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RESUMO 

 

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) é um inseto-praga de alta ocorrência no 
Brasil. Ataca diversas culturas de interesse agronômico, sendo praga chave do 
milho, causando impacto direto na produtividade. Sua principal forma de controle é o 
químico, porém, a busca por meios sustentáveis de controle de pragas é cada vez 
mais expressiva, demonstrando uma importante área de pesquisa e 
desenvolvimento, sendo o controle biológico um meio para este fim. Baseado nisso, 
o presente trabalho teve como objetivo avaliar a virulência de 81 isolados de 
bactérias em larvas de Spodoptera frugiperda nas fases L2/L3. O estudo foi 
realizado em delineamento experimental inteiramente casualizado. Na primeira 
etapa foram avaliados os 81 isolados crescidos em meio de cultura Nutrient Broth 
em concentração à 100%, contendo 3 repetições com 5 lagartas cada. Os isolados 
que resultaram em mortalidade acima de 90% foram submetidos à segunda etapa 
para serem reavaliados em diluição a 10%, contendo 6 repetições com 5 lagartas 
cada. A avaliação da eficiência de cada tratamento foi feita por meio da contagem 
diária de lagartas mortas. Para obtenção da porcentagem de mortalidade total, foram 
consideradas as lagartas mortas após 7 dias. Dos 81 isolados avaliados, 22 
atingiram mortalidade acima de 90%, mesmo diluídos à 10%. Destes, os isolados 
459b''²; 427b; 365BNp6; 365BNg8; 268 e 321b atingiram 100% de mortalidade em 
apenas 72h, demonstrando alta taxa de mortalidade em um menor período. Os 
resultados iniciais obtidos demonstram que essas bactérias podem ser potenciais 
agentes de controle, podendo-se constituir nas bases de diversos produtos 
biológicos em um mercado com demanda crescente.  
 
 
 
Palavras-chave: Controle Biológico, Lagarta-do-Cartucho, Manejo Integrado de 
Pragas, Bactérias 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) is a pest insect of high occurrence in 
Brazil. It attacks several species of agronomic interest, being a key pest of corn, 
causing direct impact on productivity. Its main form of control is the chemical one, 
however, the search for complementary means of pest control is increasingly 
expressive, demonstrating an important area of research and development, being the 
biological control a means to this end. Based on it, the present work aimed to 
evaluate the virulence of 81 isolates of bacteria in Spodoptera frugiperda larvae in 
L2/L3 stages. The study was carried out in a Completely randomized design. In the 
first step, 81 isolates were evaluated growing in Nutrient Broth culture medium, at 
100% concentration, with 3 replicates and 5 larvae on each. The isolates that 
resulted in mortality above 90% were submitted to the second stage to be 
reevaluated in 10% dilution, containing 6 repetitions with 5 larvae on each. The 
evaluation of the efficiency of each treatment was handling by daily counting of dead 
larvae. To obtain the percentage of total mortality, we considered the dead larvae 
after 7 days. Of the 81 isolates evaluated, 22 reached mortality rates above 90%, 
even when diluted at 10%. Of these, the isolates 459b''²; 427b; 365BNp6; 365BNg8; 
268 and 321b reached 100% mortality in only 72h, demonstrating a high mortality 
rate in a shorter period. The initial results obtained show these bacteria can be 
potential control agents and can become the basis of several biological products in a 
market with increasing demand. 
  
 
 
 
Keywords: Biological Control, Lagarta-do-Cartucho, Integrated Pest Management, 
Bacteria. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Conhecida popularmente como lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera 

frugiperda (J. E. Smith, 1797) é um inseto polífago de grande ocorrência no Brasil, 

especialmente, em áreas agrícolas produtivas. É praga chave do milho, porém ataca 

diversas outras espécies de interesse agronômico, causando-lhes impacto direto na 

produtividade.  

Os grandes danos provocados por essa espécie-praga costumam ser 

amenizados, principalmente, por meio da utilização do método de controle químico 

de pragas, porém, a utilização inadequada desta tecnologia  e sem o rigor de boas 

práticas agronômicas pode, eventualmente, resultar em populações de insetos 

resistentes,, em diminuição da frequência de organismos não-alvos, como 

parasitoides e predadores levando a um desequilíbrio biológico, além de permitir o 

surgimento de pragas secundárias (BARROS et al., 2006). 

A busca por outros métodos de controle de pragas é cada vez mais 

expressiva e neste cenário, o método de controle biológico vem se destacando. O 

mercado de inseticidas biológicos tem demanda crescente e um dos principais 

meios de controle biológico de Spodoptera frugiperda é por meio do uso de bactérias 

entomopatogênicas. (KLOEPPER et al., 1997) 

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a taxa de 

mortalidade causada por 81 isolados de bactérias no controle de lagartas de 2°/3° 

instar de Spodoptera frugiperda. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma 

espécie de lepidóptera amplamente distribuída no Brasil devido às condições 

climáticas favoráveis, que são alta temperatura e baixa umidade relativa do ar. 

