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RESUMO

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais plantados no mundo. Dentre as principais pragas
que afetam esta cultura, a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) é uma das pragas
consideradas de maior importancia. Nos ultimos anos a producao de Bacillus thuringiensis (Bt)
em meios alternativos vém crescendo em busca de menor custo de producdo para 0s
bioinseticidas. O arroz enriquecido com fontes de carbono e nitrogénio pode ser usado como
meio de cultura. Objetivou-se avaliar a eficiéncia na mortalidade de S. frugiperda por B.
thuringiensis crescido em meio solido contendo arroz como substrato em lotes com as
diferentes pesagens (50, 100, 150 e 200g) com a presenca e auséncia do processo de secagem.
Foi utilizada a cepa 1641 pertencente ao Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo.
Para cada 50g de arroz, utilizou-se 20 mL de meio Luria Bernati + sais (MgSOas, FeSOs, ZnSO4
e MnSO4) em sacos de polipropileno, homogeneizados, esterilizados a 120° por 30 minutos e
inoculados com 20 mL das suspensdes das cepas de Bt previamente crescidas em indculo
semente. O material foi mantido em estufa a 30° C por trés dias e acondicionado no freezer em
sequéncia. O processo adicional de secagem foi realizado em pacotes selecionados
aleatoriamente em evaporador por distribuicdo uniforme de temperatura e convec¢édo forcada
de bancada. Depois de seco, 0 material passou por uma moagem e foi mantido em temperatura
ambiente. Para os bioensaios, foram pesados 5g de cada tratamento e diluidos em 20 mL de
agua destilada estéril + Tween. Foi realizada a contagem dos esporos. Das suspensdes, foram
aplicados 150 pL em dieta artificial e, posteriormente oferecidas as larvas neonatas. Cada
tratamento consistiu em 4 lotes, com 4 repeticGes de cada pesagem, com e sem 0 processo de
secagem contendo 24 larvas. Como testemunha, utilizou-se dgua destilada estéril + Tween e a
mortalidade foi avaliada ap0s sete dias. Pela anélise de variancia observou-se que houve
interacdo das diferentes quantidades de arroz utilizadas como substrato com ou sem secagem.
Verificou-se que o melhor resultado de 97,89% de mortalidade foi obtido no tratamento sem a
secagem no substrato de 1509 e com o substrato de 100g a mortalidade foi de 95,35% e 86,06%
com o arroz seco. Para os niveis de quantidade de arroz em funcdo de secagem ou néo,
observou-se que que houve incremento da mortalidade conforme aumentou-se a quantidade de
arroz como substrato até o nivel entre 100g e 150g para ambos, com decréscimo a partir desse
ponto. A maior concentracdo de esporos total foi obtida no tratamento sem a secagem com 150g
de substrato com 8,25 x 108 esporos totais/mL e no tratamento seco o substrato com 100g
obtendo 8,5 x 107 esporos totais/mL. Portanto, os meios de cultivo utilizando o arroz como
substrato sdo uma alternativa para o cultivo de B. thuringiensis. Os pacotes com substrato com
0 peso de 100g obtiveram destaque apresentando as melhores médias de mortalidade com e sem
0 processo de secagem. A producdo a partir deste peso até 150g é ideal para ambos 0s
tratamentos.

Palavras-chave: Patologia de insetos, Manejo integrado de pragas, In6culo, Meio sélido.



