (chorume) para
a produgdo de um biopesticida a base de B.
thuringiensis. O chorume é rico em carbono,
nitrogénio e varios micronutrientes necessarios
para o crescimento do Bt. Valicente et al. (2007b)
testaram meios alternativos para o crescimento
do Bt em fermentacéo liquida usando meios
contendo glucose de milho e farinha de soja, meio
Luria Bertani e o chorume a 4%. Os resultados
foram promissores, mostrando a viabilidade de se

‘ Circ_105.p65 5

Consideracdes sobre a aplicacdo de
biopesticida a base de Bt

A aplicacéo deste patdgeno na cultura do milho
deve respeitar alguns fatores importantes. O
primeiro deles é que a cultura deve ser
monitorada semanalmente para se detectar o
nivel de ataque da lagarta do cartucho na lavoura.
Em determinadas regies o0 ataque desta praga
se inicia uma semana apés a germinacéo das
sementes, o que faz com que o produtor deva
conhecer os sinais iniciais do ataque na cultura
do milho (Figura 10).
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Figura 10. Ataque inicial da lagarta do cartucho, S. frugiperda, em planta de milho em que observam-se

pequenas raspaduras da folha de milho pelo inseto

Deve-se também respeitar a arquitetura da planta
de milho, que cresce verticalmente, e, havendo
necessidade, deve-se realizar aplicagdes sema-
nais do biopesticida do mesmo modo como é
feito com o uso de produto quimico.

Realizar as pulverizagBes sempre a tarde para se
evitar uma maior incidéncia de raios UV

(ultravioletas). Os raios UV sdo um dos principais
fatores de inativagdo deste biopesticida a campo.

Outro ponto a ser considerado € usar uma
quantidade maior de 4gua para que se consiga
atingir o inseto dentro do cartucho, local preferido
da lagarta, juntamente com o uso do espalhante
adesivo para melhorar a qualidade da aplicagao,
uniformidade da calda e fixar o produto na folha
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(Figuras 11A e 11B). Para se usar uma menor
quantidade de agua, deve-se ter o equipamento
apropriado para baixo volume. Verificar a umidade
relativa do ar porque, se a mesma estiver muito
baixa e as gostas muito pequenas, pode-se
perder muito com a evaporagdo da calda antes
mesmo de o produto atingir a folha.

O que ocorre muitas vezes é que o produtor, para
ter um maior rendimento, faz a aplicagdo com
uma quantidade muito pequena de agua e uma
maior velocidade do trator, o que resulta numa ma
aplicacao de qualquer produto, tanto quimico
quanto biolégico, ndo realizando, deste modo, um
controle satisfatério da lagarta do cartucho.
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Figura 11. A — Trator realizando aplicagdo com velocidade reduzida e 300L de agua por hectare, molhan-
do completamente as plantas de milho

Figura 11. B — Planta de milho recém-pulverizada com 300L de agua/ha e espalhante adesivo. As folhas
estdo totalmente molhadas pelo biopesticida
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