Apresenta preferência alimentar por gramíneas como trigo, sorgo, arroz, milheto, 

grama-bermuda e cana-de-açúcar, sendo a principal praga do milho no Brasil, tendo 

ataques relatados desde aa emergência da planta até o aparecimento das espigas, 

comprometendo significativamente a produção podendo causar perdas de até 60%, 

necessitando alto investimento para seu controle. (CRUZ et al., 2020).  O milho é 

cultivado em todas as regiões do país, tendo grande importância na agricultura 

brasileira sendo o segundo maior exportador de milho no mundo (USDA, 2020).  

Além das gramíneas, S. frugiperda também ataca plantas de outras famílias 

como, por exemplo, alfafa, feijão, amendoim, batata, batata-doce, repolho, espinafre, 

tomate, couve, abóbora, soja, algodão (BOTTON et al., 1998; CRUZ, 1995; SILVA et 

al., 1968), acelga, alcachofra, alface, almeirão, berinjela, cebola, chicória, maracujá, 

melão, pêssego, pimentão e quiabo (BOREGAS et al., 2009; SILVA et al., 1968), 

entre outras. Também tem importância no México, América Central e América do 

Sul. (CRUZ, 1995). 

Uma das causas da sua alta ocorrência se dá devido a oferta de hospedeiros 

ao longo do ano como, por exemplo, soja, milho e algodão, além de sucessão de 

culturas como o sorgo e o milho safrinha. Pode se alojar também em plantas de 

cobertura, como o milheto e plantas daninhas e voluntárias, favorecendo a 

permanência da praga entre os cultivos.  

Tendo disponibilidade de alimento constantemente, a praga se demonstra 

frequente, inclusive em culturas em que foi descrita como secundária (NAGOSHI, 

2009). S. frugiperda é uma importante praga agrícola, não só devido ao seu alto 

dano em diversas culturas, mas, também, pela dificuldade de controle, citaram Melo 

et al. (2014).  

Os grandes danos provocados por essa espécie-praga são amenizados, 

principalmente, por meio da utilização do método de controle químico de pragas, 

porém o uso incorreto, sem orientação técnica e conhecimentos básicos para o 

manejo, como dinâmica populacional, planos de amostragens e nível de controle, 

pode oferecer riscos ao meio ambiente e às populações, podendo ocasionar 
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problemas como danos à saúde dos agricultores; presença de resíduos de 

agrotóxicos acima do permitido em alimentos consumidos in natura,  seleção de 

populações de insetos resistentes às substâncias dos  produtos, o que leva ao uso 

repetido e elevado; compostos que podem se acumular no ambiente;  causar 

prejuízos a grupos de organismos não-alvo como parasitoides e predadores; 

provocar eventuais contaminações do solo e corpos hídricos, entre outros. 

(BARROS et al., 2006; BRAVO et al., 2011; LU et al. 2019; CAMPANINI et al., 

2012). 

Como alternativa aos efeitos gerados por esses compostos, há a necessidade 

da adoção ou combinação de outras práticas de controle de pragas que sejam 

economicamente viáveis, visando menores impactos ambientais e sociais (PESSOA 

et al., 2014). Um dos pilares do Manejo Integrado de Pragas – MIP, é o controle 

biológico que consiste no uso de predadores e inimigos naturais para a realização 

do controle de uma praga. Vírus, bactérias, fungos, parasitoides e nematoides são 

exemplos de inimigos naturais de S. frugiperda (WAGUIL et al, 2020), gerando 

sustentabilidade e viabilidade ecológica no agrossistema (WRIGHT, 2006).  

Bactérias do gênero Bacillus tem sido amplamente utilizadas no controle 

biológico de diversas formas, como controle de doenças, fungos, antagonismo 

contra fitopatógenos, associação com crescimento, controle de diversos insetos 

pragas, indução de resistência, entre outros potenciais usos na agricultura 

(KLOEPPER et al., 2004; KIM et al., 2003; RAGAZZOSÁNCHEZ et al, 2011).  

Os esporos produzidos por Bacillus spp. são estruturas termotolerantes ao frio 

e ao calor, resistentes à dessecação, à radiação ultravioleta e aos solventes 

orgânicos, condições extremas de pH, aos pesticidas, fertilizantes e ao tempo de 

estocagem. Essas características são desejáveis à formulação de produtos para o 

biocontole de insetos-praga (KLOEPPER et al., 1997). 