ABSTRACT

Corn (Zea mays L.) is one of the most widely planted cereals in the world. Among the main
pests that affect this crop, the fall armyworm (Spodoptera frugiperda) is one of the most
important pests. In recent years, the production of Bacillus thuringiensis (Bt) in alternative
media has been growing in search of a lower production cost for bioinsecticides. Rice enriched
with sources of carbon and nitrogen can be used as a culture medium. The objective was to
evaluate the efficiency in the mortality of S.frugiperda by B. thuringiensis grown in solid
medium containing rice as a substrate in batches with different weights (50, 100, 150 and 200g)
with the presence and absence of the drying process. The strain 1641 belonging to the
Microorganisms Collection of Embrapa Milho e Sorgo was used. For each 50g of rice, 20 ml
of Luria Bernati medium + salts (MgSOs, FeSO4, ZnSO4 e MnSO4) were used in polypropylene
bags, homogenized, sterilized at 120° for 30 minutes and inoculated with 20 ml of suspensions
of Bt strains previously grown in seed inoculum. The material was kept in an oven at 30° C for
three days and stored in the freezer in sequence. The additional drying process was carried out
in packages selected at random in an evaporator by uniform temperature distribution and forced
bench convection. After drying, the material was milled and kept at room temperature. For the
bioassays, 5g of each treatment were weighed and diluted in 20 mL of sterile distilled water +
Tween. Spore counting was performed. Of the suspensions, 150 pL were applied in an artificial
diet and subsequently offered to neonate larvae. Each treatment consisted of 4 batches, with 4
repetitions of each weighing, with and without the drying process containing 24 larvae. As a
witness, sterile distilled water + Tween was used and mortality was assessed after seven days.
Through the analysis of variance it was observed that there was an interaction of the different
amounts of rice used as substrate with or without drying. It was found that the best result of
97.89% mortality was obtained in the treatment without drying on the substrate of 150g and
with the substrate of 100g the mortality was 95.35% and 86.06% with dry rice. For the levels
of rice quantity due to drying or not, it was observed that there was an increase in mortality as
the quantity of rice as a substrate increased up to the level between 100g and 150g for both,
with a decrease from that point on. The highest concentration of total spores was obtained in
the treatment without drying with 150g of substrate with 8.25 x 108 total spores / mL and in the
dry treatment the substrate with 100g obtaining 8.5 x 10’ total spores / mL. Therefore, the
culture media using rice as a substrate is an alternative for the cultivation of B. thuringiensis.
Packages with substrate weighing 100g were highlighted with the best mortality rates with and
without the drying process. The production from this weight up to 150g is ideal for both
treatments.

Keywords: Insect pathology, Integrated pest management, Inoculum, Solid medium.



1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais plantados no mundo. Sdo 150 espécies
diferentes, e apesar da grande importancia na culinaria, a maior demanda é pela industria de
racdo animal (ABIMILHO, 2020). As expectativas para a cultura na safra 2020/21 brasileira
sdo de uma é&rea total de 18.463,5 milhdes de hectares e uma producdo estimada de 102,3
milhGes de toneladas (CONAB, 2020). Na Regido Sudeste, a area plantada esta estimada em
1.079,6 milhGes de hectares, sendo que na safra 2019/2020, Minas Gerais foi responsavel por
7,6% da produgéo total nacional, totalizando 7.808,6 milhdes de toneladas (MAPA, 2020).

Dentre as principais pragas que afetam esta cultura, a lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda) é uma das pragas consideradas de maior importancia na cultura do milho, além de
causar prejuizos a outras diversas culturas, tais como, soja (Glycine max (L.) Merrill), feijdo
(Phaseolus vulgaris L.) e algod&o (Gossypium hirsutum L.). Seu ataque pode reduzir a producao
de grdos em até 52% na cultura do milho, quando o seu manejo é feito de forma inadequada
(VALICENTE, 2015). Quando jovem, ela raspa as folhas diminuindo a capacidade
fotossintética das mesmas e em estagios mais avancados, pode perfurar as folhas e causar
prejuizos, também, nas espigas, reduzindo a producao final de grdos (CRUZ et al., 2013).

Na cultura do milho, durante muito tempo, a lagarta do cartucho teve o seu manejo
realizado principalmente com plantas transgénicas e aplicacGes de inseticidas organossintéticos
(MONNERAT et al., 2015). Devido ao uso indiscriminado de alguns produtos quimicos,
geralmente com 0 mesmo principio ativo, e por um longo periodo no tempo, é comum verificar
a reducdo de sua eficiéncia, desencadeamento de desequilibrios populacionais de inimigos
naturais e selecdo de resisténcia da praga aos inseticidas utilizados, além de danos ao meio
ambiente e a satde do ser humana (FANCELLI, 2015).

Como alternativa de controle desta espécie de lagarta, o uso de produtos biol6gicos na
agricultura brasileira vem sendo altamente incentivado, visando reducdo de aplicagdes,
evitando a ressurgéncia de pragas, contaminacdo do ambiente, desenvolvimento de populagdes
resistentes do inseto e reducdo do custo de producdo total (SANTQOS, 2011; OLIVEIRA et al.,
2018).

