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RESUMO - O trabalho foi realizado no Laboratério de Entomologia do Centro de
Ciéncias Agrdarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), com o
objetivo de verificar a suscetibilidade de lagartas de Spodoptera frugiperda, oriundas
dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, a isolados da bactéria entomopatogénica
Bacillus thuringiensis (Bt) e também observar possiveis diferencas nas suscetibilidades
entre as populacdes. Foram testados 31 isolados de Bt, distribuidos em quatro expe-
rimentos, sobre lagartas de segundo instar da lagarta-do-cartucho. Nas avaliacoes fei-
tas no sétimo dias ap0s a aplicac@o dos tratamentos, apenas nos isolados 6 ¢ 9 foram
observadas diferencas de suscetibilidade entre as populagdes e, independente da com-
paracao entre as populacgdes, os isolados 11, 25, 26, 27 e 229 foram 0s mais promisso-
res, pois causaram 100% de mortalidade nas lagartas de S. frugiperda.
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MICROBIAL TOXICITY OF NEW Bacillus thuringiensis ISOLATES
IN TWO POPULATIONS OF Spodoptera frugiperda ORIGINATING FROM
MINAS GERAIS AND ESPIRITO SANTO

ABSTRACT - The experiment was carried out at the Laboratory of Entomology of the
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES)
seeking to verify the susceptibility of Spodoptera frugiperda larvae from Minas Gerais
and Espirito Santo to isolates of the entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis
(Bt) and to observe possible differences between populations susceptibility. Thirty-one
isolates were assayed in four bioassays on fall armyworm second instar larvae. Evaluations
carried out seven days after treatment application showed that differences in populations
susceptibility were observed only for the isolates 06 and 09 and the most promising
isolates to both populations were 11, 25, 26, 27 e 229, because they caused 100% of
mortality to fall armyworm larvae.
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A lagarta-do-cartucho (Spodoptera fru-
giperda) € de dificil controle, devido a sua ampla
gama de hospedeiros e sua grande capacidade de
dispersdo durante o periodo de cultivo. O movi-
mento migratorio rapido e de longo alcance ser-
ve como mecanismo de escape para determina-
dos entomopatdgenos, cuja eficicia depende da
densidade do hospedeiro (Knipling, 1980). Essa
espécie ataca algodao, alfafa, amendoim, arroz,
aveia, batata, batata-doce, cana-de-acucar, hor-
talicas, milho, soja e trigo, sendo mais comum
em gramineas. Neste sentido, Pashley (1988) lis-
tou 80 espécies de plantas hospedeiras, distribu-
idas em 23 familias. No Brasil, ja na década de
20, foi relatada a presencga dessa praga em varios
estados, causando severos danos em algumas cul-
turas (Leiderman & Sauer, 1953). Segundo Cruz
etal. (1999), as perdas causadas pela lagarta-do-
cartucho, no Brasil, atingem cerca de U$ 40 mi-
lhdes por ano.

Gallo et al. (2002) relataram 29 ingredi-
entes ativos recomendados no controle quimico
de S. frugiperda, sendo que existem relatos de
casos de evolugdo da resisténcia dessa praga aos
inseticidas utilizados (Diez-Rodrigues & Omo-
to, 2001), mostrando que essa tatica de controle
tem sérias limitacdes praticas. Em 1998, foram
gastos, no Brasil, cerca de U$ 60 milhdes em in-
seticidas, na cultura do milho, sendo que o con-
trole de S. frugiperda foi responsavel por 40%
desse valor (Omoto et al., 2000).

Como alternativa ao emprego de inseti-
cidas quimicos, existe um grande complexo de
inimigos naturais com potencial para constituir
novas taticas de controle de S. frugiperda que
venham minimizar ou até mesmo substituir a uti-
lizacdo dos inseticidas convencionais (Gardner
et al., 1984; Ferraz, 1998; Gallo et al., 2002).
Em estudos iniciais, a bactéria entomopatogéni-
ca Bacillus thuringiensis (Bt) foi considerada

pouco eficiente no controle de S. frugiperda (Gar-
cia et al., 1982; Lima & Zanuncio, 1976). Po-
rém, mais recentemente, Com os avangos propor-
cionados por novas técnicas laboratoriais e mai-
or interesse dos pesquisadores, resultados positi-
vos foram obtidos (Silva-Werneck et al., 2000;
Loguercio et al., 2001; Fatoreto, 2002).