O uso de Bacillus spp. no controle biológico já é amplamente utilizado, com 

pesquisas constantes acerca do assunto, porém, outras bactérias também podem 

demonstrar virulência contra insetos-pragas, sendo necessária pesquisas e testes 

para novas descobertas. 
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2.1 Desenvolvimento e hábitos da lagarta 

 

O desenvolvimento de S. frugiperda é o holometabólico, o que compreende 

as fases de ovo, larva, pupa e adulto. Cada fêmea oviposita entre 200 à 300 ovos 

nas folhas das plantas hospedeiras, podendo esse número chegar até 2000. Após a 

oviposição a fêmea cobre os ovos com pelos e escamas retiradas do próprio corpo. 

Os ovos no início são rosa claros e com estrias radiais, se tornando cinzas de 3 a 7 

dias antes da eclosão (MOREIRA e ARAGÃO, 2009).  

As lagartas recém-eclodidas produzem um fio em seus primeiros estádios e 

os usam para distribuir-se entre as plantas, podendo apresentar uma distribuição 

uniforme na lavoura (SANTOS, 2008). É denominado silking quando as larvas 

apenas se penduram, e balloning quando são levadas pelo vento. (ZALUCKI et al 

2002; MOORE e HANKS 2004). 

A lagarta eclode possuindo 1,5 mm de comprimento e no último instar pode 

chegar a atingir 40 mm de comprimento com uma coloração que varia de 

esverdeada a pardo-escura. (GALLO et al., 2002).  Após eclodirem, as larvas 

passam por seis a sete estágios, até chegar à vida adulta, em seu completo 

desenvolvimento (SARMENTO et al., 2002).  

O ciclo larval varia de doze a trinta dias em temperaturas entre 18,8 à 30ºC 

(SARMENTO et al., 2002), após esse período, as lagartas entram no solo para 

empupar (GALLO et al., 2002). As pupas são formadas em 8-10 dias, medindo de 14 

a 18mm, possuem cor marrom-avermelhada e podem ser encontradas a poucos 

centímetros de profundidade do solo. O ciclo de desenvolvimento, desde ovo até a 

fase adulta dura de 20 a 60 dias, variando de acordo com as condições climáticas.  

Os insetos Adultos são mariposas noturnas de até 4cm de envergadura, 

possuem as asas anteriores cinza escuras e posteriores cinza claras. (MOREIRA e 

ARAGÃO, 2009). Machos e fêmeas apresentam coloração acinzentada e o macho 

possui um ponto dourado na asa anterior. São insetos de hábito noturno e mais 

ativos em noites quentes (VALICENTE et al., 2015).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Controle Biológico - Instituto 

Biológico - Centro Avançado de Pesquisa em Proteção de Plantas e Saúde Animal, 

com sede em Campinas, São Paulo. 22°54'24.1"S 47°00'56.5"W. 

Foram selecionadas 81 isolados pertencentes ao Banco de Bactérias do 

Laboratório de Controle Biológico, do Centro Avançado de Pesquisa em Proteção de 

Plantas e Saúde Animal, do Instituto Biológico do Estado de São Paulo. Os isolados 

são provenientes de coletas realizadas por diferentes pesquisadores em várias 

regiões do Brasil, além de isolados adquiridos de outros locais que são utilizados na 

produção On farm. 

Foram realizados 4 bioensaios (1,2,3 e 4), os ensaios de 1 a 3 foram um 

screening inicial do Banco de Bactérias e obedeceram a mesma metodologia com o 

objetivo de determinar quais dos isolados selecionados, em fermentado bacteriano 

em concentração total inicial, apresentavam virulência em lagartas de S. frugiperda 

na fase L2/L3. Para estes bioensaios (de 1 a 3) seguiu-se o delineamento 

experimental inteiramente casualizado, contendo 3 repetições por tratamento.  

Os isolados que apresentaram mortalidade superior à 90% foram 

selecionados para o Bioensaio 4 para nova verificação da virulência, com 

metodologia semelhante, apenas se diferenciando na concentração do fermentado 

bacteriano, que foi diluído a 10% em água e no número de repetições, que foram 6. 

Para fins de identificação dos tratamentos de todos os bioensaios, de 1 a 4, 

decidiu-se trazer a numeração original dos isolados obtidos no Banco de Bactérias 

ao número correspondente do tratamento em cada bioensaio. 

 

3.1 Bioensaio 1 

 

Para o bioensaio 1 foram selecionados os seguintes isolados, seguidos do 

seu número correspondente como tratamentos (T): 399a''(T1) - 387ª(T2) - 105(T3) - 

332a'(T4) - 133b'(T5) - 552b(T6) - 137b(T7) - 735b(T8) - 523b(T9) - 626b(T10) - 

739b(T11) - 332a''(T12) - 387d(T13) - 1b''(T14) - 387b(T15) - 742c(T16) - 151b(T17) 

- 557a'(T18) - 365b 1-1(T19). 

