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RESUMO

Ação de bactérias isoladas do nim sobre adultos de Spodoptera frugiperda

O objetivo do trabalho foi avaliar a fecundidade e fertilidade de adultos de Spodoptera
frugiperda  após as  lagartas  ingerirem bactérias  isoladas  da planta  nim,  Azadirachta
indica.  Foram avaliados 11 isolados bacterianas e suas suspensões calibradas  para a
concentração de 5,0 x 108 células/mL. A calibragem foi feita em espectrofotômetro que
foi ajustado para 540 nm de densidade óptica. As suspensões foram utilizadas para tratar
fragmentos de folhas de milho que foram oferecidos como alimento para as lagartas
recém-eclodidas de  S. frugiperda.  As lagartas do controle receberam folhas de milho
imersas  em água.  Com os  adultos  sobreviventes  dessas  lagartas  foram constituídos
casais que foram mantidos em gaiolas.  Foram avaliadas  a longevidade de machos e
fêmeas, o período de pré-oviposição e fértil, o número de dias de oviposição, o total de
posturas, a fecundidade e fertilidade das fêmeas. Do total de isolados avaliados, 64,0%
deles causaram algum efeito adverso aos adultos, a ponto de afetarem uma ou mais das
variáveis avaliadas. A ingestão das bactérias pelas lagartas reduziu a longevidade de
adultos, macho e fêmea. As fêmeas tiveram redução no período fértil, no número de
posturas, na fecundidade e na fertilidade. Somente o período de pré-oviposição não foi
afetado. Foram entomopatogênicos aos adultos os isolados Epi 7 (Bacillus pumilus), Epi
9 (Bacillus  sp.), Epi 12 (Bacillus  sp.), Epi 13 (Bacillus  sp.), Nim 8 (Bacillus subtilis),
Nim 10 (Bacillus  sp.) e Nim 12 (Bacillus  sp.), pois, afetaram negativamente algumas
das variáveis avaliadas. O isolado Bacillus sp. Epi 9 é o mais virulento aos adultos de S.
frugiperda, pois afetou negativamente todas as variáveis avaliadas, a exceção período
de pré-oviposição. Os resultados obtidos neste trabalho são promissores e importantes,
pois este é o primeiro relato de bactérias isoladas de nim com ação patogênica a adultos
de S. frugiperda.

Palavras-chave: Azadirachta indica, controle biológico, lagarta-do-cartucho do milho.



ABSTRACT

Action of isolated bacteria of nim on adults of Spodoptera frugiperda

The  objective  of  this  work  was  to  evaluate  the  fecundity  and  fertility  of  adults  of
Spodoptera  frugiperda after  ingesting  in  the  larval  phase bacteria  isolated  from the
neem  plant,  Azadirachta  indica.  Eleven  bacterial  isolates  were  evaluated  with  the
suspensions calibrated at the concentration of 5.0 x 108 cells / mL. The calibration was
done in a spectrophotometer adjusted to 540 nm of optical density. Suspensions were
used to  treat  fragments  of  corn leaves  that  were  offered as  feed  for  newly  hatched
caterpillars of  S. frugiperda. Control caterpillars received untreated corn leaves. With
the surviving adults of these caterpillars were formed couples who were kept in cages.
The longevity of males and females, pre-oviposition period and fertility, number of days
of oviposition and total postures, fertility and fertility of females were evaluated. Of the
total number of isolates evaluated, 64.0% of them had an adverse effect on adults, to the
point  of  affecting  one  or  more  of  the  evaluated  variables.  Intake  of  bacteria  by
caterpillars reduced adult, male and female longevity. The females had a reduction in
the fertile period, number of postures, fecundity and fertility. Only the pre-oviposition
period was not affected. The isolates Bacillus sp. Epi 9, Bacillus subtilis and Nim 10
were highlighted, therefore, they affected the largest number of variables evaluated. The
results obtained in this work are promising and important, because this is the first report
of bacteria isolated from neem with pathogenic action to adults of S. frugiperda.

Keywords: Azadirachta indica, biological control, fall armyworm.



1 INTRODUÇÃO GERAL

A  lagarta-do-cartucho,  Spodoptera  frugiperda (J.E.  Smith)  (Lepidoptera:

Noctuidae), é uma praga polífaga que ataca diversas culturas de importância econômica

como milho, arroz, cana-de-açúcar, sorgo, dentre outras (CASMUZ et al., 2010; EFSA,

2017). Além disso, esses seus hospedeiros são cultivados em áreas muito próximas em

diferentes épocas do ano, o que torna o seu controle difícil,  devido ao deslocamento

desta praga entre as áreas cultivadas (SILVA et al., 2017). 