Para o controle biologico € possivel utilizar produtos e formulacGes a base de Bacillus
thuringiensis (Bt), uma bactéria Gram positiva que durante o processo de esporulacdo produz
um cristal proteico que é toxico para insetos, esta tem sido utilizada h& mais de cinco décadas
na agricultura (VALICENTE; SOUZA, 2004). Esta bactéria pode ser cultivada em meio sélido,
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liquido e semi-sélido. Pode ser utilizada como constituinte de bioinseticidas, em que esporos e
toxinas sdo pulverizados sobre a planta, ou através da expressdo de suas toxinas em plantas
transgénicas (FERNANDES et al, 2019). Alem disso, vale ressaltar que os produtos bioldgicos
a base da bactéria B. thuringiensis sdo agentes que agem e atuam por ingestdo e nao por contato
(VALICENTE, 2020).

Sabe-se que € necessario para o processo fermentativo que o meio de cultura contenha
nutrientes com fontes de nitrogénio, carbono e alguns sais minerais, 0s quais S0 necessarios
para a esporulacio (VALICENTE & MOURAO, 2008; MOURAO, 2017). Desta forma, é
importante ressaltar que os meios de cultura representam parte do custo total da producéo de
biopesticidas a base de Bt. Portanto, sdo necessarios estudos para avaliar meios alternativos e
mais baratos e economicamente viadveis a fim de minimizar os custos para a sua producdo
(ARAUJO; VALICENTE, 2017).

A elaboracdo de meios alternativos para a producdo de Bt é uma estratégia para
minimizar os custos, viabilizando a produgdo em larga escala. De acordo com Mour&o (2017),
€ necessario para o processo fermentativo que o meio de cultura contenha nutrientes com fontes
de nitrogénio, carbono e alguns sais minerais, 0s quais Sdo necessarios para a esporulacao.

O uso de arroz como substrato foi um processo inovador de fermentacdo utilizado por
Valicente e Zanasi (2005), no qual este arroz enriquecido com fontes de carbono, nitrogénio e
sais minerais apresentaram um nimero satisfatorio de células vegetativas e alta mortalidade em
lagartas sadias de até dois dias de idade. Tal resultado mostra que estes meios alternativos além
de apresentarem baixo custo, podem ser utilizados por pequenos, médios e grandes produtores
rurais (VALICENTE, 2008). Dito isto, o processo de secagem apds a producdo do meio
alternativo contendo arroz como substrato, entra no sistema como um facilitador para o
armazenamento deste meio sélido. Para produzir bioinseticidas em escala industrial, devem-se
utilizar processos fermentativos, os quais facilitam a producéo e estocagem (MORAES et al.
2001; SERAFINI et al., 2002).

Por conseguinte, objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia na mortalidade de S.
frugiperda por B. thuringiensis crescido em meio sélido contendo 50, 100, 150 e 200g de arroz
como substrato enriquecido com fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais, com a presenca

e auséncia do processo de secagem.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importéncia do controle bioldgico para o milho

As condigdes tropicais de cultivo no Brasil, seu clima, solos e tecnologias de producao
proporcionam a continua sucessdo de culturas ao longo do ano, podendo favorecer a alta
incidéncia de diferentes pragas em todo o ciclo das culturas (VALICENTE, 2015). As
expectativas para a cultura do milho na safra 2020/21 brasileira sdo de uma éarea total de
18.463,5 mil hectares e uma producéo estimada de 102,3 milhdes de toneladas (CONAB, 2020).

Os desafios para manejo de insetos considerados pragas para a cultura do milho se
renovam com o avango das tecnologias para controle, bem como com o avanc¢o do cultivo da
segunda safra no Pais (CRUZ et al, 2013). Isso porque muitos dos problemas de pragas do
milho s3o oriundos do que chamamos de “ponte verde”, que € a presenca de plantas hospedeiras
destes insetos durante todo ano. Esta € uma condicao particular dos sistemas tropicais de cultivo
do Brasil, onde é possivel fazer duas e até mesmo trés safras consecutivamente na mesma area.
Assim, a infestacdo de pragas se torna cada vez mais frequente e preocupante (CONTINI et al,
2019).

O manejo integrado de pragas (MIP) é considerado umas das melhores ferramentas de
controle de pragas, no qual utilizam-se todas as técnicas de controle apropriadas, seja de
natureza quimica, genética, bioldgica a fim de manter a populacdo da praga em niveis abaixo
daqueles capazes de causarem danos econdmicos (WAQUIL et al., 2020).