Inicialmente, foi realizado o cultivo e a fermentação dos isolados bacterianos 

e para isso, previamente, foi preparado o meio de cultura líquido Nutrient Broth (NB), 
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com 800mL de água deionizada medida em uma proveta e 6,4g de Nutrient Broth 

pesado em balança (Figura 1), na proporção de 8g para cada Litro de água que 

foram misturados em um Becker até a completa diluição.  Em seguida, foram 

colocados 40mL do meio de cultura em frascos tipo reagente com 100mL de 

capacidade para serem autoclavados, totalizando 20 frascos (19 para receberem os 

isolados e um para ser o controle positivo com meio de cultura puro), o segundo 

controle positivo era água deionizada autoclavada). 

 

Figura 1 - Meio Nutrient Broth sendo pesado para diluição 

 

Fonte: A autora, 2021. 

 

Após a autoclavagem e o resfriamento, os frascos tipo reagente, contendo o 

meio de cultura Nutrient Broth (NB), foram levados à capela de fluxo laminar, 

previamente limpa, para a etapa da inoculação, isto é: a transferência de100µL de 

cada isolado (Figura 2). Após a inoculação, os frascos tipo reagente foram 

colocados sob agitação constante, à 1600 RPM, por 72 horas, para o crescimento e 

cultivo dos isolados (Figura 3). 
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Figura 2 - Inoculação do meio de cultura Nutrient Broth com os isolados selecionados 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Figura 3 - Meio de cultura inoculado sob agitação 1600 rpm 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Após um período de 72 horas, se verificava se o meio de cultura se 

encontrava turvo, confirmando que as bactérias haviam se multiplicado. Em seguida, 

os frascos tipo reagente, contendo o fermentado bacteriano, eram levados à capela 

da câmara de fluxo laminar, previamente limpa, para realização da imersão da dieta 

artificial.  

A dieta artificial foi adquirida de um fornecedor local idôneo (Figura 4), 

juntamente com as lagartas. Antes da montagem do bioensaio, a dieta artificial foi 

levada à capela da câmara de fluxo laminar e, com o auxílio de um boleador e de um 

bisturi, eram retirados discos de dieta e acertadas as bordas (Figura 5). Para o 

armazenamento dos discos de dieta artificial, foram utilizados tubos tipo Falcon, 

previamente autoclavados. Após fechados, os tubos Falcon eram colocados em um 

saco autoclavado e lacrados para serem levados à geladeira até a utilização.  
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Figura 4 - Dieta artificial fechada 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Figura 5 - Corte prévio da dieta artificial 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Na montagem do bioensaio, com auxílio de uma pinça, os discos de dieta 

artificial, previamente cortados, foram submersos por 30 segundos no fermentado 

bacteriano, sendo posteriormente colocados em recipientes plásticos com 

capacidade de 100mL que foram identificados e mantidos parcialmente abertos até a 

evaporação do excesso de umidade, o mesmo procedimento foi adotado para os 

dois controles positivos.  

Após o contato da pinça com o líquido, essa era limpa em álcool 90 e 

queimada na chama do bico de Bunsen, para completa desinfecção (Figura 6), 

impedindo que a bactéria de um tratamento entrasse em contato com os outros. 
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Figura 6 - Higienização da pinça para montagem de experimento 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Após a evaporação do excesso de umidade da dieta mergulhada no líquido, 

com o auxílio de um pincel de cerdas finas e macias, foram retiradas do recipiente 

original larvas de Spodoptera frugiperda (Figura 7), que foram colocadas nos 

recipientes contendo dieta tratada (Figura 8). 

 

Figura 7 - Larvas na fase L2/L3 no recipiente inicial 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 
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Figura 8 - Recipientes contendo dieta e 5 larvas cada 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Os tratamentos foram acondicionados em câmara climática, tipo Fitotron, a 

25º +/- 2°C, umidade relativa do ar 50±10% e fotoperíodo de 12 horas. A avaliação 

da mortalidade era realizada diariamente, durante 7 dias subsequentes. Foram 

considerados eficientes e aptos para serem incluídos no bioensaio 4, os tratamentos 

que causaram índice de mortalidade acima de 90%.  

O tratamento 19 (isolado 365b 1-1) foi avaliado e possuía mais de uma 

bactéria, as quais foram novamente isoladas e testadas separadamente como 

T43(365B.N.p.6), T47(365 B.N.g.8) e T50 (365 c.P.7). 

