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RESUMO 

 

A análise completa do gene 16S rRNA de alguns isolados bacterianos não-
esporulantes do solo nos levou a uma confiável classificação taxonômica, permitindo 
explorar seu potencial entomopatogênico contra inseto-praga Spodoptera frugiperda 
(lagarta-do-cartucho). Muitos estudos mostraram o rápido desenvolvimento de 
resistência da S. frugiperda em relação aos métodos que vem sendo utilizados nas 
últimas décadas. Sendo assim, torna-se importante novas pesquisas que explorem o 
potencial de novos isolados do solo. Com isso, um estudo comparativo entre a 
classificação completa e parcial, previamente determinada, do gene 16S rRNA foi a 
base para realizar bioensaios comparativos com bactérias esporulantes, do tipo 
Bacillus thuringiensis (Bt), e o produto Dipel®. Os resultados mostraram que não 
existem diferenças significativas utilizando esses isolados bacterianos, pois em todos 
os bioensaios as lagartas se desenvolveram normalmente até a fase adulta, 
demonstrando a forte resistência da lagarta-do-cartucho. Os dados obtidos foram 
comparados com demais autores que citam essa resistência, associada a um alelo de 
resistência presente nos membros da Ordem Lepidoptera. De acordo com os 
resultados, novas pesquisas devem ser feitas com novos isolados bacterianos a fim 
de descobrir seu potencial para controlar S. frugiperda, auxiliando assim o B. 
thuringiensis no controle das pragas. 
 

Palavras-chave: Zea mays. Spodoptera frugiperda. 16S rRNA. Controle biológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 
A complete analysis of the 16S rRNA gene of some non-sporulating bacterials in the 
soil led to a reliable taxonomic classification, allowing to explore its entomopathogenic 
potential against insect pest Spodoptera frugiperda (cartridge caterpillar). Many 
studies show the rapid development of resistance of S. frugiperda in relation to the 
methods that have been used in recent decades. Therefore, new research that 
explores the potential for new soil gains becomes important. Thus, a comparative study 
between a complete and partial classification, provided, of the 16S rRNA gene was a 
basis for carrying out comparative bioassays with sporulating bacteria, type Bacillus 
thuringiensis (Bt), and the product Dipel®. The possible results are that there are no 
relevant differences using these bacterials, because in all bioassays as caterpillars 
they normally developed until adulthood, demonstrating a strong resistance of the 
caterpillar. The collected data were compared with other authors who cite this 
resistance, associated with a resistance allele present in the members of the Order 
Lepidoptera. According to the results, further research must be done with new 
bacterials in order to discover their potential to control S. frugiperda, thus assisting B. 
thuringiensis in pest control. 

 
Keywords: Zea mays. Spodoptera frugiperda. 16S rRNA. B-iological control. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O milho tem assumido um importante papel socioeconômico no Brasil, 

colocando-se em posição de destaque no que se refere a valor da produção 

agropecuária, área plantada e volume produzido, em especial nas regiões Sul, 

Sudeste e Centro-Oeste. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento 

(Conab) sua produção na safra 2017/18 foi de 461,2 kg por hectares e uma área em 

torno de 11,57 milhões de hectares (CONAB, 2018).  

Os danos causados por pragas podem comprometer o rendimento e a 

qualidade dos grãos, ocasionando sérios prejuízos para os agricultores (SILVA et al., 

2016). Na maioria dos casos são utilizados produtos fitossanitários, e mesmo assim 

continua-se observando grandes perdas nas culturas. E com isso, muitas pragas 

estão expressando resistência tanto aos produtos químicos quanto as plantas 

geneticamente modificadas. Um exemplo são as doses de produtos fitossanitários 

aplicados além do recomendado, como uma tentativa de controlar as pragas que 

ocorrem (FIGUEIREDO; MARTINS-DIAS; CRUZ, 2006). 

Popularmente conhecida como, lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) é 

considerada umas das pragas que mais causam perdas na cultura do milho, podendo 

chegar a 100% lavoura (MICHELOTTO et al., 2011). As larvas de S. frugiperda se 

alimentam de folhas de milho reduzindo assim sua capacidade fotossintética e sua 

produção por causa de danos as estruturas reprodutivas (WAQUIL et al., 2016). Essa 

praga tem enfrentado a ação dos mecanismos de produtos quimícos na forma de 

resistência. Entretanto, a situação tornou-se mais complicada com a resistência de S. 

frugiperda a piretróides, organofosforados, carbamatos, neonicotinóides e 

crescimento de reguladores (YU, 2008).  

Com todas essas dificuldades em controlar o inseto-praga e manter a produção 

elevada, a busca por meios mais seletivos a praga-alvo e menos agressivos ao meio 

ambiente estão sendo cada vez mais procurados (BOBROWSKI et al., 2003). Entre 

um dos meios, as associações entre o controle químico e biológico têm grande 

importância, o chamado manejo integrado de pragas (MIP), que combina várias 

estratégias de controle de pragas, diminuindo também os gastos excessivos com 

defensivos na cultura (EMBRAPA, 2011).  

Uma das bactérias amplamente utilizada para essa finalidade é o Bacillus 

thuringiensis, encontrada naturalmente no solo e muito usada nas plantas 
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geneticamente modificadas, conhecidas como plantas Bt. O controle biológico com a 

utlização de B. thuringiensis tem sido uma ferramenta promissora, por conta do 

desenvolvimento de uma proteína na forma de cristais, com função bioinseticida. A 

ação patogênica ocorre após a ingestão dos cristais, através da alimentação dos 

insetos a partir dos tecidos das plantas. E essas proteínas interagem no intestino do 

inseto levando a lise celular e consequentemente a morte (RUIU, 2015). 

O B. thuringiensis tem sido utilizado em torno de duas décadas, e nesse curto 

espaço de tempo foram encontras quatro espécies resistentes aos híbridos de milho 

(TABASHNIK et al., 2014), sendo uma delas a lagarta do cartucho (STORER et al., 

2010). E com isso, as descobertas de novos isolados do solo que poderiam ter a 

mesma função do Bt, seriam de grande ajuda para driblar a resistência existente. 

Como o solo é um meio rico em microrganismos, principalmente para as bactérias 

(WAGG; BENDER; WIDMER, 2014), é uma oportunidade de expandir os estudos para 

encontrar novos microrganismos que possam ser prospectados na prevenção dos 

ataques das pragas. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A cultura do milho (Zea mays): características gerais 

 

 O milho tem se tornado uma cultura muito importante no cenário mundial, 

representando cerca de 13% da área agrícola total (DIDONÉ et al., 2018), podendo 

ser utilizada diretamente como alimento, forragem ou matéria-prima para produtos 

industrializados. Portanto, é uma cultura que se tornou autossuficiente no mercado 

interno, e um dos mais importantes exportadores do grão (TROJAN; PRIA, 2018). 

 A cultura do milho pertence à família das Póaceas, e seu nome científico é Zea 

mays L. A sua domesticação levou a produção de uma planta robusta e ereta, 

podendo chegar a 4 metros de altura, e visando a produção de grãos (MAGALHÃES; 

DURAES; PAIVA, 1995).  