Nos primeiros ínstares larvais, S. frugiperda encontra-se esse inseto raspando a

epiderme da parte inferior das folhas de seus hospedeiros. Em plantas de milho com até

30 dias após a germinação, as lagartas de ínstares mais avançados podem cortá-las na

base do colmo de forma semelhante àquela realizada por  Agrotis ipsolon  (Hufnagel)

(EFSA,  2017).  Spodoptera  frugiperda  pode  ainda  danificar  as  inflorescências  e  as

espigas de milho.  Esse inseto é considerado  praga chave do milho e pode reduzir  a

produção de 34,0% a 52,0% (VALICENTE, 2015). 

Em milho, devido aos prejuízos causados pelas lagartas utiliza-se como principal

método o controle químico, apesar dos casos de resistência desse inseto aos produtos

utilizados  (CRUZ  et  al.  2002).  Além  disso,  os  inseticidas  também  são  nocivos  ao

ambiente,  ao  homem  e  aos  inimigos  naturais  das  pragas.  Esses  problemas  têm

incentivado  os  pesquisadores  a  buscarem métodos  de  controle  alternativos,  para  S.

frugiperda  e  para  outras  pragas  também,  produtos  que  sejam  eficientes  e

ambientalmente seguros. Os microrganismos como vírus, fungos e bactérias têm sido

muito utilizados como agentes de controle de diversos insetos-praga e, podem ser uma

alternativa promissora para o manejo de  S. frugiperda.  Promissor também tem sido o

uso de inseticidas botânicos para o controle de S. frugiperda. Como exemplo do sucesso

dos inseticidas botânico como método de controle de pragas tem-se a  espécie vegetal

Azadirachta indica, nim, que tem se mostrado tóxica a um grande número de insetos,

inclusive a S. frugiperda (LIMA et al., 2008).

A A. indica causa diversos efeitos nocivos aos insetos, como ação antialimentar,

de  repelência,  de  interferência  nas  funções  biológicas,  fisiológicas  e  químicas,  de

redução  do  crescimento,  de  inibição  do  processo  de  troca  de  exoesqueleto  e  na

reprodução, além de causar a morte da praga (ROEL, 2010; COSTA et al., 2004). Nesta

planta já foram identificados diversos metabólitos  secundários biologicamente ativos

aos  insetos.  Foram  identificados  alcaloides,  flavonoides,  triterpenoides,  compostos
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fenólicos, carotenoides, esteroides, cetonas e óleos voláteis (El-HAWARY et al., 2013;

BEVILACQUA et al., 2008; VERMA et al., 2011). Dentre esses compostos destaca-se

a azadiractina, que é o principal componente inseticida da planta nim (EL-HAWARY et

al., 2013). A azadiractina, quando ingerida pelo inseto, age na epiderme, no processo de

troca  de  exoesqueleto,  o  que  afeta  o  crescimento  e  desenvolvimento  da  praga,  isto

porque é bioidentica ao hormônio da ecdise (ANURADHA et al., 2007). 

Em A. indica, além dos compostos secundários já identificados, também foram

isolados,  caracterizados  e  identificados  fungos  e  bactérias  associados  a  esta  planta

(VERMA et al., 2007; VERMA et al., 2009; VERMA et al., 2011; CARDOSO, 2012;

KUSARI  et al., 2012;  SINGH et al.; 2017; D´LUIS et al. 2017).  Verma et al. (2007)

sugeriram que os microrganismos endofíticos presentes nas plantas produzem uma ou

mais das substâncias químicas encontradas nas  espécies vegetais.  Kusari et al. (2012)

constataram  que  o  fungo  endofítico,  Eupenicillium  parvum, isolado  da  planta  nim

produziu substâncias identificadas como azadiractina A e B quando multiplicado em

meio  artificial.  O  fungo  Nigrospora sp.,  também  endofítico  de  nim  foi  capaz  de

produzir  solanapyrones  N,  O  e  C,  substâncias  análogas  aquelas  encontradas  em  A.

indica (WU et al., 2009). 