Devido ao uso indiscriminado de alguns produtos quimicos, geralmente com 0 mesmo
principio ativo, e por um longo periodo é comum verificar a reducéo de sua eficiéncia, e até
mesmo a perda da tecnologia em algumas regides, sendo necessario testar a associagéo entre
estes, bem como associa¢fes de técnicas, como por exemplo a correta realizacdo de
amostragem, escolha da época correta de plantio e de colheita, utilizacdo de diferentes
variedades transgénicas, e que expressem preferencialmente diferentes proteinas Bt e com a
correta utilizacdo das areas de refugio, a adocdo de diferentes inimigos naturais e utilizacdo dos
biopesticidas para aumentar a eficiéncia do controle da lagarta do cartucho (FANCELI, 2015).

Tendo em vista os fatores deletérios apresentados pelo controle quimico, surgem
alternativas como o controle biolégico, dada a importancia da producéo sustentavel no cenario
econémico e ambiental. Ele, por sua vez, consiste no uso de predadores e inimigos naturais para
o controle da praga alvo, e pode ser utilizado em combinagdo com outros métodos como o

quimico, e a utilizacdo de plantas geneticamente modificadas para a manutencdo das pragas
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abaixo do nivel de dano econdmico (WAQUIL et al, 2020).

Para isto, é possivel utilizar produtos e formulagBes a base de Bacillus thuringiensis
(Bt), uma bactéria Gram positiva que durante o processo de esporulacdo produz um cristal
proteico que é toxico para insetos, esta tem sido utilizada ha mais de cinco décadas na
agricultura. Esta bacteria pode ser cultivada em meio sdlido, liquido e semi-sélido. Pode ser
utilizada como constituinte de bioinseticidas, em que esporos e proteinas toxicas sao
pulverizados sobre a planta, ou através da expressdo de suas toxinas em plantas transgénicas
(FERNANDES et al, 2019).

2.2 Spodoptera frugiperda

A Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida
popularmente como a lagarta-do-cartucho, € uma das principais pragas da cultura do milho no
Brasil. Seu ataque pode reduzir a producdo de grdos em até 52% nesta cultura quando o seu
manejo é feito de forma inadequada (VALICENTE, 2015). Além de ser uma praga polifaga,
podendo causar perdas econdmicas em uma variedade de culturas como, soja, feijdo, alface,
algoddo, trigo e mais de 80 espécies de plantas (POGUE, 2002).

A S. frugiperda é encontrada em praticamente todos os estados brasileiros, sendo
favorecida pelas condigcbes climéticas, pela disponibilidade e diversificacdo de plantas
hospedeiras o0 ano todo (CRUZ, 2012), tendo sido observado crescimento de sua populacdo nos
ultimos anos. O ciclo de vida do inseto é completado em 30 dias em condicdes de laboratério e
0 numero de ovos pode variar de 100 a 200 por postura/fémea, sendo que um total de 1500 a
2000 ovos podem ser colocados por uma unica fémea durante todo o seu ciclo de vida
(VALICENTE, 2008).

Quando jovem, a lagarta raspa as folhas diminuindo a capacidade fotossintética das
mesmas e em estagios mais avangados, pode perfurar as folhas e causar prejuizos, também, nas
espigas, reduzindo a producéo final de grdos (CRUZ et al., 2013). Seu ataque pode ocorrer
desde a emergéncia, nos periodos iniciais até a fase de pendoamento e enchimento da espiga
(LIMA etal., 2012).

Na cultura do milho, durante muito tempo, a lagarta do cartucho teve o seu manejo
realizado principalmente com plantas transgénicas e aplicacdes de inseticidas organosintéticos
(MONNERAT etal., 2015). Nesse contexto, 0 MIP é uma estratégia eficiente e mais sustentavel

para manejo de insetos por possuir pilares de controle cultural, controle comportamental,
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controle varietal, controle genético, controle quimico, sendo a utilizacdo do controle bioldgico
uma importante tatica a ser empregada (VALICENTE, 2015).

2.3 Bacillus thuringiensis

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) apresenta a forma de um bastonete, Gram-
positiva, aerdbica e anaerdbica facultativa, pertencente a familia Bacillaceae. E uma bactéria
entomopatogénica de ocorréncia natural, encontrada no solo, em insetos mortos, graos
armazenados e até mesmo na agua. Por ser efetiva contra os insetos alvos e ndo afetar seus
predadores naturais e a salde humana, uma vez que hé a auséncia de translocacdo nas plantas,
e um espectro limitado de acdo, as toxinas de Bt tém sido utilizadas amplamente na agricultura
tanto em aplicacGes de biopesticidas como em plantas transgénicas (HARDEE et al., 2001).