 O milho é cultivado em todos os estados brasileiros, e a Região Centro-Oeste, 

Sudeste e Sul são as que mais se destacam em produção agrícola. Dentro dessas 

regiões os estados do Mato Grosso, Minas Gerais, Paraná e Rio Grande do Sul, 

contribuem com 52% da produção total brasileira (CUENCA et al., 2005). A partir de 

então, diferentes tecnologias de milho Bt foram lançadas visando o controle da S. 

frugiperda, com isso o milho Bt representa cerca de 80% nas áreas de cultivo do país 

(CÉLERES, 2014). 

 Esse avanço na produção do milho é devido ao melhoramento genético, que 

vem desenvolvendo variedades da cultura que são capazes de se adaptarem nas 

mais diversas regiões, como do Equador até o limite das terras temperadas e desde 

o nível do mar até altitudes superiores a 3.600 metros (CARVALHO et al., 1995). 

 

2.2 Inseto-praga: Spodoptera Frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: 

Noctuidae) 

 

A lagarta S. Frugiperda é uma praga polifágica que ataca preferencialmente as 

culturas da família Poaceae, e como consequência é a principal praga do milho na 

América do Norte e do Sul (BLANCO et al., 2010). O milho é cultivado em duas épocas 

do ano, conhecida como safra e safrinha (BARROS; TORRES; BUENO, 2010). Esse 
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milho safrinha cultivado na estação seca, aumenta ainda mais a taxa de reprodução 

das lagartas, multivoltinismo, ampla gama de hospedeiros (CAPINERA, 1999), e a 

capacidade de migrar longas distâncias (SPARKS, 1979). 

A S. Frugiperda é conhecida popularmente como lagarta do cartucho (FAW), 

devido ao seu nicho preferido ser o cartucho do milho. O principal efeito da S. 

frugiperda é destruição das folhas e danos indiretos à produção de grãos, que acaba 

acarretando em uma menor área foliar, diminuindo assim a fotossíntese realizada pela 

planta (VILARINHO et al., 2011). 

Com isso, as lagartas nos primeiros instares raspam as folhas, e com seu 

desenvolvimento estas passam a fazer furos no limbo foliar ocorrendo ataque em 

todos os estádios de desenvolvimento do milho, infestando espigas e alimentando-se 

diretamente dos grãos em crescimento (SIEBERT et al., 2012), o que pode causar 

perda no rendimento nos grãos de até 60% (SILVA; BESERRA; DANTAS, 2008) e 

causaram perdas anuais de US$ 12,0 bilhões para a economia brasileira (OLIVEIRA 

et al., 2013). 

Entretando, quando se observa a praga no milho à infestação já está muito 

avançada, e as aplicações acabam sendo tardias e em quantidades acima do 

recomendado, com isso não atingindo as lagartas dentro do cartucho do milho. 

Podendo gerar problemas como, eliminação de inimigos naturais e seleção de 

populações pragas resistentes aos inseticidas (LIMA et al., 2008). 

Com isso, essa espécie mostra grandes dificuldades em seu manejo, com base 

em suas características biológicas, rápida resistência ao controle químico (por 

exemplo, ao organofosfato e piretróide) e genético como é o caso do transgênico B. 

thuringiensis (REISIG; REAY-JONES, 2015). E devido à forte pressão de seleção 

imposta pelo uso extensivo de culturas transgênicas, o crescimento da resistência é 

um grande desafio que está sendo enfrentado nos últimos anos (JAMES, 2014). 

 

2.3 Controle biológico 

 

Com o aumento da resistência dos insetos aos produtos fitossanitários e ao 

mesmo tempo visando uma maior sustentabilidade no meio ambiente, o controle 

biológico tende a ser cada vez mais utilizado (SILVA et al., 2017). Essa demanda 

crescente levou a aumentos das áreas de monoculturas, que acarretaram perdas na 
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produção da cultura, devido assim aos crescimentos das espécies de 

pragas (BRADSHAW et al., 2016). 

O controle biológico consegue reduzir, ao invés de controlar totalmente as 

pragas, de modo que permaneçam na cultura em baixas populações (BUENO et al., 

2012). Como vantagem, outros métodos devem agir em conjunto com o controle 

biológico, por exemplo, plantas resistentes, técnicas culturais, barreiras físicas e, 

como último recurso, o uso de produtos fitossanitários, em menor quantidade do que 

o recomendado (STERN et al., 1959).  

No Brasil, a maioria dos produtos fitossanitários aceitos é proibida nos demais 

países, gerando assim uma grande preocupação em relação ao ambiente e a saúde 

no país (BOMBARDI, 2017). Entretanto, tem ocorrido destaque em relação à 

resistência dos insetos aos produtos químicos, pois são feitas cada vez mais 

aplicações para o controle, como no caso da cultura do milho, e assim ocorre à 

extinção de predadores naturais, aumento das pragas, seleção para resistência e 

contaminação no meio ambiente (GOULD; BROWN; KUZMA, 2018). 

Uma tecnologia do controle biológico que se intensificou principalmente a partir 

de 1996, conhecida como milho transgênico, o Bt, e foi muito bem aceito pelos 

produtores, principalmente aqueles que sofriam com as grandes perdas (JAMES, 

2014). Porém, com o seu uso intensivo nas últimas décadas já foram observados 

insetos pragas resistentes a ele, pois aumenta a pressão de seleção, diminuindo 

assim sua eficiência (RESENDE et al., 2014). 

Com isso, a crescente resistência em campo a vários milhos Bt, produtos 

referentes às proteínas expressas Cry1F e Cry1Ab já foram relatados no Brasil, e isso 

fez com que o do uso de inseticidas químicos contra S. frugiperda no milho 

aumentassem nos últimos anos (BURTET et al., 2017).  

O controle biológico é considerado a regulação de populações de organismos 

vivos resultante de interações como o parasitismo, predação e competição (SILVA; 

BRITO, 2015). E com isso devemos explorar cada vez mais o controle biológico, 

visando manter a população da praga em níveis satisfatórios, ou seja, em níveis 

abaixo daqueles que causariam danos econômicos (FERNANDES; CARNEIRO, 

2006).  
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2.4 O gene 16S rRNA 

 

Na década de 80, houve a descoberta de novas técnicas para amplificação e 

sequenciamento de DNA, o chamado gene 16S rRNA, destacando uma etapa 

importante para a classificação bacteriana (GÜRTLER, V.; MAYALL, 2001; COENYE; 

VANDAMME, 2004; KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2007).  

Poucos anos depois, essa técnica foi aprofundada e revelou o sequenciamento 

de um genoma completo, tendo como consequência a informação genética completa 

de uma cepa (JANSSEN et al., 2003). Pois anteriormente, as bactérias eram 

classificadas com bases morfológicas, por exemplo, porém essas classificações não 

estavam mais sendo o suficiente para ter uma caracterização completa (LEHMANN; 

NEUMANN, 1896). 

A determinação taxonômica por meio do gene 16S rRNA, é essencial para a 

determinação da filogenia e a sua identificação da diversidade bacteriana (TRINGE; 

HUGENHOLTZ, 2008), e tendo também como objetivo a identificação confiável de 

isolados microbianos de amostras ambientais (MOORE et al., 2010). E hoje em dia 

tornou-se rotina e uma das tecnologias mais utilizadas para caracterizar comunidades 

bacterianas (MUINCK et al., 2017).  