O  conhecimento  de  que,  microrganismos  associados  a  uma  espécie  vegetal

foram  capazes  de  sintetizar  substâncias  similares  aquelas  produzidas  pelo  seu

hospedeiro,  amplia  a  necessidade  de  novos  estudos  sobre  a  interferência  destes

organismos na ação inseticida que é observada em algumas espécies vegetais. Isso abre

inumeras  perspectivas  biotecnológicas  para  esta  área.  Dentre  os  grupos  de

microrganismos  mais  citados  e  isolados  da  planta  nim  encontram-se  os  fungos

(VERMA et al., 2007; VERMA et al., 2011), os actinomicetos (VERMA et al., 2009;

VERMA et al., 2011) e as bactérias (D´ LUIS et al., 2017).

Cardoso  (2012)  caracterizou  33  bactérias  isoladas  de  A.  indica  quanto  a

morfologia  das  células  e colônias,  a  coloração de Gram, o potencial  para a  fixação

biológica de nitrogênio,  a solubilização de fosfato e a síntese de auxina.  Todas elas

pertenciam  ao  gênero  Bacillus  e  foram  Gram-positivas.  Foram  identificadas  como

Bacillus pumilus (7), Bacillus methylotrophicus (1), Bacillus licheniformis (2), Bacillus

subtilis (2), Bacillus amyloliquefaciens (1) Bacillus sp. (19) e Methylobacterium sp. (1).

O autor constatou que algumas das bactérias possuíam potencial  para a produção de

ácido indol-3-acético (AIA).  Soares (2013) avaliou os 33 isolados bacterianos de nim

quanto a patogenicidade e virulência a lagartas de S. frugiperda com 10 dias de idade. O
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autor  constatou  que  a  ingestão  de  folhas  de  milho  tratadas  com suspensões  dessas

bactérias causou no inseto aumento na duração e mortalidade das fases larval e pupal,

redução no peso de pupas macho e fêmea e aumento na deformação de adultos.  Silva

(2014) trabalhou com  13 isolados desses isolados mais virulentos a  S. frugiperda. O

autor constatou que, tanto as células bacterianas centrifugadas quanto o filtrado do meio

de crescimento desses microrganismos reduziram a sobrevivência e desenvolvimento do

inseto.  Estes estudos demonstraram o grande potencial dessas bactérias do nim para o

controle de S. frugiperda. 

A utilização de microrganismos entomopatogênicos como agentes de controle

biológico é vantajosa, pois evita o desequilíbrio ecológico nos agroecossistemas, já que

eles  são específicos  para os insetos-alvo e seletivos  aos inimigos  naturais  (ALVES,

1998). Esse autor explica que, além desses microrganismos causarem a morte do inseto-

alvo  podem  afetar  também  as  características  biológicas  e  reprodutivas  da  praga.

Comenta que os entomopatógenos podem ser utilizados associados a outros métodos no

manejo de pragas, além de não poluírem o ambiente e não serem tóxicos aos homens e

animais, desde que, selecionados e manuseados corretamente.

O emprego dos microrganismos endofíticos na agricultura tem aumentado muito

nos últimos anos, pois além de trazerem benefícios às plantas, por exemplo promovendo

o seu crescimento podem controlar as pragas, insetos e doenças, o que substitui o uso

produtos químicos, além de preservar o ambiente (PEIXOTO NETO et al., 2002). 

Os resultados obtidos por Soares (2013) e Silva (2014) comprovaram a ação

patogênica das bactérias isoladas da planta nim na sobrevivência e desenvolvimento de

S. frugiperda, além de possibilitar a seleção daquelas mais virulentas ao inseto. Esses

autores comprovaram que as bactérias mais virulentas reduziram o número de adultos

viáveis a serem incorporados na população. Entretanto, estes autores não avaliaram o

desempenho  dos  adultos  dos  insetos  sobreviventes.  Neste  trabalho,  os  adultos

sobreviventes foram avaliados, pois se postula que, a ingestão de folhas tratadas com as

suspensões  bactérias  pelas  lagartas  afeta  negativamente  a  fecundidade  e  fertilidade

dessa fase do inseto. Assim,  este trabalho teve por objetivo  avaliar a fecundidade e a

fertilidade  de  adultos  de  S.  frugiperda, após  as  lagartas  ingerirem folhas  de  milho

tratadas com as bactérias isoladas de A. indica. 
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2 INTRODUÇÃO DO ARTIGO

As espécies vegetais estão associadas a uma extensa e diversa comunidade de

microrganismos, dentre eles, as bactérias e os fungos (HARDOIM et al. 2015; VERMA

et al., 2009). Esses microrganismos endofíticos não causam sintomas de doença em seus

hospedeiros, mas vivem de forma simbiótica com eles (WILSON, 1995).