O Bt durante o processo de esporulacdo produz um cristal proteico que é téxico para
insetos. Por possuir uma alta variabilidade genética distribuida na natureza, h4 uma variedade
de proteinas com potencial inseticida que podem ser expressas (ESTRUCH et. al, 1996;
WARREN et. al, 1998). Desta forma, 0 modo de acdo das proteinas e 0s mecanismos de acédo
em insetos podem ser diversos, dependendo do tipo de proteinas expressas pela cepa, da ordem
ou espécie do inseto e da presenca do esporo (GRAF, 2011; CORNFORTH et al., 2015).

A acdo de Bt se da pela ingestdo dos seus esporos e cristais pelas larvas suscetiveis. As
atividades destas proteinas sao restritas ao trato digestivo dos insetos e apresentam um espectro
de atividade altamente seletivo, matando uma estreita faixa de espécies de insetos (BRAVO et
al., 2011). Desta forma, o consumo de alimento tratado com estas endotoxinas produzidas pelo
Bt geralmente resulta na parada da alimentacdo de larvas de lepidopteros e, a paralisacdo do
intestino que retarda a passagem de material vegetal ingerido. Quando as larvas se alimentam
com altas doses da toxina sofrem uma paralisia geral seguida de morte. Estudos tém
demonstrado que as toxinas liberadas e proteoliticamente ativadas no intestino se ligam a sitios
de receptores especificos nas membranas das celulas colunares do intestino médio, formando
poros que interferem com o sistema de transporte de ions da célula, seguido por septicemia
(CHOMA et. al, 1990; KNOWLES, 1994).

No entanto, estudos mostram sua efetividade contra larvas de lepiddpteros, coledpteros
e dipteras. Atualmente no Brasil, 30 biopesticidas formulados a base de Bt estdo registrados no
MAPA (AGROFIT, 2021).
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2.4 Cultivos de Bt em meios alternativos

Sabe-se que € necessario para 0 processo fermentativo que o meio de cultura contenha
nutrientes com fontes de nitrogénio, carbono e alguns sais minerais tais como célcio, ferro,
zinco, manganés e magnésio, 0s quais sao necessarios para a esporulacdo (VALICENTE &
MOURAO, 2009; MOURAO, 2017). Desta forma, é importante ressaltar que os meios de
cultura representam parte do custo total da producéo de biopesticidas a base de Bt. Portanto,
sd0 necessarios estudos para avaliar meios alternativos e mais baratos economicamente viaveis
a fim de minimizar os custos para a sua produgédo (ARAUJO & VALICENTE, 2017).

A fonte de carbono além de ser utilizada como substrato para a sintese de compostos
celulares é uma fonte de energia. O aumento da concentracéo de carbono aumenta a biomassa
e a quantidade de cristal, mas ndo interfere nas atividades bioldgicas. J4 a mudanca da fonte de
carbono propicia alteracdes nas velocidades de formacdo de toxinas e mudancas nas principais
caracteristicas bioativas do B. thuringiensis (LIMA et al., 2001). O nitrogénio é requerido
principalmente para sintese dos aminoacidos das proteinas como também dos acidos nucléicos.

Vaérias fontes de carbono a precos reduzidos podem ser usadas, tais como glucose de
milho, melago de cana, melaco de beterraba e amido de alguns cereais. Como fonte de
nitrogénio, podem ser usadas farinha de soja, extrato de soja, levedura e &gua de maceracao de
milho. Os sais inorganicos essenciais sdo calcio, zinco, ferro, manganés e magnésio. A atividade
toxica do Bt vai depender do meio e da cepa utilizados (VALICENTE et al. 2007)

O uso de arroz como substrato foi um processo inovador de fermentacao utilizado por
Valicente e Zanasi (2005), no qual este arroz enriquecido com glucose de milho e farelo de soja
e sais minerais (MgSQOs, FeSOs, ZnSO4 e MnSO.) apresentaram um ndmero satisfatorio de
células vegetativas e alta mortalidade em lagartas sadias de até dois dias de idade. Tal resultado
mostra que estes meios alternativos além de apresentarem baixo custo, podem ser utilizados por

pequenos, médios e grandes produtores rurais (VALICENTE, 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo dos inéculos:

Para o crescimento de Bt em substrato de arroz, adaptamos uma técnica desenvolvida
por Valicente e Zanasi (2005). Nela, o arroz é enriquecido com glucose de milho, farelo de soja
e sais minerais (MgSOas, FeSOs, ZnSO4 e MnSOy4).