Hoje em dia, o 16S rRNA é o processo mais indicado para a classificação 

taxonômica de uma cepa procariótica no mesmo gênero ou espécie 

(STACKEBRANDT; EBERS, 2006). Os DNAs ribossomais das bactérias 

compreendem três genes conservados, e são divididos em subunidades chamadas 

de rRNA 16S, 23S e 5S (INNUI et al., 2012).  O gene 16S rRNA é o mais preservado 

dos três RNAs, e foi citado como um “relógio evolutivo”, e atualmente vem sendo 

utilizada como um estudo para identificar uma bactéria desconhecida ao nível de 

gênero ou espécie (SACCHI et al., 2002).  

O uso da sequência do gene 16S rRNA tem sido utilizada para as aplicações 

como, por exemplo: (a) identificação e classificação de culturas isoladas e (b) 

estimativa de diversidade bacteriana em amostras ambientais, através de abordagens 

metagenômicas (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2011).  E o que mais chamada à 

atenção desse gene, é a sua possibilidade de ser comparado não apenas entre todas 

as bactérias, mas também com o gene 16S rRNA das arqueobactérias e o gene 18S 

rRNA de eucariotos (PALYS; NAKAMURA; COHAN, 1997). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501310000261?via%3Dihub#bib62
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501310000261?via%3Dihub#bib62
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Essa conservação do gene 16S rRNA pode ser explicada pela função celular, 

isto está em contraste com os genes necessários para produzir enzimas. As mutações 

desses genes geralmente podem ser toleradas com mais frequência, pois pode afetar 

estruturas essenciais quanto o rRNA (THORNE; KISHINO; PAINTER, 1998). Assim, 

poucos outros genes são tão altamente conservados como o gene 16S rRNA, com 

isso pode-se marcar a distância evolutiva e a relação dos organismos (HARMSEN; 

KARCH, 2004). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos Gerais 

  

- O objetivo deste estudo foi avaliar 10 isolados bacterianos da comunidade 

microbiana de solos fertirrigados com vinhaça, pertencentes ao Laboratório de 

Genética e Bactéria de Biotecnologia Aplicada, (LGBBA) da FCAV-UNESP 

Jaboticabal. 

- O objetivo desse trabalho foi prospectar, selecionar e sequenciar 

completamente os 10 isolados promissores, através do gene 16S rRNA dos isolados 

retirados do solo. 

- Avaliar seu potencial entomopatogênico prospectado contra a praga (S. 

frugiperda) do milho (Zea mays). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Biologia no 

Laboratório de Genética e Bactéria de Biotecnologia Aplicada, e juntamente com o 

Laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes Praga no Departamento de 

Fitossanidade, na Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho em 

Jaboticabal, São Paulo.  

 

4.1 Origem e manutenção dos isolados bacterianos não esporulantes 

 

Os isolados utilizados foram: LGA-V05_13, LGA-V05_6, LGA-V20C, LGA-

V20F, LGA-V05_22, LGA-V05D, LGA-EV05, LGA-EV08, LGA-V20B e LGA-V20G. A 

coleta das amostras de solo foi realizada em profundidade 0-20 cm conforme descrito 

por Omori et al. (2016), localizada em uma área de plantio de cana-de-açúcar da 

Fazenda Itaquerê de propriedade da Usina Santa Fé S.A. (Figura 1), no município de 

Nova Europa, estado de São Paulo. A análise das características físicas e químicas 

do solo foi realizada pelo Laboratório de Análise de Solo e Planta do Departamento 

de Solos e Adubos, localizado na UNESP (Universidade Estadual Paulista). O 

isolamento em cultura pura e manutenção em meio de cultivo dos isolados utilizado 

neste trabalho foram descritos por Omori et al. (2016). O crescimento foi realizado em 

meio PEG (Polietileno glicol) [composto por (g/L): com conteúdo para 1 Litro (L): 0,6 

gramas (g) de K2HPO4, 0,2 g de MgSO4, 0,1 g de NaCl, 1,0 g de extrato de levedura 

e 10,0 gramas de glicose; pH 6,9 e acrescido de cicloheximida (300 μg/mL) e 

incubadas por 15 dias a 28°C.  
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Figura 1 – Localização geográfica dos sítios de coleta na Fazenda Itaquerê, Nova 
Europa/SP. (A) Região correspondente a Usina Santa Fé S.A, com área de plantio. (B) 

Detalhe do canal mestre de distribuição de vinhaça 

 

 

Fonte: Google Earth, Wikipedia e Omori et al. (2016). 

 

4.2 Extração de DNA e amplificação do gene 16S rRNA 

 

Neste trabalho, foram selecionados 10 isolados bacterianos, designados: LGA-

V05_13, LGA-V05_6, LGA-V20C, LGA-V20F, LGA-V05_22, LGA-V05D, LGA-EV05, 

LGA-EV08, LGA-V20B e LGA-V20G A nomenclatura “EV” refere-se ao solo do canal 

mestre de distribuição de vinhaça, enquanto “V” refere-se ao solo sob cultivo de cana-

de-açúcar, fertirrigado com vinhaça, caracterizados parcialmente por Almeida (2017), 

como mostra a Figura 2. 
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Figura 2 – Dendrograma evidenciando os isoloados do solo parcialmente 
caracterizados por Almeida (2017). Ramo A: representa o gênero Bacillus; Ramo B: 

Acinetobaceter; Ramo C: Chromobacterium e ramo D:  gêneros Arthrobacter, 
Corynebacterium e Sinomonas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ALMEIDA (2019). 

 



24 
 

Após cultivo em meio PEG líquido, as culturas tiveram suas D. O. (600 nm) 

padronizadas em aproximadamente 0,800, no período de 17 – 48 horas.  Cerca de 1 

ml da cultura, correspondente a 50 mg de células, foram sedimentados e lavados em 

solução salina [NaCl 0.85% (p/v)] para proceder-se a extração de DNA, baseado na 

adaptação do método desenvolvido para obtenção de DNA total de bactérias 

(MARMUR, 1961). A lise celular foi realizada através da adição de enzima lisozima 

(20 mg/mL), na presença de RNAse (50 µg/mL). Em seguida, procedeu-se a 

dissociação do complexo DNA/proteínas por meio da desnaturação com 2,0 % (p/v) 

do detergente Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) e aumento da força iônica com 1 M 

Acetato de Sódio, pH 5,2. A separação do DNA de outras macromoléculas aconteceu 

pela extração orgânica com um volume de Clorofórmio: Álcool Isoamílico [24:1 (v/v)] 

e a precipitação do DNA com 2 volumes de Etanol. As amostras tiveram o excesso de 

etanol evaporado em Concentrator Plus (Eppendorf), na opção D-AL e sem ajuste de 

temperatura. O DNA foi ressupendido em 100 μL de TE (10:1) pH 8,0, overnight a 4 

ºC. Após caracterização eletroforética [Agarose 0,8 % (p/v)] e quantificação do DNA 

em aparelho Nanodrop 1000 Spectrophotometer (ThermoScientific – Uniscience), as 

amostras de DNA foram estocadas em freezer -20 ºC. 