Azadirachta indica, nim, é uma das espécies vegetais mais estudada no mundo

quanto a sua microbiota,  devido a sua importância  como planta medicinal,  já que é

utilizada  por  cerca  de  80,0%  das  nações  em  desenvolvimento  (EID  et  al.,  2017;

CHUTULO E CHALANNAVAR, 2018). Além disso, é uma planta inseticida de grande

importância (VERMA et al., 2011). Todas as partes da planta nim já foram avaliadas

para o seu uso no controle de insetos e todas elas se mostraram nocivas às pragas. Já foi

verificado  que  o  nim  tem,  sobre  os  insetos,  efeito  anti-alimentar,  de  repelência  a

oviposição  e  de  inibição  de  outras  atividades  biológicas  e  fisiológicas  desses

organismos. Além dessas interferências, o nim pode reduzir o crescimento dos insetos,

inibir a ecdise e a reprodução, além de causar a sua morte (ROEL, 2010; COSTA et al .,

2004). A azadiractina, principal composto presente no nim, afeta negativamente a troca

de exoesqueleto e o crescimento do inseto, pois se assemelha ao hormônio da ecdise

(ANURADHA et al., 2007).

Em  A.  indica,  além  dos  metabólitos  secundários,  já  foram  isolados,

caracterizados e identificados fungos e bactérias associadas de forma simbiótica a esta

planta (VERMA et al., 2007; VERMA et al., 2009; VERMA et al., 2011; CARDOSO,

2012;  KUSARI  et  al.,  2012;  SINGH  et  al.;  2017;  D´  LUIS  et  al.,  2017).  Esses

microrganismos endofíticos foram responsáveis pela biossíntese parcial ou completa de

metabólitos secundários presentes em suas plantas hospedeiras (RAJAGOPAL et al.,

2012;  LUDWIG-MÜLLER, 2015).  Exemplo  desse fato  foi  constatado com o fungo

endofítico, Eupenicillium parvum, que foi isolado da planta nim. Segundo os autores, no

filtrado  de  seu  meio  artificial  de  crescimento  foram  identificadas  as  substâncias

azadiractina A e B (KUSARI et al., 2012). O fungo Nigrospora sp., também endofítico

do nim, produziu em seu meio de crescimento solanapyrones N, O e C, substâncias

análogas aquelas produzidas na planta (WU et al., 2009).

Dentre os grupos de microrganismos mais citados na literatura e que já foram

isolados da planta nim encontram-se os fungos (VERMA et al., 2007; VERMA et al.,
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2011), os actinomicetos (VERMA et al., 2009; VERMA et al., 2011) e as bactérias (D

´LUIS et al., 2017).

Cardoso (2012) caracterizou 33 bactérias associadas a planta nim, dentre elas

foram  identificados  Bacillus  pumilus  (7),  Bacillus  methylotrophicus  (1),  Bacillus

licheniformis (2), Bacillus subtilis (2) e Bacillus amyloliquefaciens (1), Bacillus sp. (19)

Methylobacterium  sp.  (1).  Este  autor  constatou  que  alguns desses  isolados possuem

potencial para a produção de ácido indol-3-acético (AIA). Soares (2013) avaliou esses

isolados  quanto  a  patogenicidade  e  virulência  as  lagartas  de  S.  frugiperda.  O autor

verificou que, a ingestão de folhas de milho tratadas com as suspensões bacterianas

causou aumento na duração e mortalidade das fases larval e pupal, redução no peso de

pupas macho e fêmea e aumento na deformação de adultos o que reduziu o número de

adultos viáveis na população.  Silva (2014) constatou que, tanto as células bacterianas

quanto o filtrado do seu meio de crescimento afetaram negativamente o crescimento e

desenvolvimento de S. frugiperda e reduziram a sobrevivência do inseto.