 

3.2 Bioensaio 2  

 

A metodologia do bioensaio 2 foi exatamente a mesma do bioensaio 1, 

apenas mudando a quantidade total de isolados testados que, neste caso, foram 30: 

ma08(T20) - 749a'(T21) - 447b(T22) - mm13(T23) – 54a(T24) - 459b''.2(T25) - 

133b''(T26) - 287ª(T27) - Bacillus subtilis(T28) – Chromobacterium(T29) - 

Pseudomonas fluorescens(T30) - 518b*(T31) - 750b''(T32) - 729b''(T33) - Bacillus 

thuringiensis var. Kurstaki(T34) - Saccharopolyspora spinosa(T35) - 427b(T36) - 

311a(T37) - mm05(T38) - 399a'(T39) - 750a(T40) - 742d'(T41) - 556b'(T42) - 

365B.N.p.6(T43) - 189b'''(T44) - 365a(T45) - 328a'(T46) - 365 B.N.g.8(T47) - Bacillus 

thuringiensis tenebrionis(T48) -  ma07(T49) - 365 c.P.7(T50). 
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Para cada tratamento foram realizadas, também, 3 repetições, cada um 

contendo 5 lagartas, totalizando 15 lagartas por tratamento e 480 lagartas no total.  

Foram preparados 31 frascos contendo meio de cultura líquido Nutrient Broth (30 

para receberem os isolados e um para receber o controle positivo de meio de cultura 

puro), o segundo controle positivo era água deionizada e autoclavada.  

O tratamento 447b (T22) foi inconclusivo pois parte das lagartas sumiram, não 

se sabendo assim se foi fuga, canibalismo ou a mortalidade da bactéria em si, 

portanto ele foi repetido no bioensaio 4. 

 

3.3 Bioensaio 3 

 

A metodologia do bioensaio 3 foi exatamente a mesma do bioensaio 1 e 2, 

apenas mudando a quantidade de isolados testados, totalizando-se 29: 137a''(T51) - 

328a''(T52) - 74a(T53) - 189b'(T54) - 729b'(T55) - 328b(T56) - 735a''(T57) - 

399b(T58) - 556b''(T59) - 418ª(T60) - 531a''(T61) - 189b''.2(T62) - 160b(T63) - 

381ª(T64) - 729c''(T65) - 742a(T66) - 194b(T67) - 186a'(T68) - 518b#(T69) - 

102b(T70) - 120b(T71) - 102a(T72) - 739a''(T73) - 742d''(T74) - 74b'''.2(T75) - 

111b'(T76) - 195a(T77) - 56c(T78) - 365B.P.g5(T79). 

Para cada tratamento foram realizadas, também, 3 repetições, cada um 

contendo 5 lagartas, totalizando 15 lagartas por tratamento e 465 lagartas no total.  

Foram preparados 30 frascos contendo meio de cultura líquido Nutrient Broth (29 

para receberem os isolados e um para receber o controle positivo de meio cultura 

puro), o segundo controle positivo era água deionizada e autoclavada.  

 

3.4 Bioensaio 4 

 

Neste Bioensaio foram selecionados os 27 isolados que apresentaram 

mortalidade acima de 90% nos bioensaios 1, 2 e 3. Outros dois novos isolados, 

também, foram incluídos: os números 268 (T80) e 321b (T81). O isolado 447b (T22) 

foi reincluído pois, parte das lagartas, na primeira vez, sumiram (por fuga, 

canibalismo ou ação das bactérias), o que tornou o seu resultado inconclusivo. 

Como um produto comercial não seria viável para comercialização em altas 

concentrações (devido ao custo de produção, transporte e armazenamento), o 
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bioensaio 4 foi realizado com diluição do fermentado bacteriano em água, reduzindo 

sua concentração para, apenas, 10%. 

Foram realizados 28 tratamentos, sendo 27 contendo os isolados e 1 controle 

positivo. Nesse ensaio foram utilizadas 6 repetições com 5 larvas cada, resultando 

em 30 larvas por tratamento e totalizando 840 larvas adquiridas. 

Os isolados com alta taxa de mortalidade resultantes dos bioensaios 1, 2 e 3 

foram: 387a(T2) - 749a'(T21) - 447b(T22) - 54a(T24) - 459b''²(T25) – 

Chromobacterium(T29) - 518b*(T31) - Bacillus thuringiensis var. Kurstaki(T34) - 

427b(T36) – 311a(T37) - mm05(T38) - 750a(T40) - 742d'(T41) - 365BNp6(T43) - 

189b'''(T44) - 365BNg8(T47) - Bacillus thuringiensis tenebrionis(T48) - 137a''(T51) - 

74a(T53) - 556b''(T59) - 531a''(T61) - 189b''²(T62) - 742a(T66) - 194b(T67) - 

739a''(T73) - 268(T80) - 321b(T81). 

O corte prévio da dieta e o cultivo e fermentação dos isolados bacterianos foi 

realizado tal como fora descrito para os bioensaios de 1 a 3.  