Foram obtidos amplicons de 1,5 Kb a partir do gene 16S rRNA, para 

determinação da assinatura molecular de cada isolado, através de PCR.  Foram 

aplicados os oligonucleotídeos iniciadores (primers) universais fD1 (8-27) <5’-AGA 

GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’> e rD1 (1525-1541) <5’-AAG GAG GTG ATC CAG 

CC-3’> (WEISBURG et al., 1991), descritos para as regiões alvo de Escherichia coli 

K12. A reação de amplificação consistiu em: 40,0 ng DNA molde; 7,5 pmol de cada 

primer universal; 1,75 mM MgCl2; 0,2 mM de Desoxirribonucleotídeos Trifosfatos 

(dNTPs); 2,0 μl de Tampão 10X; 1U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen); em 

um volume final de 20 µL. O programa de amplificação foi: 94ºC/5 min; 35 ciclos a 

94ºC/30 s, 56ºC/40 s, 72ºC/90 s; 72ºC/7 min, realizados em um termociclador PTC-

100™ Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.). O tamanho e pureza 

dos amplicons gerados foram verificados por eletroforese [Agarose 1,5 % (p/v)]. 

Os amplicons processados e analisados nesse estudo foram os isolados LGA-

V05D, LGA-EV05, LGA-EV08, LGA-V20B e LGA-V20G, enquanto aos demais 

isolados não esporulantes usados neste trabalho LGA-V0513, LGA-V056, LGA-V20C, 

LGA-V20F, LGA-V0522 foram processados por Alves (2020). 
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4.3 Sequenciamento dos amplicons 16S rRNA 

 

Os amplicons produzidos por PCR tiveram suas sequências de DNA 

determinadas para identificação do gênero bacteriano afiliado. Dada à pureza das 

reações de PCR, reações de sequenciamento de DNA foram realizadas sem a 

necessidade de purificação adicional dos amplicons. Para as amplificações de 

sequenciamento de DNA, além dos primers externos (fD1 e rD1), foram utilizados os 

primers internos à região 16S rRNA (1,5 Kb), desenhados por L. M. Cruz e descritos 

por Menna e colaboradores (2006): 362f (339–362) <5′-

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-3′>, 786f (764-786) (5′-

CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG-3′) e 1203f (1179-1203) (5′-

GAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC-3′). A cobertura concatenada do amplicon 

atinge em média até 1,3 Kb. 

As reações de sequenciamento foram padronizadas para um volume final de 

10 μl, utilizando os seguintes reagentes: 0,5 pmol de primer; tampão de 

sequenciamento 1X; 1,0 μl de enzima BigDye (Thermo Fisher Scientific);  7 ng de DNA 

total bacteriano (para os primers fD1 e rD1) ou 7 ng de amplicon 16S rRNA (para os 

primers 362f, 786f e1203f). O programa de amplificação foi: 96ºC/2 min; 40 ciclos a 

96ºC/10 s, 52ºC/20 s, 60ºC/4 min. Cada reação de sequenciamento foi precipitada 

com 80 μl de isopropanol 75% (v/v) e submetida a sucessivas lavagens em etanol 

70% (v/v) gelado, para remoção dos Dideoxinucleotídeos Trifosfatos (ddNTPs) 

marcados não incorporados à reação. As amostras foram secas em fluxo laminar por 

1 h, ressuspendidas com 9,0 μl de Hi-Di Formamide (4311320 - ABI Prism) e 

desnaturadas a 95ºC por 5 min. O sequenciamento dos amplicons foi realizado no 

sequenciador capilar modelo ABI 3100 Automated Sequencer (PerkinElmer). 

 

 

 

 

4.4 Análises das assinaturas moleculares dos isolados bacterianos através de 

bioinformática 

 

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciador capilar foram avaliados quanto 

à qualidade (Phred ≥ 20). O gene 16S rRNA foi concatenado nos seus 
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aproximadamente 1,5 Kb pelo pacote de programas Phred/Phrap/Consed (GORDON 

et al., 1998). Após a montagem dos contigs 16S rRNA, as sequencias foram 

submetidas à consulta de similaridade de nucleotídeos contra o banco de dados de 

nucleotídeos (não redundante) do GenBank (National Center for Biotecnology 

Information – NCBI), utilizando a ferramenta nucleotide BLAST (BLASTn) (ALTSCHUL 

et al., 1990).  

Para o alinhamento das sequências, utilizou-se o programa MAFFT v7.215 

(KATOH, 2002). A busca pela melhor matriz de substituição de nucleotídeos, para 

correção de taxas de mutações nos dados de alinhamento, foi realizada com o pacote 

Phangorn (SCHLIEP, 2011) no R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). A matriz 

de alinhamento e a matriz de substituição de nucleotídeos foram usadas no programa 

online IQTREE (TRIFINOPOULOS et al., 2016) para construção da árvore filogenética 

baseada em Maximum Likelihood (ML). Foram usadas as opções de otimização das 

frequências de nucleotídeos ML, análise de bootstrap Ultrafast e 1.000 repetições para 

os testes de bootstrap e SH-aLRT branch. 

 

4.5 Obtenção, criação e manutenção de S. frugiperda 

 

A população de S. frugiperda foi obtida através da EMBRAPA Milho e Sorgo, 

em Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil. A criação e manutenção da espécie foram 

feitas no Laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes Praga, junto ao 

Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, 

Câmpus de Jaboticabal-SP. As lagartas foram mantidas em dieta artificial (adaptada 

GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976) em recipientes plásticos de 70 ml, onde 

foram individualizadas uma lagarta por pote, até a fase de pupa. As pupas foram 

retiradas e colocadas em recipientes de 1 L contendo papel filtro no fundo. Após a 

eclosão, os adultos foram colocados em gaiolas cilíndricas de PVC (30,0 cm de altura 

x 28 cm de diâmetro), revestidas internamente com papel sulfite branco e cobertas 

com “nylon” para não fugirem. Os adultos foram alimentados com uma solução líquida 

de mel a 10%. A cada dois dias foram coletados os ovos, e colocados em recipientes 

de 1 L contendo dieta artificial no fundo. Após a eclosão das lagartas, cerca de 95% 

dos neonatos foram utilizadas para os bioensaios, e o restante utilizado para a 

manutenção população. 
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4.6 Preparo e bioensaio das suspensões bacterianas não esporulantes 

 

Para o preparo das suspensões dos isolados de selecionados, serão cultivados 

em Placa de Petri com meio de cultura TY (Triptone-Yeast Medium) (conteúdo para 1 

L: 5,0 g de Triptona, 3,0 g de extrato de levedura e 0,87 g de NaCl; pH 7,0) e incubados 

a 25ºC durante 5 a 7 dias, permitindo assim seu crescimento. Após este período, o 

conteúdo bacteriano será transferido, com auxílio de alça de platina, para Erlenmeyer 

contendo 50 ml de meio TY líquido e cada Erlenmeyer foi vedado com algodão e 

envolto em tecido e papel alumínio, sendo autoclavado durante 20 minutos. Após esse 

processo, foram encaminhados para um Shaker rotativo, o pré inóculo foi realizado a 

28°C e 120 rpm por 12 horas para o “starter” da bactéria. Após as 12 horas, o pré 

inóculo foi vertido para outro Erlenmeyer contendo 75 ml de meio TY líquido, que 

também foram vedados com algodão e envoltos em tecido e papel alumínio, sendo 

autoclavado durante 20 minutos, e levados para um Shaker rotativo, realizado a 28°C 

e 200 rpm por 48 horas e armazenados sob refrigeração para uso. Esse processo foi 

realizado para cada um dos isolados não esporulantes. Na condução dos 

experimentos foram utilizados os inóculos preparados anteriormente, sendo retirados 

uma alíquota de 75 μL e pipetados em cada pote de 5 ml contendo a dieta artificial 

(GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976), e mantidas em fluxo laminar por 

aproximadamente 10 min para secagem. Em seguida, foi depositada em potes 

individualizados, uma lagarta de neonatas de S. fugiperda para o teste de mortalidade. 