Os  estudos  realizados  por  Soares  (2013)  e  Silva  (2014)  indicaram o  grande

potencial de controle que possui as bactérias isoladas de A. indica para o manejo de S.

frugiperda, pois demonstrar que essas bactérias reduziram o número de adultos viáveis

a serem incorporados na população. Entretanto, torna-se importante conhecer qual é o

desempenho desses adultos sobreviventes. Neste trabalho esses adultos foram avaliados,

pois  postula-se  que,  a  ingestão  de  folhas  de  milho  tratadas  com  as  suspensões

bacterianas  pelas  lagartas  afeta  negativamente  a  fecundidade  e  fertilidade  de  S.

frugiperda. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a fecundidade e a fertilidade

de adultos de S. frugiperda após ingestão pelas lagartas de folhas de milho tratadas com

as suspensões bacterianas de A. indica.

3 MATERIAL E MÉTODOS

O  experimento  foi  realizado  nos  Laboratórios  de  Patologia  de  Insetos  e  de

Fitopatologia da Universidade Estadual de Montes Claros, UNIMONTES,  Campus de

Janaúba, MG. 

As lagartas de Spodoptera frugiperda utilizadas nos ensaios foram provenientes

da criação-estoque mantida no laboratório de Entomologia, sob condições controladas

(temp.:  25±2ºC, U.R.:  60±10 % e fotofase: 12 h) e alimentadas  com dieta  artificial

(GREENE et al., 1976). Os adultos foram alimentados com solução de mel a 10,0%.
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Os isolados bacterianos avaliados foram: Epi 1 (Bacillus  sp.), Epi 7 (Bacillus

pumilus  -  E value  de  0,0,  identidade  de  99,0% e  número  de  acesso  ao  Genbank -

KR010188.1), Epi 9 (Bacillus  sp.  -  E value de 3.e-50, identidade de 95,0%, número de

acesso ao Genbank - KM678261.1), Epi 12 (Bacillus sp.), Epi 13 (Bacillus sp. - E value

de 3.e-55, identidade de 97,0%, número de acesso ao Genbank - JN700129.1), Nim 5

(Bacillus methylotrophicus - E value de 0,0, identidade de 99,0%, número de acesso ao

Genbank -  KM659219.1),  Nim 8  (Bacillus  subtilis  -  E value  de  0,0,  identidade  de

98,0%, número de acesso ao Genbank - KF818630.1), Nim 10 (Bacillus  sp.), Nim 12

(Bacillus  sp.),  Nim 14 (Bacillus  sp.)  e  Nim 15 (Bacillus  pumilus -  E value de 0,0,

identidade  de 99,0%, número de acesso ao Genbank -  KR010188.1).  Estes  isolados

foram obtidos junto à Bacterioteca do Laboratório de Fitopatologia da UNIMONTES,

Campus de  Janaúba,  MG,  onde  estão  armazenados  em  água  mineral esterilizada  e

mantidos em condições controladas (temp.: 25±2ºC, U.R.: 60±10 % e fotofase: 14 h).

Essas bactérias foram isoladas  da superfície (epifítica - Epi)  e do  extrato fermentado

(Nim) de folhas de Azadirachta indica (CARDOSO, 2012). 

3.1 Cultivo das plantas de milho

Sementes de milho crioulo foram semeadas em vasos plásticos (3,0 dm3). As

plantas  foram mantidas sob condições de telado, localizado na área experimental  da

UNIMONTES.  Durante  o  período  de  cultivo  as  plantas  não  receberam  nenhum

tratamento fitossanitário para o controle de pragas. 

Folhas da região do cartucho de plantas com 15 dias após a germinação foram

utilizadas  na  alimentação  de  lagartas  recém-eclodidas  de  S.  frugiperda,  visando  à

realização do ensaio com os insetos adultos da praga. 

3.2 Multiplicação dos isolados bacterianos

Para a multiplicação dos isolados bacterianos,  o meio de cultura solido TSA

(Tryptic Soy Agar) (40 g) foi pesado, colocado em Erlenmeyer e sobre ele adicionada

água  destilada  até  completar  o  volume  de  1.000  mL.  O  meio  foi  esterilizado  em

autoclave,  regulada para 120oC/1,0 atm,  durante 20 minutos.  Após a esterilização,  o

meio foi vertido em placas de Petri (90 mm x 15 mm), em câmara de fluxo laminar. A

multiplicação das bactérias foi realizada a partir da transferência de uma alíquota (1,0
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mL) de uma suspensão de armazenamento para as placas contendo o meio TSA. Os

isolados foram incubados em temperatura ambiente por 24 horas. 