Um estudo realizado por Lépez-Edwar-
ds et al. (1999) mostra que ha a necessidade de
considerar a variagdo geografica de populagdes
de S. frugiperda, quando sdo realizados testes
iniciais, em laboratério, visando selecionar iso-
lados promissores no controle dessa praga. Os
objetivos deste trabalho foram verificar a susce-
tibilidade de duas populagdes de S. frugiperda a
isolados de Bt e verificar se existe diferenca na
suscetibilidade entre elas.

Material e Métodos

A criagdo de S. frugiperda foi iniciada a
partir de posturas coletadas no campo experimen-
tal do CCA-UFES em Alegre — ES (populagao
do Espirito Santo), e individuos fornecidos pela
Embrapa Milho e Sorgo de Sete Lagoas — MG
(populagdo de Minas Gerais).

Essas duas populacdes foram iniciadas
com insetos coletados em lavouras de milho, com
cerca de 120 a 150 individuos. Os insetos foram
mantidos no Laboratério de Entomologia do
CCA-UFES, onde as lagartas foram alimentadas
em dieta artificial de Burton & Perkins (1972) e
os adultos com solu¢do de acgucar 10%. Os ca-
sais foram colocados em gaiolas, constituidas de
tubos de PVC (25 x 10 cm), revestidas interna-
mente com papel filtro, para a coleta dos ovos, a
cada dois dias.

Dos ovos coletados, cerca de 10% foram
utilizados para a manutencao da criacdo e o res-
tante, para a realizacdo dos bioensaios. A cada
seis meses, foi efetuada a reintroducao de novos
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espécimes, com o objetivo de diminuir a dege-
neragao da criacdo.

Como tratamentos, foram escolhidos ale-
atoriamente, 31 isolados de Bt, pertencentes ao
Banco de Microrganismos do Laboratério de
Entomologia do CCA-UFES. Esses isolados foram
multiplicados em meio de cultura BHI, a 28 °C, e
180 rpm, por 76 horas, para um crescimento pa-
drao dos mesmos.

Ap6s a lise bacteriana, a mistura conten-
do esporos, cristais e células vegetativas foi sub-
metida a trés centrifugacdes consecutivas de
5.000 rpm, por 20 minutos, a fim de eliminar o
meio de cultura e lavar o concentrado obtido. A
seguir, uma aliquota de 1 mL de uma suspensao
contendo 10 mL foi diluida 1.000 vezes em dgua
destilada esterilizada e a concentragcdo de espo-
ros foi determinada conforme método descrito por
Alves & Moraes (1998).

Para os bioensaios, uma aliquota de 100
mL de suspensao de B¢, na concentracao de
3 x 10® esporos/mL de cada isolado, foi aplicada
na superficie do disco de dieta artificial, previa-
mente distribuida em placas de acrilico. Apds a
evaporagao e a absorcao do excesso de agua, 45
lagartas de segundo instar de cada populacao, dis-
tribuidas em trés repeti¢des, foram acondiciona-
das individualmente em recipientes de acrilico.
No lote correspondente a testemunha, foi aplica-
da dgua destilada e esterilizada (Polanczyk & Al-
ves, 2005).

Para acondicionamento do material, foi uti-
lizada cdmara incubadora regulada para 25+0,5 °C,
65110% de umidade relativa e 12 horas de foto-
fase. Nesses bioensaios, os tratamentos foram
avaliados (dentro da populacao e entre as popu-
lacdes) diariamente até sete dias apds a aplica-
cdo da bactéria. Sempre que necessario, confor-
me a analise da variancia, os dados foram sub-
metidos ao teste de Tukey a 5%.

Para a mortalidade corrigida, os dados
foram submetidos ao teste de Scott — Knott, ao
nivel de 5%, sendo que essa corregdo foi feita
usando a férmula de Abbott (Alves et al, 1998):

) . %demortalidade no tratamento - % de mortalidade na testemunha x 100
Mortalidade corrigida =

100 - % de mortalidade na testemunha

Resultados e Discussao

Na andlise dos isolados mais eficientes
em cada bioensaio, desconsiderando a compara-
¢do entre as populacdes, pode-se observar que,
no primeiro bioensaio (Tabela 1), destacaram-se
osisolados 11,21, 23,25,26 e 27, para as ambas
as populagdes. De acordo com a Tabela 2, os iso-
lados 01, 05 e 10 foram os mais eficientes para S.
frugiperda do Espirito Santo e o isolado 05, para
a populacdo de Minas Gerais. No terceiro bioen-
saio (Tabela 3), o isolado 06 foi o que se desta-
cou para lagartas do Espirito Santo e o isolado
14, para as de Minas Gerais. No dltimo biensaio,
o isolado 229 foi 0 mais promissor para lagartas
de ambas as populacdes (Tabela 4). Em termos
de mortalidade absoluta (100%), os isolados mais
relevantes sao os seguintes: 11, 25, 26, 27 e 229.