Para cada tratamento e a testemunha negativa (H2O), foram utilizadas 50 lagartas 

separadas em 5 repetições, contabilizando um total de 11 tratamentos e 550 lagartas. 

O bioensaio foi mantido sob condições controladas (UR: 75 % ±12 e T: 25 ºC ±2). 

Após 10 dias foram realizadas as avaliações de mortalidade para cada tratamento. 

 

 

 

4.7 Preparo e bioensaios com bactérias esporulantes 

 

 As bactérias crescidas nas placas foram transferidas, com auxílio de alça de 

platina, para 50 ml de meio LB líquido (conteúdo para 1L: Glicose 1,0 g; Caldo Nutritivo 

8,0 g; Extrato de Levedura 5,0 g; MgSO4 0,3 g; Triptona 10,0 g; FeSO4 0,02 g; ZnSO4 

0,02 g; MnSO4 0,02 g; NaCl 5,0 g; pH 7,5). Após esse processo, o pré-inóculo foi 
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incubado a 120 rpm, 28°C por 12 horas em um Shaker rotativo (Shaker Incubador 

Modelo G25 New Scientific) para o “starter” da bactéria. Após as 12 horas, o pré 

inóculo foi vertido em 75 ml de meio LB líquido e incubado a 200 rpm, 28°C por 48 

horas em um Shaker rotativo e armazenados sob refrigeração para uso. 

Uma alíquota de 75 μL de cada cultura foram pipetados em cada pote de 5 ml 

contendo dieta artificial (GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976), e após a secagem 

foi depositada uma lagarta neonata de S. fugiperda por pote, para o teste de 

mortalidade. O bioensaio foi realizado utilizando-se uma solução originalmente na 

concentração 3 x 109 esporos. mL-1 e diluindo-a na proporção 1:10 até uma 

concentração de 3 x 104 esporos. mL-1 (totalizando 6 concentrações). Cada 

concentração consistia de um tratamento de 30 repetições, seguido de um tratamento 

com testemunha positiva do bioenseticida Dipel®, onde foram utilizados 16, 80 g do 

produto dissolvido em 0,5 L de água, e a testemunha negativa (H2O), totalizando 8 

tratamentos de 30 repetições para cada um dos isolados. A condução do experimento 

foi realizada em temperatura ambiente (25±2ºC) e a avaliação da mortalidade de 

lagartas realizada 7 dias após a aplicação das suspensões.  

 

4.8 Análise de resultados 

 

Os resultados dos bioensaios foram obtidos através de análise no software 

AgroEstat (Sistema de análises estatísticas de ensaios agronômicos) 1.1.0.712, 

(BARBOSA; MALDONADO, 2008), com teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Qualidade do DNA genômico  

 

Foi relatado um perfil de qualidade na extração do DNA genômico devido ao 

aparecimento de uma única banda de alto peso molecular. Foi utilizado o padrão 1 Kb 

DNA ladder (Fermentas®) como padrão de tamanho molecular. O DNA extraído foi 

avaliado por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%. O aparecimento de uma 

única banda íntegra de alto peso molecular indica que o processo de extração do DNA 

foi bem-sucedido, e o mesmo não se encontra degradado (Figura 3). 

 

Figura 3 – Avaliação do DNA genômico extraído dos cinco isolados não esporulantes, 
através de eletroforese em gel de agarose 0,8%. MM-padrão 1 Kb DNA ladder 

(Fermentas®) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

5.2 Qualidade da purificação do produto da PCR 

 

A qualidade do produto da amplificação da PCR foi avaliada por meio de 

eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando o padrão 1 Kb DNA ladder 

(Fermentas®) como padrão de tamanho molecular. O aparecimento de uma banda de 

forte intensidade na posição de 1500 bp indica o amplicon 16S rRNA esperado (Figura 

4). 
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Figura 4 – Avaliação do produto de PCR dos cinco isolados não esporulantes e 
através de eletroforese em gel de agarose 1%. P-padrão 1 Kb DNA ladder 

(Fermentas®) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

5.3 Análise de isolados bacterianos por sequenciamento total do gene 16s rRNA 

 

Pela a análise do sequenciamento completo, o tamanho concatenado das 

sequencias 16S rRNA envolvidas no alinhamento variou de 957 a 1436pb e quando 

comparadas ao Banco GenBank (Tabela 1), observa-se que o percentual de cobertura 

para os isolados pelo alinhamento com sequencias do banco correspondeu a 100% 

de similaridade aos seus respectivos gêneros e espécies, para todos os isolados. 
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Tabela 1 – Sequências similares de 16S rRNA com base no banco de dados Gen Bank 

 

Isolados 
Tamanho 

(pB)* Acesso       Família                Linhagem  Cobertura % 

 

Identidade 

LGA-EV08 1436 NR_112926.1 Paenibacillaceae Brevibacillus nitrificans strain DA2 100 99 

LGA-EV05 1142 CP017580.1 Microbacteriaceae Curtobacterium sp. strain BH-2-1-1 100 99 

LGA-V20B 957 GU326383.1 Micrococcaceae 
Arthrobacter echigonensis strain 
MN1405 100 99 

LGA-V20G 1396 GU326383.1 Micrococcaceae 
Arthrobacter echigonensis strain 
MN1405 100 99 

LGA-V05D 1390 GU326383.1 Micrococcaceae 
Arthrobacter echigonensis strain 
MN1405 100 99 

Fonte: Elaborado pela autora. 

*Número de pares de bases sequenciadas 
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5.4 Filogenia bacteriana dos isolados com base no sequenciamento parcial 

16S rRNA 

 

A análise filogenética com base em sequências de 16S rRNA completo, 

permitiu um agrupamento mais coerente e confiável entre todos os gêneros, 

distribuídos na árvore filogenética. Os isolados V20B, V20G, V05D mostraram 

alta similaridade ao gênero Anthrobacter, pertencente ao filo Actinobacteria 

(Figura 5). O gênero Sinomonas (espécie-tipo Sinomonas flava) foi proposto pela 

primeira vez por Zhou et al. (2009) com a descrição da cepa recém-isolada S. 

flava CW 108 T e a reclassificação de Arthrobacter atrocyaneus como 

Sinomonas atrocyanea (cepa tipo DSM 20127 T) (ZHOU et al., 2009; KUHN; 

STARR, 1960). As células são aeróbicas e não móveis, o isolado cresceu a uma 

temperatura ótima de 30 - 37 °C e a um pH ótimo de 6,0-8,0. Sendo um novo 

isolado de actinomiceto, designada CW 59T, foi isolada de uma amostra de solo 

de floresta poluída na província de Anhui, China. Os açúcares de células inteiras 

continham galactose, manose, ribose e glicose; os principais aminoácidos da 

parede celular foram lisina, alanina e ácido glutâmico. A análise filogenética 

mostrou que CW 59T pertenceu ao gênero Sinomonas e agrupou-se com 

membros das espécies Sinomonas atrocyanea, Sinomonas flava, Arthrobacter 

echigonensis e Arthrobacter albidus. As semelhanças de sequência do gene 16S 

rRNA de CW 59T com S. atrocyanea DSM 20127T, S. flava CW 108T, A. 

echigonensis LC10T e A. albidus LC13T foram 99,5, 99,3, 98,2 e 98,0%, 

respectivamente. A hibridização DNA-DNA do isolado mostrou valores de 

parentesco de 58,3% (DSM 20127T), 41,8% (CW 108T), 21,6% (LC10T) e 25,5% 

(LC13T) com seus quatro vizinhos mais próximos (ZHOU et al., 2012). 