Para os testes realizados neste experimento, foi utilizada a cepa 1641 armazenada em
glicerol pertencente ao Banco de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo localizada em
Sete Lagoas, MG.

Para a preparacdo dos inoculos de cada lote, plaquemos 10 uL da cepa estoque em
semeadura de estria simples em meio de cultura Luria Bertani (LB) comercial + agar,
permanecendo em estufa a 30°C por 72 horas em placas de Petri. Realizou-se a raspagem da
placa para um meio (pré-indculo) contendo LB + sais (MgSOs, FeSO4, ZnSOs € MNSO4) em
um Erlenmeyer, esterilizado previamente em autoclave a 120°C por 30 minutos, permanecendo
por 24 horas em fermentacdo, em agitador a 200 rpm a 29°C. O meio utilizado para inoculacao
nos substratos contendo arroz (indculo semente) foi preparado a partir do pré-indculo, com
tempo de crescimento de 24 horas de fermentacdo, em agitador a 200 rpm a 29°C, conforme as
instruces do protocolo do Laboratério de Controle Biol6gico da Embrapa Milho e Sorgo.
Realizamos quatro lotes, sendo a quantidade de indculo semente ajustado a quantidade

necessaria para as pesagens de arroz de cada lote.

3.2 Preparo do meio alternativo contendo arroz:

Neste experimento utilizamos 50, 100, 150 e 200g de arroz tipo Il (com grdos mais
quebradicos encontrados no mercado local). Para cada 50 g de arroz foram utilizados 20 mL de
meio LB + sais (MgSOs, FeSO4, ZnSO4 € MnSO4) para o enriquecimento inicial do arroz em
sacos de polipropileno. Logo apos, os sacos foram selados, homogeneizados e esterilizados em
autoclave por 30 minutos a 120°C. Em cada pacote, foram usados dois pedagos de fita adesiva
em forma de cruz para facilitar a inoculagdo do Bt, sem contaminagOes externas.

Em seguida, inoculamos 20 mL (para cada 50g do arroz) das suspensdes das cepas de

Bt previamente crescidas, com o auxilio de uma seringa, sendo todo o processo realizado em
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camara de fluxo continuo, com todos os utensilios esterilizados previamente. Os pacotes foram
novamente homogeneizados e o material foi mantido em estufa a 30° C por trés dias (Figura 1).

Apds este processo, o material foi mantido em freezer até sua utilizagéo.

Figura 1: a) Frascos contendo os inoculos semente com B. thuringiensis apds 24h de
fermentacdo; b) Preparacdo do meio com arroz enriquecido com LB + sais, apds selagem e

homogeneizacéo; ¢) Inoculacdo das suspensées em camara de fluxo.

3.3 Processo de secagem:

A partir da producéo de lotes contendo o Bt crescido em arroz como substrato, alguns
pacotes de cada pesagem foram destinados aleatoriamente a um processo adicional de secagem.
Este procedimento foi feito em evaporador por distribuicdo uniforme de temperatura e
convecgdo forgada de bancada, modelo MD 400 da marca Desidratec. A rotacdo foi de 40 rpm
e temperatura média de 30 °C.

Os pacotes para a secagem do material, foram retirados do freezer no momento da
secagem e, 0 contetdo dos sacos colocados de forma homogénea dentro do equipamento,
permanecendo por cerca 24 horas, até a secagem completa (Figura 2). A quantidade minima
observada para o bom funcionamento do equipamento foi de 100g, sendo que para 50g foram
utilizados dois sacos aleatdrios. Depois de seco, o material passou por uma moagem e foi
acondicionado em sacos de polipropileno identificados pela pesagem e pelo lote, permanecendo

em temperatura ambiente.
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Figura 2: Equipamento contendo B. thuringiensis crescido em substrato de arroz em processo

de secagem.