Varios trabalhos realizados no Brasil
corroboram os dados positivos obtidos no pre-
sente estudo. Silva-Werneck et al. (2000) estu-
daram o efeito de 205 isolados de Bt sobre esse
lepidéptero e apenas um causou mortalidade de
100%. Loguercio et al. (2001) testaram 3.408
1solados nativos e somente 3,3% causaram mor-
talidade acima de 75%, sendo que 52% do ma-
terial testado mostrou-se pouco ativo (0 a 10%).
Fatoretto (2002) avaliou a eficiéncia de 115 iso-
lados de Bt, de varias regioes do Brasil, contra
S. frugiperda, obtendo 100% de mortalidade
para 25 destes (21,7%) e acima de 75% de mor-
talidade para 31 isolados (26,9%). Por outro
lado, 7,8% dos isolados testados foram indcuos
ao inseto.
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TABELA 1. Mortalidade (£EP) de lagartas de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae) de Minas
Gerais e do Espirito Santo, por diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.

Isolados de Bacillus thuringiensis Mortalidade (%)'

Espirito Santo Minas Gerais
Bt-27 100,00 = 0,00 Aa 100,00 = 0,00 Aa
Bt -11 100,00 = 0,00 Aa 100,00 £ 0,00 Aa
Bt -26 100,00 = 0,00 Aa 100,00 £ 0,00 Aa
Bt -25 100,00 = 0,00 Aa 100,00 = 0,00 Aa
Bt -21 80,00 + 17,61 Aa 100,00 = 0,00 Aa
Bt -23 78,00 £ 8,60 Aa 84,00 + 16,00 Aa
Bt -16 32,00 £ 5,83 Ba 30,00 + 13,04 CDa
Bt -22 26,00 £ 6,00 Ba 10,00 + 4,47 Da
Bt -28 26,00 + 10,77 Ba 50,00 + 3,16 Ba
Bt -20 24,00 £ 17,48 Ba 30,00 + 13,04 CDa
Bt -19 20,00 £ 7,67 Ba 20,00 + 5,47 CDa
Testemunha (dgua destilada) 10,00 + 5,47 Ba 8,00 + 3,74 Da
CV (%) 29,57 28,59

'Médias seguidas por mesma letra maidscula, para os isolados, na coluna, e mindscula, para as populagdes, na linha ndo
diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

TABELA 2. Mortalidade (£EP) de lagartas de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae) de Minas
Gerais e do Espirito Santo, por diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.

Isolados de Bacillus thuringiensis Mortalidade (%)’
Espirito Santo Minas Gerais

Bt -05 46,00 + 8,72 Aa 68,00 + 8,00 Aa
Bt -01 40,00 £ 6,32 Aa 46,00 + 4,00 ABa
Bt -10 36,00 £ 6,80 Aa 30,00 £ 3,16  BCa
Bt -02 26,00 £ 8,10 ABa 28,00 + 6,63 BCa
Testemunha (agua destilada) 6,00 £+ 4,00 Ba 10,00 + 3,16 Ca
CV (%) 20,12 22,97

'Médias seguidas por mesma letra maidscula, para os isolados, na coluna, e mindscula, para as populagdes, na linha, ndo
diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
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TABELA 3. Mortalidade (+EP) de lagartas de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae) de Minas
Gerais e do Espirito Santo, por diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.