Para a realização da diluição do fermentado bacteriano foi utilizada água 

deionizada que foi previamente preparada. A medição de 90mL por tratamento foi 

realizada com o auxílio de uma proveta, sendo colocada em frascos de vidro que 

foram fechados com duas camadas de papel alumínio e amarrados com barbante 

(Figura 9). Os frascos fechados foram colocados dentro de sacos autoclaváveis 

também lacrados, para então passarem pelo processo de autoclavagem.  

 

Figura 9 - Frascos contendo água deionizada para serem autoclavados 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Em seguida, os frascos contendo o fermentado bacteriano e os frascos 

contendo a água deionizada autoclavada foram levados a capela da câmara de fluxo 

laminar previamente limpa para realização da diluição. Com o auxílio de uma pipeta 
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volumétrica foram retirados de cada tratamento 10mL do fermentado bacteriano que 

foram diluídos nos 90mL de água deionizada autoclavada com devida identificação 

(Figura 10). O mesmo foi feito com o controle positivo, que não possuía nenhum 

inoculo, sendo meio de cultura Nutrient Broth puro. 

Após a diluição de todos os tratamentos, a submersão dos discos de dieta 

artificial e introdução das lagartas seguiu a mesma metodologia descrita 

anteriormente, sendo levado a câmara Fitotron (Figura 11). 

 

Figura 10 - Recipientes contendo dieta e frascos com diluição 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Figura 11 - Bioensaio montado em câmara Fitotron 

 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

Por se tratar dos isolados mais virulentos nos bioensaios, foi realizada nova 

preservação dessas bactérias para que possam ser utilizadas posteriormente. O 

meio de cultura inoculado já fermentado, que foi utilizado para a diluição à 10%, 
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inicialmente teve apenas 10mL retirados de seu conteúdo total de 40mL. O restante 

foi aproveitado para a preservação. Foram utilizados tubos criogênicos contendo 

1,8mL de isolado e 400μL de glicerol autoclavado que foram medidos com auxílio de 

pipeta volumétrica. Os tubos foram devidamente identificados e armazenados em 

freezer a -20°C. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A avaliação da eficiência de cada tratamento por meio da contagem diária de 

lagartas mortas consta nas Tabelas 1, 2, 3 e 4. Para obtenção da porcentagem de 

mortalidade total, foram consideradas a as lagartas mortas após 7 dias. 

 

Tabela 1 – Bioensaio 1: Mortalidade (%) de lagartas após 7 dias em tratamentos com fermentado 
bacteriano em concentração à 100%. 

Tratamento Mortalidade (%) 

399a'' 73,33 

387a 100,00 

105 60,00 

332a' 73,33 

133b' 60,00 

552b 46,66 

137b 53,33 

735b 66,66 

523b 60,00 

626b 66,66 

739b 60,00 

332a'' 73,33 

387d 80,00 

1b'' 66,66 

387b 73,33 

742c 66,66 

151b 53,33 

557a' 66,66 

365b 1-1 100,00 

MC 20,00 

Água 26,66 

Fonte: A própria autora, 2021. 

 

De acordo com a Tabela 1, no Bioensaio 1, dois dos 19 isolados testados 

apresentaram 100% de mortalidade das lagartas, sendo eles os isolados 387a e 

365b 1-1. Os tratamentos considerados como controles positivos demonstraram baixa 

mortalidade, sendo o meio de cultura pura (MC) com 20% de mortalidade e a água 

deionizada pura (água) com 26,66% de mortalidade.  
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O isolado 365b 1-1 foi plaqueado e após o crescimento da bactéria foi 

verificada se havia contaminação, havendo três diferentes colônias de bactérias. 

Estas foram novamente isoladas e testadas separadamente como 365B.N.p.6, 365 

B.N.g.8 e 365 c.P.7 no Bioensaio 2 (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Bioensaio 2: Mortalidade (%) de lagartas após 7 dias em tratamentos com fermentado 
bacteriano em concentração à 100% 

Tratamento Mortalidade (%) 

ma08 0,00 

749a' 100,00 

447b 33,33 

mm13 0,00 

54a 100,00 

459b''.2 100,00 

133b'' 66,66 

287a 33,33 

  Bacillus subtilis 0,00 

Chromobacterium 100,00 

Pseudomonas fluorescens 86,66 

518b* 100,00 

750b'' 80,00 

729b'' 46,66 

Bacillus thuringiensis var. Kurstaki 100,00 

Saccharopolyspora spinosa 66,66 

427b 100,00 

311a 100,00 

mm05 93,33 

399a' 60,00 

750a 100,00 

742d' 100,00 

556b' 53,33 

365B.N.p.6 100,00 

189b''' 100,00 

365a 26,66 

328a' 46,66 

365 B.N.g.8 100,00 

Bacillus thuringiensis tenebrionis 100,00 

ma07 60,00 

365 c.P.7 0,00 

MC 0,00 

ÁGUA 0,00 
Fonte: A própria autora, 2021. 
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Considerando os resultados da Tabela 2, no Bioensaio 2, quinze dos 31 

isolados resultaram em mortalidade acima de 90% em 7 dias, sendo eles os 

isolados: 749a'; 54a; 459b''.2; Chromobacterium; 518b*; Bacillus thuringiensis var. 