3.4 Bioensaios:

Foram pesados 5g de cada tratamento e foram diluidos em 20 mL de agua destilada
estéril + Tween, sendo as suspensdes utilizadas para os bioensaios. Para isto, 150 uL foram
aplicados superficialmente em dieta artificial e, apds a secagem do excesso da umidade, foram
oferecidas as lagartas neonatas. Foi realizada também a contagem dos esporos feitas em Camara
de Neubauer, de cada suspensdo, sendo os resultados obtidos em esporos totais/mL.

Cada tratamento com 50, 100, 150 e 200g de arroz, com e sem 0 processo de secagem,
consistiu em 4 lotes com 4 repeti¢des totalizando 16 observacgdes (Figura 3), cada um contendo
24 lagartas para cada repeticdo, num total de 96 lagartas por pesagem de arroz, e 480 lagartas
por lote. Como testemunha, utilizou-se agua destilada estéril + Tween, representada pela
dosagem 0 nos niveis. A mortalidade foi avaliada apds sete dias (Figura 4).
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R1 24 |larvas
50g R2
100g R3

- - 200g
- Testemunha

Figura 3: Esquema representativo da quantidade de lagartas neonatas de S. frugiperda utilizada

por repeticdo indicando a divisdo entre os tratamentos e 0s respectivos lotes com as pesagens

de arroz. (Fonte: Elaborado pela autora, 2021)

‘

Figura 4: Avaliacdo da mortalidade de lagartas de S. frugiperda por B. thuringiensis produzido
em arroz apds 7 dias;

Realizamos também, a contagem dos esporos viaveis, por meio do calculo da Unidade
Formadora de Colénias (UFC), no qual 1,5 mL de cada suspensdo que foi utilizada para os

bioensaios passou por choque térmico (15 mina 70°C e 5 min no gelo), seguido de seis diluicBes
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seriadas em solucéo salina a 0,85% (Figura 5), sendo que para a contagem das colénias, foram
preparadas duas placas de Petri nas trés ultimas diluicdes permanecendo por 24h em estufa a
30°C. Foram consideradas as médias das duas placas contendo entre 30 e 100 col6nias em uma

das trés diluicGes de cada lote. A concentracdo foi obtida por meio da formula:

(n? da contagem das coldnias x diluigdo x 1000 (mL))

UFC =

Volume plaqueado (mL)

Figura 5: a) Preparacdo da camara de fluxo para realizacdo das dilui¢cGes seriadas das
suspensdes contendo B. thuringiensis crescido em arroz nos diferentes tratamentos; b)
Observacdo e contagem das placas em duplicata, contendo as colénias crescidas por 24h nas
trés Gltimas diluicdes.

3.5 Anadlises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 2,
sendo: 0, 50, 100, 150 e 200g de arroz, com e sem secagem. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia pelo teste F e para as médias de mortalidade foi realizada a comparacao
pelo teste Tukey e analise de regressdo, por meio do programa SISVAR (FERREIRA, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de variancia observou-se que houve interacdo das diferentes quantidades de
arroz utilizadas como substrato com ou sem secagem.

A partir da analise dos dados obtidos foi possivel verificar que a maior mortalidade (97,
89%) foi obtida no tratamento sem secagem no substrato de 150g. Para os substratos com 100g
de arroz os resultados de mortalidade foram de 95,35% sem secar e 86,06% no arroz seco
(Tabela 1). Foi possivel observar, também, que as maiores mortalidades se encontraram no
tratamento sem o processo de secagem, as quais foram acima de 90% para 100, 150 e 200g do

substrato de arroz.

Tabela 1: Mortalidade média de lagartas de S. frugiperda por B. thuringiensis produzido em
arroz com e sem secagem e em diferentes quantidades.

Arroz (g)
0 50 100 150 200
Sem secar 1,52 a 68,24 a 95,35a 97,89 a 90,40 a
Seco 2,65 a 68,94 a 86,09 b 79,04 b 69,82 b

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo difere entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Para os niveis (pesagens de arroz) em funcdo de secagem ou nédo (Figura 6), observou-
se que houve incremento da mortalidade conforme aumentou-se a quantidade de arroz como
substrato até o nivel entre 100g e 150g para ambos, com decréscimo a partir desse ponto. No
entanto, o maior nivel de mortalidade foi alcangado no arroz sem secagem. O ponto de méxima
calculado para o tratamento com a secagem foi de 1299 enquanto o tratamento sem a secagem
foi de 152g.