Isolados de Bacillus thuringiensis Mortalidade (%)’
Espirito Santo Minas Gerais

Bt -14 52,00 +£ 6,63 ABa 64,00 £ 8,71 Aa
Br-17 44,00 £ 10,77 Ba 52,00 £ 12,80 ABa
Bt -13 52,00 + 5,83 ABa 44 00 £ 9,27 ABCa
Bt -24 36,00 + 4,00 BCa 44 00 £ 5,10 ABCa
Bt -03 30,00 £ 5,48 BCa 42,00 £ 10,19 ABCa
Br -08 62,00 £ 9,70 ABa 36,00 £ 6,00 ABCa
Bt -06 82,00 + 734 Aa 34,00 £ 6,78 ABCbD
Br -09 48,00+ 734 Ba 24,00 £ 5,10 BCb
Testemunha (agua destilada) 8,00 + 2,00 Ca 8,00 +3,74 Ca
CV (%) 24,53 23,12

'Médias seguidas por mesma letra maidscula, para os isolados, na coluna, e mindscula, para as populacgdes, na linha, ndo
diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.

TABELA 4. Mortalidade (+EP) comparativa de lagartas de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctui-
dae) de Minas Gerais e do Espirito Santo, por diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.

Isolados de Bacillus thuringiensis M ortalidade (%)’
Espfrito Santo Minas Gerais

Bt -229 100,00 + 0,00 Aa 100,00 + 0,00 Aa
Bt -18 54,00 £ 9,26 Ba 46,00 £ 4,00 Ba
Bt -15 50,00 + 5,47 Ba 38,00 +£ 2,00 BCa
Bt -232 44,00 £ 10,29 Ba 62,00 + 4,89 BCa
Bt -07 40,00 £ 3,16 BCa 24,00 £ 6,32 BCa
Bt -12 40,00 + 8,36 BCa 40,00 £ 6,78 BCa
Bt -90 38,00 + 5,83 BCa 38,00 + 10,23 CDa
Bt -04 36,00 + 8,72 BCa 32,00 £ 9,69 CDa
Testemunha (4gua destilada) 10,00 + 3,16 Ca 6,00 £ 2,44 Da
CV (%) 30,49 27,15

'Médias seguidas por mesma letra maidscula, para os isolados, na coluna, e mindscula, para as populagdes, na linha, ndo
diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
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TABELA 5. Mortalidade corrigida (£EP) de lagartas de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae)
de Minas Gerais e do Espirito Santo, por diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.

Isolados de Bacillus thuringiensis

Mortalidade (%)’

Espirito Santo

Minas Gerais

Bt-27 100,00 £ 0,00 Aa 100,00 + 0,00 Aa
Bt-11 100,00 £ 0,00 Aa 100,00 + 0,00 Aa
Bt-26 100,00 £ 0,00 Aa 100,00 + 0,00 Aa
Bt-25 100,00 £ 0,00 Aa 100,00 + 0,00 Aa
Bt-229 100,00 £ 0,00 Aa 100,00 + 0,00 Aa
Br-21 78,00 + 1,88 Bb 100,00 + 0,00 Aa
Bt-06 74,00 = 2,51 Bb 25,40 + 2,50 Fa
Bt-23 68,51 +£2,72 Bb 80,92 £ 0,91 Ba
Bt-08 54,00 £2,36 Ca 2720+ 1,27 Fb
Bt-18 47,40 £ 2,33 Da 37,40 = 2,33 Eb
Bt-05 44,60 £ 2,44 Db 61,00+ 1,22 Ca
Bt-14 4420 + 3,26 Db 59,80 £ 2,13 Ca
Bt-15 4220+ 1,74 Da 29,00 £ 1,22 Fb
Bt-13 40,80 + 1,29 Da 45,60 £ 1,56 Da
Bt-09 40,60 + 0,92 Da 15,00 +£ 1,22 Hb
Bt -12 31,60 £ 1,29 Ea 33,60 £ 2,20 Fa
Bt-01 31,40 £ 3,13 Ea 37,40 + 1,57 Eb
Bt-07 31,20 £ 3,26 Ea 16,40 + 1,96 Hb
Bt-232 30,20 + 3,48 Eb 36,60 = 1,56 Ea
Bt-17 29,00 + 3,01 Eb 43,00 £ 1,67 Da
Bt-10 29,00 £ 3,51 Ea 20,00 £ 1,13 Ga
Bt-24 27,60 +£2,78 Eb 36,40 = 2,29 Ea
Bt-90 27,00 £ 2,12 Ea 30,20 + 2,63 Fa
Bt-04 24,60 + 2,87 Fa 21,80 £ 1,23 Ga
Bt-16 22,40 + 1,88 Fa 21,38 £ 1,20 Ga
Bt-03 22,20 + 3,68 Fb 44,60 + 1,83 Da
Bt-22 16,33 £ 2,24 Ga 2,02 +0,32 Jb
Bt-02 15,80 £ 2,15 Ga 17,80 = 0,97 Ha
Bt-20 15,40 £ 2,83 Ga 22,00+ 0,71 Gb
Bt-28 15,35 +2,24 Gb 43,86 £ 0,61 Da
Bt-19 9,80 + 1,82 11,20 £ 0,58 1Ia
Testemunha (agua destilada) 6,00 £2,00 Ga 6,00 £ 224 Ja
CV (%) 11,75 7,03