Kurstaki; 427b; 311a; mm05; 750a; 742d'; 365B.N.p.6; 189b'''; 365 B.N.g.8; Bacillus 

thuringiensis tenebrionis. Os tratamentos considerados como controles positivos não 

demonstraram mortalidade, sendo 0% tanto para o meio de cultura puro (MC) quanto 

para a água deionizada pura. Os isolados ma08, mm13, Bacillus subtilis e 365 c.P.7 

também não obtiveram mortalidade. 

Este Bioensaio resultou em maior taxa de mortalidade pois os tratamentos 

foram escolhidos com base em testes anteriores que foram realizados para outros 

insetos tendo potencial virulência comprovada. 

O isolado 447b teve um resultado inconclusivo pois parte das lagartas 

sumiram, não se sabendo se foi fuga, canibalismo ou mortalidade da bactéria. Ele foi 

repetido no Bioensaio 4 (Tabela 4). 

O tratamento com Bacillus subtilis resultou em um efeito inesperado, 

causando crescimento exagerado das lagartas e as tornando aparentemente 

maiores em comparação aos controles positivos (Figura 12). 

 

Figura 12 – Exemplo de comparação entre crescimento das lagartas 

Figura A (Bacillus subtilis); Figura B (testemunha Água) 

 

Fonte: A própria autora, 2021 

 

  

A 

B 
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Tabela 3 - Bioensaio 3: Mortalidade (%) de lagartas após 7 dias em tratamentos com fermentado 
bacteriano em concentração à 100% 

Tratamento Mortalidade (%) 

137a'' 100,00 

328a'' 20,00 

74a 93,33 

189b' 86,66 

729b' 46,66 

328b 20,00 

735a'' 33,33 

399b 86,66 

556b'' 100,00 

418a 66,66 

531a'' 100,00 

189b''.2 100,00 

160b 33,33 

381a 33,33 

729c'' 33,33 

742a 93,33 

194b 100,00 

186a' 40,00 

518b# 40,00 

102b 40,00 

120b 6,66 

102a 6,66 

739a'' 93,33 

742d''  33,33 

74b'''.2 40,00 

111b' 46,66 

195a 46,66 

56c 40,00 

365B.P.g5 46,66 

268 6,66 

MC 0,00 

ÁGUA 0,00 
Fonte: A própria autora, 2021 

 

De acordo com a Tabela 3, no Bioensaio 3, oito dos 30 isolados testados 

apresentaram acima de 90% de mortalidade das lagartas, sendo eles os isolados: 

137a''; 74a; 556b''; 531a''; 189b''.2; 742ª; 194b; 739a''. Os tratamentos considerados 

como controles positivos não demonstraram mortalidade, sendo 0% tanto para o 

meio de cultura puro (MC) quanto para a água deionizada pura.  
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Os tratamentos que apresentaram acima de 90% de mortalidade das lagartas 

nos bioensaios de 1 a 3 foram selecionados para o Bioensaio 4 para avaliação em 

fermentado bacteriano diluído a 10%. Os resultados constam na Tabela 4.  

 

Tabela 4 - Bioensaio 4: Mortalidade de lagartas a cada 24h, total de lagartas mortas após 7 dias e 
porcentagem de mortalidade total (%) em tratamentos com fermentado bacteriano em 
concentração à 10% 

ratamento 
Mortalidade (horas) 