Porém, os demais isolados se mostraram similares aos respectivos 

gêneros: EV05 se mostrou similar ao gênero Curtobacterium após ser realizada 

a caracterização completa do gene 16s rRNA (Figura 5). Deriva esse nome 

devido ao significado bactéria de bastão curto, gram-positivo, não ácido-

resistente e não formador de esporos. 

O isolado EV08 se mostrou similar ao gênero Brevibacillus (Figura 6), 

após ser realizado a caracterização completa do gene 16s rRNA.  Uma bactéria 

nitrificante heterotrófica, designada cepa DA2 (T), foi isolada de um agente 
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microbiológico para melhorar a digestão microbiana em tanques de tratamento 

de esgoto (TAKEBE et al., 2012). 

 

Figura 5 – Dendrograma evidenciando os isoloados não esporulantes LGA-
V20G, LGA-V05D, LGA-V20B e LGA-EV05 usando o método de Neighbor Joining 

(SAITOU; NEI, 1987). Foram realizados 1000 “bootstrap” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 6 – Dendrograma evidenciando os isoloados não esporulantes LGA-EV08 
usando o método de Neighbor Joining (SAITOU; NEI, 1987) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.5 Mortalidade da S. frugiperda  

 

De acordo com os resultados obtidos através dos bioensaios, pode-se 

verificar que não houve diferença significativa (P>0,05) de acordo com o teste 

de Tukey, entre os isolados e o controle sobre o valor de peso (g) para as 

lagartas incluindo os isolados LGA-V05D, LGA-EV05, LGA-EV08, LGA-V20B e 

LGA-V20G caracterizados por Alves (2020) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Bioensaio de teste da mortalidade de Spodeoptera frugiperda usando 
os isolados não esporulantes 

Isolados de bactérias não 

esporulantes (R) 
Peso de lagartas (g.lag-1) 

LGA-V05-13 0.5169 b 

LGA-V20F 0.5663 ab 

LGA-V05-6 0.5996 a 

LGA-EV05 0.5769 a  

LGA-EV08 0.5796 a  

LGA-V20C 0.5615 ab 

LGA-V20G 0.5674 ab 

LGA-V20B 0.5569 ab 

 LGA-V05-22 0.5564 ab 

LGA-V05D 0.5432 ab 

Controle (H20) 0.5572 ab 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Nota: Médias seguidas por letras distintas diferem-se entre si pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. 
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5.6 Mortalidade da S. frugiperda na fase lagarta com isolados esporulantes 

 

Através dos resultados obtidos, pode-se observar que todas as 

concentrações 3x10⁴, 3x10⁵, 3x10⁶, 3x10⁷, 3x10⁸ e 3x10⁹ tiveram diferenças 

significativas (P>0,05) de acordo com o teste de Tukey, quando comparadas às 

testemunhas, entre as concentrações de esporos do isolado LGBBA - 1321 

aplicadas e o peso de cada lagarta (Tabela 3). 

As médias dos isolados LGBBA - 1355 apresentaram diferenças 

significativas (P>0,05) de acordo com o teste de Tukey, quando comparados à 

testemunha. Contudo, pode-se observar que a testemunha não teve diferenças 

significativas (P>0,05) de acordo com o teste de Tukey, quando analisadas 

somente as concentrações 3x10⁵, 3x10⁶ e 3x10⁷ de esporos da LGBBA -1355 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Bioensaio de teste de mortalidade de S. frugiperda usando as 
linhagens selvagens de B. thurigiensis seguidos dos respectivos pesos das 

lagartas comparadas com a testemunha (H2O) 

Concentrações  
Peso das lagartas (g) 

LGBBA-1355 LGBBA-1321 

3.10⁴ 0.0414 a 0.0181 b 

3.10⁵ 0.0270 b 0.0134 bc  

3.10⁶ 0.0343 ab 0.0171 b 

3.10⁷ 0.0319 b 0.0128 bc 

3.10⁸ 0.0099 c 0.0102 c 

3.10⁹ 0.0109 c 0.1323 bc 

Testemunha (H20) 0.0308 b 0.0308 a 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Nota: Médias seguidas por letras distintas diferem-se entre si pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. 
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5.7 Mortalidade da S. frugiperda na fase pupa com isolados esporulantes 

 

De acordo com os resultados observados na tabela, pode-se notar que 

não houve diferenças significativas (P>0,05) de acordo com o teste de Tukey, 

quando comparados a testemunha, em relação às aplicações de esporos do 

isolado LGBBA - 1321 e o peso das pupas (Tabela 4). Com os resultados 

observados na tabela, pode-se notar que não houve diferenças significativas 

(P>0,05) de acordo com o teste de Tukey, quando comparados a testemunha, 

em relação às aplicações de esporos do isolado LGBBA - 1355 e o peso das 

pupas (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Bioensaio de teste avaliando peso das pupas de S. frugiperda 
utilizando esporos de linhagens selvagens de Bt 

Concentrações  
Peso das pupas (g) 

Isolado 1355 Isolado 1321 

3.10⁴ 0.2352 ab 0.2703 a 

3.10⁵ 0.2775 ab 0.2250 a 

3.10⁶ 0.2516 ab 0.2210 a 

3.10⁷ 0.2891 a 0.2416 a 

3.10⁸ 0.1903 b 0.2236 a 

3.10⁹ 0.2691 ab 0.1653 a 

Testemunha 0.2669 ab 0.2669 a  

Fonte: Elaborado pela autora. 

Nota: Médias seguidas por letras distintas diferem-se entre si pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 

 

5.8 Mortalidade da S. frugiperda utilizando Dipel®   

 

De acordo com os resultados observados na tabela, pode-se notar que não 

houve diferenças significativas (P>0,05) de acordo com o teste de Tukey, quando 

comparados a testemunha, em relação as aplicações de Dipel ® e o peso das 

lagartas (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Bioensaio de teste entre o peso e pupas S. frugiperda utilizando 
Dipel® 

 

Peso lagartas 

(g) 
Peso pupas (g) 

Testemunha 0.0308 a 0.2669 a 

Dipel® 0.0660 a 0.2207 a 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Nota: Médias seguidas por letras distintas diferem-se entre si pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O sequenciamento total do gene 16S rRNA permitiu uma classificação 

taxonômica mais confiável e apurada para cada isolado, quando comparada o 

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA realizado por Almeida (2017).  

Observando o dendrograma e o sequenciamento parcial do gene 16S 

rRNA do isolado LGA-V20D, nota-se que ele estava classificado como B. 

thuringiensis, tendo uma identidade de 96% dessa espécie. Entretanto, quando 

comparado ao sequenciamento total do gene 16S rRNA, os isolados LGA-V20B, 

LGA-V20G e LGA-V20D foram classificados taxonomicamente como 

Arthrobacter echigonensis, da família Micrococcaceae, tendo uma identidade de 

100% e uma cobertura de 99% quando comparada a essa espécie (Figura 5). 

Avanços na classificação taxonômica mostraram que A. echigonensis deve ser 

reclassificado dentro do gênero Sinomonas, com base na similaridade da 

composição dos principais ácidos graxos, lipídios polares e aminoácidos da 

parede celular (ZHOU et al., 2009).  

