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POTENCIAL INSETICIDA DE Bacillus thuringiensis
(BACILLALES: BACILLACEAE) SOBRE OVOS DE Spodoptera frugiperda
(SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - Spodoptera frugiperda € uma importante praga de diversas culturas
agricolas de interesse econdmico como soja, milho e algodao. Apresenta notavel
capacidade de disperséo e polifagia. As taticas atuais de controle para o manejo
da S. frugiperda sao desafiadoras devido a sua alta capacidade de reproducéo
e mobilidade, ao rapido desenvolvimento de resisténcia em populag¢des expostas
aos inseticidas e plantas Bt e a sua grande adaptabilidade fisiolégica e
comportamental. Pesquisas visando contornar essa situacdo trazem ao
mercado, produtos a base de microrganismos, dentre os microrganismos
utilizados, a bactéria Bacillus thuringiensis vem apresentando excelentes
resultados no controle de insetos alvo em suas fases larvais. No entanto n&o ha
informacdes sobre o efeito dessa bactéria em ovos de insetos, sendo uma fase
importante para tomadas de ac¢des de controle. Diante disso, este estudo
objetivou analisar o potencial bioinseticida de Bt aizawai HD-68 e do produto
comercial Xentari® em ovos de S. frugiperda, com avaliacdo dos seus efeitos
sobre os embrides e lagartas neonatas provenientes de ovos tratados. Nos
bioensaios foram utilizadas trés concentracdes do produto comercial Xentari®:
3,00, 4,25 e 5,00 g.L*' e uma padronizado Unica, na concentragdo de 3.108
esporos.mL-', da suspensido de Bt aizawai HD-68. Massas de ovos de S.
frugiperda foram mergulhadas por 30 segundos nas respectivas solugdes. Apos
a imersao, as massas de ovos tratadas foram armazenadas em placas de Petri,
forradas com papel filtro e reservadas em incubadora B.O.D., com temperatura,
umidade e fotoperiodo controlados. Como controle negativo (C°) foi utilizada a
solugdo 0,05% Tween® 80, e como controle positivo (C*), agua deionizada
autoclavada. Cada tratamento consistiu em 10 repeti¢cdes, com 20 ovos cada (n=
200 por tratamento). Observagdes foram realizadas a cada 24 horas apds a
instalacdo dos bioensaios e a inviabilidade dos ovos foi avaliada ao final de 72
horas. Para avaliagao da viabilidade larval, lagartas neonatas de S. frugiperda
que eclodiram dos ovos tratados foram coletadas e individualizadas em
recipientes de 25 mm de didametro com fundo preenchido por dieta artificial. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, e consistiu em
5 repeticbes com 20 lagartas neonatas cada (n= 100 por tratamento). Os
recipientes foram mantidos em incubadora B.O.D., com temperatura, umidade e
fotoperiodo controlados. A mortalidade foi avaliada a cada 24 horas pelo periodo
de 7 dias apds eclosao das lagartas, sendo consideradas mortas aquelas que
nao apresentaram movimento. Para analise estrutural dos ovos foi realizada
microscopia eletrénica de varredura e para observacao dos efeitos do Bt nos
embrides e lagartas neonatas foram realizadas analises histoquimicas, que
demostraram que ao final de 72 horas apds os bioensaios todas as amostras
tratadas com Bt possuem comprometimento do epitélio intestinal, sendo
evidenciado por células epiteliais com vacuolizagdes citoplasmaticas e células
degeneradas. Através da analise estatistica foi constatada uma inviabilidade de



26,50 a 40,50% em ovos tratados com Bt, e a mortalidade larval foi superior a
70%, nas primeiras 24 horas apdés eclosio, sendo superior a 90% apos 7 dias.
Demostrando que todas as concentragcdes de Bt utilizadas, inviabilizaram uma
porcentagem dos ovos de S. frugiperda, podendo ser observados danos nos
embrides, além de causar um elevado indice de mortalidade de lagartas
neonatas que emergiram dos ovos tratados.

Palavras-chave: Bt, embrides, controle bioldgico, bioinseticida.