Total 
Mortalidade 

total (%) 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 

387a 0 5 22 3 0 0 0 30 100,00 

749a' 1 1 2 2 7 11 5 29 96.66 

447b 0 1 1 2 2 4 3 13 43,33 

54a 0 1 4 15 7 3 0 30 100,00 

459b''² 0 24 6 0 0 0 0 30 100,00 

Chromobacterium 0 2 2 6 0 8 5 23 76,66 

518b** 0 2 0 7 2 9 1 21 70,00 

Btk 0 9 13 8 0 0 0 30 100,00 

427b 1 16 13 0 0 0 0 30 100,00 

311a 0 2 2 3 10 10 2 29 96.66 

mm05 0 2 5 0 4 8 2 21 70,00 

750a 0 0 1 10 12 7 0 30 100,00 

742d' 0 3 2 3 13 9 0 30 100,00 

365BNp6 0 22 8 0 0 0 0 30 100,00 

189b''' 0 4 8 6 6 5 0 29 96.66 

365BNg8 0 22 8 0 0 0 0 30 100,00 

Btt 0 1 2 4 14 9 0 30 100,00 

137a'' 0 0 6 8 8 8 0 30 100,00 

74a 0 1 1 1 5 6 6 20 66,66 

556b'' 0 3 4 8 13 2 0 30 100,00 

531a'' 0 3 3 7 14 3 0 30 100,00 

189b''² 0 2 3 12 12 1 0 30 100,00 

742a 0 2 1 7 7 9 3 29 96.66 

194b 0 2 5 10 11 2 0 30 100,00 

739a'' 0 1 3 6 13 7 0 30 100,00 

268 0 21 9 0 0 0 0 30 100,00 

321b 0 23 7 0 0 0 0 30 100,00 

CP 0 1 0 1 1 0 2 5 16,66 
Fonte: A própria autora, 2021 

 

De acordo com a Tabela 4, no bioensaio 4, vinte e dois dos 27 isolados 

resultaram mortalidade acima de 90%, mesmo diluídos à 10%, sendo eles os 

isolados: 387a; 749a'; 54a; 459b''.²; Bacillus thuringiensis var. Kurstaki (Btk); 427b; 
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311a; 750a; 742d'; 365B.N.p.6; 189b'''; 365B.N.g.8; Bacillus thuringiensis tenebrionis 

(Btt); 137a''; 556b''; 531a''; 189b''.²; 742a; 194b; 739a''; 268; 321b. 

O controle positivo (CP) resultou em apenas 16,66% de mortalidade. 

Para este Bioensaio também foi demonstrada a mortalidade das lagartas 

sendo medida em horas (24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h e 168h). A população 

inicial de larvas era de 30 em cada tratamento.  

Os isolados 459b''²; 427b; 365BNp6; 365BNg8; 268 e 321b atingiram 100% 

de mortalidade em 72h, tendo a maioria das larvas mortas em 48h, demonstrando 

melhor controle de lagartas em menos tempo. 

Os tratamentos 387a e Bacillus thuringiensis var. Kurstaki (Btk) atingiram 

100% de mortalidade em 96h, tendo o ápice da mortalidade em 72h. 

Os tratamentos 54a; 750a; 742d'; Bacillus thuringiensis tenebrionis (Btt); 

137a''; 556b; 531a''; 189b''²; 194b e 739a'' atingiram 100 de mortalidade em 144h 

com o ápice de mortalidade variando para cada tratamento, tendo um resultado 

tardio em comparação com os tratamentos mencionados anteriormente. 

 O isolado 189b'‘‘ atingiu 96,66 de mortalidade em 144h e os isolados 749a', 

311a e 742a atingiram este nível mortalidade em 168h, tendo um resultado inferior 

em comparação aos anteriores, tanto em relação ao tempo quanto em número de 

indivíduos mortos. Os isolados 447b; Chromobacterium; 518b*; mm05 e 74a não 

atingiram mortalidade satisfatória. 

Um importante fator a se levar em consideração é o tempo em que um 

tratamento leva para causar a mortalidade das lagartas. O alimento contaminado 

precisa ser ingerido e dissolvido no intestino até começar a agir. Portanto, mesmo 

infectadas, as lagartas causam danos nas folhas até morrerem. Por este motivo os 

isolados 459b''², 427b, 365BNp6, 365BNg8, 268 e 321b se demonstraram efetivos, 

causando alta mortalidade em um menor período, sendo promissores para 

continuidade de pesquisa. 

 Produtos comerciais contendo Bacillus thuringiensis já são amplamente 

disseminados, sendo os mais utilizados no controle de S. frugiperda. Essa 

tecnologia é amplamente estudada tanto para o desenvolvimento de inseticidas 

biológicos quanto no uso de engenharia genética para o desenvolvimento de plantas 

geneticamente modificadas. Porém, já foi observada em populações de S. frugiperda 

resistência à proteína Cry1F (STORER et al., 2010; FARIAS et al., 2014). Isso 
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demonstra a necessidade da procura de novas linhagens bacterianas para se evitar 

o aumento de populações resistentes.  
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5 CONCLUSÃO 

 

Já é conhecida a eficiência de bactérias para mortalidade de larvas de 

lepidópteros e outros insetos, sendo utilizados como base de inseticidas 

microbiológicos. Os resultados iniciais obtidos demonstram que essas bactérias 

podem ser potenciais agentes de controle, podendo-se constituir nas bases de 

diversos produtos biológicos em um mercado com demanda crescente. Mais testes e 

pesquisas devem ser realizados nesta área para correta identificação, isolamento e 

dosagem para um controle efetivo, demonstrando a importância da pesquisa e 

desenvolvimento nesta área. 
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