'Médias seguidas por mesma letra maitdscula, na coluna ,e mindscula, na linha, nio diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott - Knott e teste F ao nivel de 5%, respectivamente.
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Dos 31 isolados testados, apenas nos iso-
lados 06 e 09, no terceiro bioensaio (Tabela 3),
foram observadas diferencas de suscetibilidade
entre as populacdes de S. frugiperda de Minas
Gerais e do Espirito Santo analisadas, o que pode
prejudicar o manejo de S frugiperda. Portanto,
nesses estados, esses dois isolados devem ser
empregados com cautela na formulacdo de bio-
inseticidas a base de Bacillus thuringiensis, con-
siderando essa tendéncia de apresentar resulta-
dos discrepantes contra diferentes populagdes
desse inseto.

Variagdes na suscetibilidade a Bt, entre
individuos de diferentes populacdes de S. frugi-
perda coletadas em um tinico hospedeiro (milho),
foram pela primeira vez constatadas por Lopez-
Edwards et al. (1999). Os autores estudaram a
suscetibilidade de lagartas de primeiro instar per-
tencentes a cinco populagdes mexicanas (Aguas-
calientes, Nuevo Ledn, Colima, Sinaloa e Yuca-
tan) para Bt kenyae. Insetos pertencentes as duas
primeiras populacdes mostraram maior susceti-
bilidade a essa subespécie, sendo estimadas CL, |
entre 0,001 e 0,005 mg toxina/mL de dgua desti-
lada. Os autores enfatizam que esta variacao pode
ser devido ao isolamento geogréfico, com con-
seqiiente isolamento reprodutivo, originando po-
pulacdes fisiologicamente diferentes, com sus-
cetibilidade diferencial para o Bt.

Cabe ressaltar aqui a importancia de es-
tudar o habito migratério da espécie em questao.
Esse movimento pode ser influenciado pelo cli-
ma, pela geografia do local e, ainda, pela prefe-
réncia por hospedeiros. Nos EUA, o habito mi-
gratério dos noctuideos foi bem estudado, espe-
cialmente porque esses insetos sao pragas impor-
tantes em vdrias culturas. Foi observada a movi-
mentagao de populacdes de S. frugiperda entre o
Mississipi e o Canada e entre os EUA e o Golfo
do México, indicando a grande capacidade de

migracdo dessa espécie. Porém, no Brasil, as con-
di¢cOes climdticas e geogréficas sao diferentes das
daqueles paises, nao permitindo fazer generali-
zacOes sobre a capacidade migratoria da lagarta-
do-cartucho. Esse fato é agravado pela absoluta
auséncia de estudos sobre a migra¢ao desse inse-
to no Brasil.

Polanczyk et al. (2005) verificaram dife-
rencas na suscetibilidade entre populacgdes de S.
frugiperda provenientes de Minas Gerais, Sao
Paulo e Rio Grande do Sul. Naquele trabalho, de
um total de 83 isolados testados, 39 apresenta-
ram diferencas. Pode-se inferir que a diferenca
entre as populacdes de Minas Gerais e do Espiri-
to Santo, em relagdo a suscetibilidade de isola-
dos de Bt, é menor que entre as populacdes de
Sao Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul.
Tal fato pode ser explicado pela proximidade
geografica entre as cidades de Sete Lagoas (Mi-
nas Gerais) e Alegre (Espirito Santo), onde as
populacdes foram coletadas.

Conclusoes

As lagartas de segundo instar de Spodop-
tera frugiperda de Minas Gerais e do Espirito
Santo sdo suscetiveis a alguns isolados de Baci-
llus thuringiensis, sendo observada grande vari-
acao de suscetibilidade de acordo com o isolado
testado, considerando-se mortalidade avaliada
aos sete dias.

Foi constatada variacdo na susceti-
bilidade entre as populacdes da lagarta-do-cartu-
cho, porém esta ficou limitada a apenas dois dos
31 isolados testados.
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