INSECTICIDE POTENTIAL OF Bacillus thuringiensis
(BACILLALES: BACILLACEAE) ON EGGS OF Spodoptera frugiperda
(SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - Spodoptera frugiperda is an important pest of several agricultural
crops of economic interest such as soybeans, corn and cotton. It presents
remarkable dispersion and polyphagy capacity. Current control tactics for
managing S. frugiperda are challenging due to its high reproduction and mobility
capacity, the rapid development of resistance in populations exposed to
insecticides and Bt plants and its great physical and behavioral adaptability.
Ongoing research to overcome this situation is bringing microorganism-based
products to the market. Among the microorganisms used, the bacterium Bacillus
thuringiensis has been showing excellent results in controlling target insects in
their larval stages. However, there is no information about the effect of this
bacteria on insect eggs, which is an important phase for taking control actions.
Therefore, this study aimed to analyze the bioinsecticide potential of Bt aizawai
HD-68 and the commercial product Xentari® on S. frugiperda eggs, evaluating
their effects on embryos and neonatal caterpillars from treated eggs. In the
bioassays, three concentrations of the commercial product Xentari® were used:
3.00, 4.25 and 5.00 g.L" and a single standardized one, at a concentration of
3,108 spores.mL™', of the Bt aizawai HD-68 suspension. Egg masses of S.
frugiperda were immersed for 30 seconds in the respective solutions. After
introduction, the treated egg masses were stored in Petri dishes, lined with paper
and reserved in a B.O.D. incubator, with controlled temperature, humidity and
photoperiod. As a negative control (C) 0.05% Tween® 80 solution was used, and
as a positive control (C*), autoclaved deionized water. Each treatment consists
of 10 replications, with 20 eggs each (n= 200 per treatment). Observations were
carried out every 24 hours after installing the bioassays and the non-viability of
the eggs was assessed after 72 hours. To evaluate larval prediction, neonatal S.
frugiperda caterpillars that hatched from treated eggs were collected and
individualized in 25 mm diameter containers with a bottom filled with artificial diet.
The experimental design used was randomized, and consisted of 5 replications
with 20 neonatal caterpillars each (n= 100 per treatment). The containers were
closed in the B.O.D. incubator, with temperature, humidity and photoperiod
controlled. Mortality was assessed every 24 hours for a period of 7 days after the
caterpillars closed, with deaths being considered those that did not occur during
movement. For structural analysis of the eggs, scanning electron microscopy was
performed and to observe the effects of Bt on embryos and neonatal caterpillars,
histochemical analyzes were carried out, which demonstrated that at the end of
72 hours after the bioassays, all samples treated with Bt had compromised
intestinal epithelium. , being evidenced by epithelial cells with cytoplasmic
vacuolation and degenerated cells. Through statistical analysis, an unviability of
26.50 to 40.50% was found in eggs treated with Bt, and larval mortality was
greater than 70% in the first 24 hours after hatching, being greater than 90% after
7 days. Demonstrating that all concentrations of Bt used rendered a percentage
of S. frugiperda eggs unviable, causing damage to the embryos, in addition to



causing a high mortality rate of neonatal caterpillars that emerged from the
treated eggs.

Key words: Bt, embryos, biological control, bioinsecticide.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS
1 INTRODUGAO

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) desempenha um papel
importante no controle dos principais insetos-praga, sendo definido como o uso
de diversas taticas de controle, a fim de preservar e aumentar os fatores de
mortalidade natural, mantendo a populacéo da praga em niveis abaixo daqueles
capazes de causar dano econdmico. Taticas distintas séo utilizadas em
programas de MIP, como o uso de produtos quimicos, tratos culturais e controle
biolégico por meio de parasitoides, predadores, nematoides e microrganismos,
como as bactérias, virus e fungos (Kogan, 1998).

Pesquisas que buscam desenvolver diferentes métodos de controle
biolégico aumentaram, e trazem ao mercado, produtos a base de
microrganismos (CropLife Brasil, 2023). Dentre os microrganismos utilizados, a
bactéria Bacillus thuringiensis mostra excelentes resultados no controle de
insetos alvo em suas fases larvais, como por exemplo, coleopteros, dipteros,
himendpteros e lepidopteros (Chattopadhyay et al., 2017). Essa bactéria gram-
positiva tem como caracteristica a formacdo de esporos, e a producdo de
proteinas inseticidas Cry e Vip (Bravo et al., 2007; Estruch et al., 1996). Essas
proteinas apresentam a caracteristica de serem altamente especificas para seu
inseto alvo, ndo oferecendo perigo para humanos, vertebrados e plantas, além
de serem biodegradaveis (Bravo et al., 2005).