Com base em análises de sequenciamento do gene 16S rRNA, pode-se 

dizer que os isolados representam espécie do gênero, Sinomonas, e com isso 

os isolados do tipo A. echigonensis devem ser reclassificadas como S. 

echigonensis comb. nov. classificada como uma descrição emendada do gênero 

Sinomonas (DING; HIROSEM; YOKOTA, 2009; ZHOU et al., 2012). Membros do 

gênero Sinomonas são capazes de sintetizar nanopartículas de prata com 

atividade antimicrobiana (MANIKPRABHU et al., 2016), hidrolisar amido (SER et 

al., 2015), biodesulfurar o carvão (MISHRA et al., 2014), capacidade de degradar 

óleo no mar (WU et al., 2010)  e degradar o antioxidante sesamina (KUMANO et 

al., 2016). Em pesquisas mais recentes membros deste gênero exibiram efeitos 

promotores de crescimento de plantas e atividade antagônica contra muitos 

patógenos radiculares e foliares, implicando em seu potencial uso na agricultura 

sustentável (ADHIKARI et al., 2017). Estes estudos também mostraram que esse 

gênero pode possuir atividade inibitória contra fungos fitopatogênicos, como o 

Exserohilum turcicum, isolado de uma amostra de solo (FU et al., 2019). A 

Sinomonas também apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias 

multirresistente Staphylococcus aureus, podendo ser usada em estudos futuros 
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para minimizar os problemas voltados para a resistência dessa bactéria 

(MANIKPRABHU et al., 2016).  

 O isolado LGA-EV05, após a realização do sequenciamento completo do 

gene 16S rRNA, foi classificado como Curtobacterium herbarum linhagem BH-2-

1-1, através do dendreograma (Figura 5), A família Microbacteriaceae, proposta 

por Park et al. (1993), é composta por mais de 20 gêneros, incluindo o gênero 

Curtobacterium. Este gênero foi  classificado por Yamada e Komagata (1972) 

para incluir as demais espécies: Curtobacterium albidum, C. citreum, C. luteum, 

C. pusillum, C. saperdae e C. testaceum, C. flaccumfaciens (HEDGES, 1922), 

C. herbarum (BEHRENDT et al., 2002) e C. ammoniigenes (AIZAWA et al., 

2007), C. saperdae e C. testaceum. Pode-se observar que esse isolado LGA-

EV05 possui uma identidade de 100% e cobertura de 99% quando relacionada 

a essa espécie Curtobacterium herbarum strain BH-2-1-1. Com isso, suas 

células são gram-positivas, estritamente aeróbico, sem formação de esporos e 

móvel, uma temperatura ótima de crescimento em média de 25 °C (BEHRENDT 

et al., 2002).   

Este gênero é muito conhecido por compor bactérias promotoras de 

crescimento de plantas (VIMAL; PATEL; SINGH, 2019), contudo possui também 

espécies patógenas para plantas como o caso da espécie C. flaccumfaciens 

(SOARES et al., 2013). Há estudos também que mostram a capacidade das 

bactérias desse gênero que conseguem realizar a degradação de 

hidrocarbonetos, ou seja, solos contaminados com petróleo (LUMACTUD et al., 

2016). Assim conhecidos como biorremediadores, são bactérias que conseguem 

de alguma forma fazer diminuir o estresse tóxico, controlando a contaminação 

causada pelo óleo, tornando assim o ambiente menos poluído. Outra atividade 

promissora consiste na redução da toxicidade causada por Alumínio (Al), de 

modo que as plantas possam se desenvolver na presença deste metal tóxico 

(MA et al., 2016).  

Entretanto, quando se analisa o isolado LGA-EV08 após a realização do 

sequenciamento completo do gene 16S rRNA, observa-se que a classificação 

taxonômica direciona para Brevibacillus nitrificans strain DA2, tendo uma 

identidade de 100% e uma cobertura de 99% quando comparado a essa espécie 

(Figura 6). São bactérias gram-positivos, facultativamente anaeróbicos, móveis 

e são capazes de crescer a pH 5-8. A caracterização da sequência do gene 16S 
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rRNA propõe que o isolado é um membro do gênero Brevibacillus, com maior 

semelhança em porcentagem, quando comparados com as bactérias 

Brevibacillus choshinensis (99,7%), B. formosus (99,4%), B. brevis (99,4%), B. 

agri (99,0%), B. reuszeri (98,8 %), B. parabrevis (98,7%), B. centrosporus 

(98,6%), B. limnophilus (97,4%), B. panacihumi (97,3%) e B. invocatus (97,3%), 

o isolado merece uma classificação como nova espécie, tendo o nome de 

indicação Brevibacillus nitrificans (TAKEBE et al., 2012). Sendo assim uma 

bactéria nitrificante, por isso seu nome foi escolhido, pois ocorre a remoção do 

nitrogênio por meio da nitrificação e desnitrificação biológica, podendo ser 

aplicado em tratamentos de águas residuais (CARRERA et al., 2003; RUIZ; 

JEISON; CHAMY, 2003; SCHMIDT et al., 2003).  

Com isso, após os estudos sobre a classificação do gene 16S rRNA 

realizada neste trabalho e por Almeida (2017), considerando estas bactérias 

não-esporulantes, foram realizados os bioensaios para avaliar seu potencial 

entomopatogênico contra S. frugiperda. As práticas para controle biológico 

adotadas nos últimos anos contra esta praga já mostraram sua evolução com a 

resistência no controle dos insetos-pragas. Pode-se observar que existem 

estudos que também mostram a capacidade de novas bactérias, incluindo não-

esporulantes, em controlar esse inseto-praga, e como isso é vantajoso conhecer 

cada isolado e como ele reage a praga, como é o caso da bactéria 

entomopatogênica, gram negativa Xenorhabdus nematophila contra a lagarta S. 

frugiperda (NUÑEZ-VALDEZ et al., 2019). A bactéria produz uma diversidade de 

moléculas e proteínas, sendo uma delas a rabduscina, e com isso o sistema 

imunológico dos insetos-pragas não consegue combater, matando assim o 

inseto (CRAWFORD et al., 2012).  Entretanto, os resultados no controle das 

lagartas-do-cartucho nos mostram o tamanho da resistência, pois os 5 isolados 

sequenciados completamente pelo gene 16s rRNA e os 5 isolados sequenciados 

por Alves (2020) não se mostraram tão eficazes em combater a S. frugiperda 

não alterando seu peso e nem seu desenvolvimento durante o ciclo, chegando 

a fase adulta. 

Com esses experimentos e leituras de outros artigos, conseguimos 

entender a alta resistência da S. frugiperda e como é difícil o seu controle. Esses 

insetos pertencem à ordem Lepidoptera e família Noctuidae, e demonstram 

também a sua resistência em relação ao uso do B. thuringiensis, pois as toxinas 
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das proteínas produzidas por essas bactérias possuem os mesmos locais de 

ligação nas lagartas, diminuindo assim seu efeito de mortalidade (HECKEL, 

2015).  