A maior concentracdo de esporos totais foi obtida no tratamento sem a secagem com
150g de substrato com 8,25 x 108 para o tratamento com a secagem foi obtida maior
concentragdo com 100g de substrato 8,5 x 10’. Corroborando com as maiores mortalidades
médias observadas entre estas pesagens de substrato. As menores concentracfes foram obtidas

nos dois tratamentos de 509 e no tratamento seco de 200g (Tabela 2).
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Figura 6: Mortalidade média de lagartas S. frugiperda por B. thuringiensis produzido em
diferentes quantidades de arroz como substrato com e sem processo de secagem;

Tabela 2: Concentracdes totais de esporos de Bacillus thuringiensis obtidos com o seu

crescimento em arroz como substrato com e sem secagem em diferentes quantidades.

Tratamentos Niveis Esporos totais/mL Esporos viaveis totais/mL
Sem secar 0 0 0
Sem secar 50 155x107 520x 1068
Sem secar 100 6,7x108 584x107
Sem secar 150 8,25x 108 8,26 x 107
Sem secar 200 425x108 6,52x 107

Seco 0 0 0

Seco 50 1,06x10° 8,8x10°
Seco 100 85x107 504x10°
Seco 150 425x10° 1,92x107
Seco 200 1,55x107 6,24x10°

Foi observada uma maior dificuldade para a utilizacdo das suspensdes contendo 0s

tratamentos com o processo de secagem. Por serem semelhantes a um po6 fino, o material

proveniente da moagem do arroz ficava também em suspensdo, desta forma houve em alguns

momentos o entupimento de algumas ponteiras das pipetas, além da presenca de material inerte
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no bioensaio. Este efeito ndo ocorreu com o0 arroz sem secar, uma vez que, apés a
homogeneizacao as solugbes com o substrato com os graos de arroz quebradi¢os decantam mais
rapidamente.

Vaérios bioensaios ja foram realizados com o objetivo de viabilizar o uso de um
biopesticida a base de Bt para o controle da lagarta do cartucho. Geralmente, os resultados
destes mostram que é possivel produzir um biopesticida & base de Bt, a precos muito reduzidos
e o0 produto final chega a matar 100% das larvas testadas. Corroborando com o resultado
esperado, Evangelista et. al (2020), em estudos com a producdo de Bt em meios alternativos
obtiveram acima de 96% de mortalidade em todos os meios estudados.

Desta forma, entende-se que os bioinseticidas constituem uma alternativa aos inseticidas
guimicos, com menores danos ao meio ambiente e ao consumidor possibilitando o controle de
insetos nas lavouras, sendo que estes apresentam uma demanda constante de testes para selecéo
de isolado e processos eficientes de producéo e formulacdo do produto (PERREIRA; MARTIS,
2016).

As matérias primas mais empregadas como substrato para o crescimento de Bt séo farelo
de soja, agua de maceracdo de milho, melaco, farelo de semente de algoddo, farelo de feijdo,
caseina e farinha de peixe (COUCH, 2000; BERNHARD & UTZ, 1993). Desta forma, a
bactéria pode ser cultivada em meios de culturas provenientes de diversos tipos de matéria
prima. O uso de &gua de milho, vinhaga, glucose de milho, arroz, 4gua de beterraba, fuba,
farinha e/ou farelo de soja é uma alternativa viavel e econdmica na utilizacdo de subprodutos
para producdo deste patégeno (VALICENTE et al., 2008).

O processo de secagem facilita 0 armazenamento deste bioinseticida, dispensando a
necessidade de permanecer sob congelamento constante, porém reduz as concentragfes, uma
vez que hd uma maior quantidade de material inerte no momento da aplicacéo.

Segundo Montiel et al. (2001), a quantidade de esporos nem sempre esta ligada a
entomotoxicidade da cepa, pois, durante a esporulacao, cada célula de Bt produz um esporo e
um cristal. Sendo que este é o responsavel pela letalidade e aquele apenas um indicativo, visto

gue a contagem de cristais € inviavel e dificultosa.
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5. CONCLUSOES

Os meios de cultivo utilizando o arroz como substrato sdo uma alternativa para o cultivo
de B. thuringiensis.

Os pacotes com substrato com o peso de 100g destacou-se apresentando as melhores
médias de mortalidade com e sem o processo de secagem. A producdo a partir deste peso até
150g € ideal para ambos os tratamentos.

Por se tratar de um experimento pioneiro com a secagem do substrato contendo arroz,

mais estudos devem ser realizados.
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