Em lepidopteros as proteinas Cry agem ap0s a ingestao de cristais
por larvas suscetiveis, estes sdo solubilizados por proteases no pH alcalino do
intestino médio do inseto, onde as proteinas Cry passam de pro-toxinas (inclusédo
cristalina) para proteinas resistentes a proteases (Bravo et al., 2007). Essas
proteinas se inserem nas membranas das células, provocando o vazamento de
ions e a lise celular, que é a ruptura da membrana e liberacdo do contetudo da
célula. Esse conteudo celular atinge o intestino médio do inseto, levando-o a
interromper sua alimentacao e, eventualmente, morrer por inanicdo. Com a lise
celular, os esporos que estdo presentes podem germinar e se multiplicar,
resultando na morte do inseto por septicemia, uma infeccdo generalizada
(Valicente et al., 2018).

Desde o inicio da sua utilizacdo, B. thuringiensis € uma importante

ferramenta no controle de lepidépteros-praga, como a Spodoptera frugiperda



(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida popularmente como “lagarta-
do-cartucho” (Chakrabarty et al., 2020; Plata-Rueda et al., 2020). Esta espécie
apresenta notavel capacidade de dispersdo, alta capacidade reprodutiva e
polifagia, tornando-a uma importante praga de varias culturas, como soja
(Glicyne max), milho (Zea mays) e algod&o (Gossypium hirsutum) (Li et al., 2023;
Justus et al., 2022). E capaz de ocasionar perdas de produtividade em torno de
17% a 38% na cultura do milho, comprometendo deste o rendimento até a
comercializacdo dos graos, o que a torna uma importante praga agricola (Crespo
et al., 2021), com relatos de populacdes resistentes a moléculas de inseticidas
guimicos (Richardson et al., 2020).

Dessa forma, a reducédo populacional de S. frugiperda visando
minimizar danos mais severos a cultura, € essencial. Segundo Soares et al.,
2021, o uso de inseticidas quimicos em ovos de S. frugiperda pode aumentar a
eficiéncia do controle, pois inseticidas como azadiractina, lufenuron e
deltametrina tem a capacidade de penetracdo nos ovos, e dessa forma
interrompem o desenvolvimento embrionario e impedem a emergéncia de larvas
(Correia et al., 2013). Contudo, sabe-se que a utilizacdo de moléculas quimicas
tende a apresentar riscos ao meio ambiente e ao ser humano, sendo necessario
o desenvolvimento ou aperfeicoamento de métodos de controle, estabelecendo
um modelo agricola menos dependente do uso de moléculas quimicas e,
consequentemente, mais sustentavel (Lignani e Brandao, 2022).

A utilizac&o de B. thuringiensis para o controle de S. frugiperda é uma
estratégia muito difundida no meio agricola (Sagar et al., 2020). Contudo ndo ha
relatos da utilizacdo desta bactéria para o controle de S. frugiperda em sua fase
embrionaria. Daquila et al., 2021, relatou danos embrionarios causados por B.
thuringiensis em ovos de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), através
da penetracdo da bactéria por meio das micrépilas e aeropilas, orificios
presentes no cério dos ovos.

Portanto, diante da importancia desta espécie e a busca por uma
agricultura com maior qualidade socioambiental, este estudo foi desenvolvido
com o intuito de gerar informacdes sobre o desenvolvimento embrionario de S.
frugiperda apés tratamentos com B. thuringiensis e seus efeitos em lagartas

neonatas provenientes de ovos tratados .


https://bioone.org/journals/florida-entomologist/volume-104/issue-2/024.104.0203/Toxicicity-and-Histological-Changes-Caused-by-Insecticides-in-Spodoptera-frugiperda/10.1653/024.104.0203.full#bibr06
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5 CONCLUSAO

Dessa forma conclui-se que:
- Todas as concentragcbes de B. thuringiensis utilizadas resultaram na
inviabilidade dos ovos de S. frugiperda, sendo a maior dose do produto comercial
Xentari® a que obteve melhores resultados, chegando a 40,50% de inviabilidade.
- Todos os tratamentos com B. thuringiensis ocasionaram um alto indice de

mortalidade de lagartas neonatas que emergiram dos ovos tratados. Este
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resultado pode contribuir de forma positiva para reduzir as infestacdes iniciais de
S. frugiperda no campo.
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