Com isso, utilizamos também duas linhagens selvagens de B. 

thuringiensis para comprar sua resistência e avaliar sua eficácia contra esse 

inseto-praga. As linhagens são: LGBBA-1321 e LGBBA-1355 foram similares 

nas respostas. Quando aplicada a menor concentrações de esporos, 3x10⁹, a 

linhagem LGBBA – 1355 reduziu o peso das lagartas e as mesmas se 

desenvolveram lentamente, com menos ganho de peso, que quando comprados 

às outras concentrações de esporos. A linhagem LGBBA – 1321 Não apresentou 

mortalidade considerável. Entretanto mostrou o tamanho da resistência da praga 

à essas linhagens selvagens de Bt, e com isso através de mais leituras podemos 

observar a evolução da resistência ao Bt nas demais regiões do mundo. 

O primeiro caso observado de resistência da S. frugiperda ao milho Bt foi 

detectada pela primeira vez nos campos de milho TC1507 em Porto Rico, em 

2006 (STORER et al., 2010). A resistência da lagarta no campo de milho tem 

sido observada em várias regiões do Brasil (FARIAS et al., 2014) e nos Estados 

Unidos (HUANG et al., 2014). Como observado, S. frugiperda possui resistência 

em vários países e, até o momento, a única espécie-alvo de pragas que 

desenvolveu resistência no campo às culturas Bt em várias áreas do mundo 

(DANGAL; HUANG, 2015).  

Na índia, já é observado também a resistência no controle da S. 

frugiperda, e um meio que está sendo adotado por esse país é a utilização de 

biopesticidas microbianos baseados em novas bactérias. Seus compostos 

bioativos têm sido utilizados contra muitas pragas de artrópodes (KUMAR; 

SINGH, 2015). Esses biopesticidas tem tido uma boa aceitação devido aos seus 

benefícios como redução da toxicidade ambiental, especificidade do alvo e 

segurança para organismos não-alvo, fazendo parte do Manejo Integrado de 

Pragas (MIP) (SENTHIL-NATHAN, 2015). 

Com a produção crescente de novos compostos químicos, devido à 

resistência desenvolvida pelos insetos-pragas existentes, e à necessidade de 

moléculas específicas para o alvo e sustentáveis ao meio ambiente (SPARKS, 

1979), um produto inovador foi lançado na Argentina: o Herculex I (TC1507). 

Esta tecnologia consiste em plantas que expressam a proteína Cry1F, sendo 
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lançada durante as temporadas de 2005-2006 e foi amplamente adotado devido 

ao seu alto nível de eficácia contra a lagarta-do-cartucho. No entanto, a 

resistência aumentou em relação ao milho Cry1F no país e ameaça a 

durabilidade dessa característica de controle (CHANDRASENA et al., 2017). 

Com isso, conhecer e estudar demais microrganismos torna-se fundamental, 

pois sempre se mostram uma ótima alternativa na produção de novas 

substâncias, como proteínas e toxinas (CARR et al., 2012).   

Mesmo as culturas transgênicas que expressam um ou mais genes que 

codificam proteínas cristalinas inseticidas (Cry) de várias linhagens da bactéria 

B. thuringiensis apresentam resistências. As proteínas Bt são eficazes 

inseticidas contra vários insetos agronomicamente importantes, entretanto com 

a espécie Spodoptera spp. são menos sensíveis a esse modo de ação 

(VOJTECH; MEISSLE; POPPY, 2005; DUTRA et al., 2012; OMOTO et al., 2016). 

Entretanto, agora é preciso plantar a cultura do milho que produzem duas 

proteínas Bt e ainda para conseguir um melhor resultado é necessário 

acrescentar pulverizações de inseticidas sintéticos (HUTCHISON et al., 2015). 

Em algumas regiões da América Latina, o milho Bt que produz uma ou duas 

toxinas é pulverizado até 4 vezes com produtos fitossanitários para obter controle 

desejado da S. frugiperda (BLANCO et al., 2016).   

Essa aceleração nos últimos anos em relação à resistência é uma 

preocupação séria para o uso do Bt contra a lagarta-do-cartucho. Em muitas 

hipóteses, a herança da resistência ao Cry1F em populações da lagarta foi 

caracterizada como autossômica recessiva e monogênica em Porto Rico, Brasil 

e Argentina (CHANDRASENA et al., 2017). 

A resistência das lagartas às culturas Bt representa um grande desafio 

nos últimos anos, especialmente para culturas em regiões tropicais e 

subtropicais onde a lagarta se desenvolve normalmente mesmo com a aplicação 

dos bioinseticidas e milhos transgênicos. Tem como consequência o uso 

intensivo de produção agrícola (safra/safrinha) e de características bioecológicas 

da espécie da lagarta, que possui alta densidade populacional e sobreposição 

de gerações no agroecossistema (BURTET et al., 2017). Além disso, o limitado 

uso de práticas alternativas de MIP e estratégias de manejo da resistência a 

insetos (MRI) também favorecem a rápida evolução da resistência (MALAQUIAS 

et al., 2017). 
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O Bt é a principal bactéria utilizada na formulação de bioinseticidas, sendo 

o Dipel® um dos mais utilizados e conhecidos (ROH, Choi, Li, Jin, & Je, 2017). 

Produzindo toxinas e proteínas que levam a morte do inseto (BRAVO; GILL; 

SOBERÓN, 2007). Nesse estudo, pode-se observar que com a aplicação de 

Dipel® não houve controle das lagartas, pois as mesmas se desenvolveram 

normalmente em peso (g) e chegaram à fase de pupa sem nenhuma dificuldade. 

Para entender melhor o mecanismo de resistência, outros autores também 

escreveram sobre essas lagartas que são resistentes ao inseticida Bt. Os 

primeiros relatos ocorreram no início da década de 90, como é o caso das 

lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), que foram resistentes ao 

Dipel® (Abbott Laboratories North Chicago, OL). Outros autores observaram 

também o desenvolvimento de resistência em Sesamia nonagroides 

(Lepidoptera: Noctuidae) e Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae) em campos 

de milho geneticamente modificados na Espanha (KRANTHI et al., 2006), além 

da resistência em Busseola fusca (Lepidoptera: Noctuidae) em culturas de milho 

GM Cry2Ab na África do Sul (Melo, V. T. Soccol., & C. R. Soccol, 2014). Essa 

ordem Lepidoptera possui uma característica de resistência devido a uma 

herança de um gene autossômico recessivo (Hernández-Rodríguez, Hernández-

Martínez, Van Rie, Escriche, & Ferré, 2012). 

Contudo, um recurso que está começando a se desenvolver é a 

exploração de inovações na biotecnologia nos últimos anos. A diversidade dos 

microrganismos associados a insetos e as pressões seletivas sobre eles, deve-

se à variedade de habitats de cada espécie. Com isso, aumenta o estimulo a 

pesquisa sobre o conhecimento de novos organimos entomopatogênicos 

(BRACHMANN; BODE, 2013), incluindo aqueles não esporulantes. 
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7 CONCLUSÃO 

 

O sequenciamento completo do gene 16s rRNA e a classificação 

taxonômica de cada um dos isolados utilizados foram possíveis através da 

utilização de primers que cobriram toda a região de cada um deles, com isso 

podendo ter uma maior confiabilidade no dendrograma. Os isolados não 

esporulantes, as linhagens selvagens de Bt e o Dipel®, não tiveram efeitos de 

mortalidade sobre S. frugiperda e as lagartas desenvolveram normalmente.  

O correto posicionamento taxonômico dos isolados não esporulantes do 

solo revelam novas possibilidades biotecnológicas a serem futuramente 

prospectados.   
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