Sobre as colônias bacterianas incubadas nas placas de Petri foi adicionado 5,0

mL  de  solução  salina  (NaCl  a  0,85%)  estéril.  As  células  bacterianas  foram

desagregadas,  usando  uma  lâmina  de  vidro  de  microscópio  esterilizada  e,  então,

transferidas para tubos de ensaio (2,5 cm x 15 cm), para homogeneização em aparelho

Vortex. Em espectrofotômetro ajustado para 540 nm de densidade óptica, a absorbância

das  suspensões  bacterianas  de  cada  um dos  isolados  foi  ajustada,  de  modo  que,  a

concentração  atingisse  5,0  x  108 células/mL.  Os  ajustes  das  absorbâncias  foram

embasados  nas  curvas  de  crescimento  destes  isolados  bacterianos  estabelecidas  por

Silva (2014). Para o ajuste da concentração das suspensões bacterianas foi  adicionado

NaCl (0,85 %) estéril. 

3.3 Obtenção de pupas de Spodoptera frugiperda

Folhas retiradas da região central do cartucho de plantas de milho foram levadas

ao laboratório e cortadas em fragmentos (5,0 cm x 5,0 cm). Em câmara de fluxo laminar

os  fragmentos  foram  imersos,  durante  20  segundos,  nas  suspensões  bacterianas

ajustadas para a concentração de 5,0 x 108 células/mL. Como controle do experimento,

os fragmentos foram imersos em água destilada esterilizada. Os fragmentos tratados e

não tratados  foram dispostos  sobre  papel  filtro,  para ocorrer  à perda do excesso de

umidade. 

Cinco fragmentos de  folhas de milho foram  inseridos, verticalmente, em uma

fina camada de meio ágar-ágar esterilizado que foi previamente vertida no fundo de

recipientes plásticos transparentes (250 mL). O ágar-ágar foi utilizado para evitar que as

folhas de milho enrolassem e, também, para manter a turgidez das mesmas.  Para cada

tratamento (isolados e controle) foram preparados três desses recipientes. Em cada um

dos recipientes,  sobre  as  folhas  de milho  foram transferidas,  aproximadamente,  200

lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda retiradas da criação estoque e, então, os fracos

foram fechados. As lagartas se alimentaram das folhas tratadas durante três dias, quando

então,  se  realizou  a  substituição  destas  por  outras  não  tratadas.  As  lagartas

permaneceram se alimentado das folhas não tratadas por mais cinco dias, quando então

foram individualizadas em tubos de vidro com fundo chato (2,5 cm x 8,5 cm), também

contendo uma fina camada ágar-água em seu fundo e um fragmento de folha de milho
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inserido, conforme descrito anteriormente. Nos tubos, as lagartas foram alimentadas até

a pupação. A troca de alimento nesta etapa do experimento foi realizada sempre que

necessário. As lagartas do controle foram criadas em milho não tratado, durante todo o

período larval. 

As pupas obtidas foram retiradas dos tubos, limpas e sexadas, conforme descrito

por  Butt  (1962).  Após  a  sexagem  das  pupas,  os  machos  e  as  fêmeas  foram

individualizados em novos tubos de vidro, onde permaneceram até a emergência.

3.4 Parâmetros biológicos de Spodoptera frugiperda

Os adultos  emergidos,  machos  e  fêmeas,  com até  dois  dias  de  idade  e  sem

deformações  foram utilizados  na  formação  dos  casais  de  S.  frugiperda.  Cada  casal

formado foi transferido para uma gaiola constituída por um tubo de PVC (7,0 cm de

diâmetro x 10 cm de altura), que teve sua parede interna revestida por papel sulfite, que

serviu de substrato de postura. A extremidade inferior da gaiola foi fechada com uma

placa de Petri (80 mm x 80 mm) e a superior com um tecido fino do tipo  Voil. Os

adultos  foram alimentados  nas  gaiolas  com uma  solução  de  mel  a  10,0%,  que  foi

trocada a cada dois dias. Os insetos foram mantidos nestas condições até a morte. 

Diariamente, enquanto durou o período de oviposição das fêmeas, as posturas de

S.  frugiperda  foram retiradas  das  gaiolas,  contabilizadas  e  colocadas  em placas  de

acrílico transparente (50 mm x 50 mm) forradas com papel-filtro umedecido com água

destilada, visando a eclosão. As placas foram mantidas em laboratório sob condições

controladas (temp.: 25±2ºC, U.R.: 60±10 % e fotofase: 12 h).

Foram avaliadas a longevidade de macho e fêmea, o período de pré-oviposição e

fértil das fêmeas, o número de dias de oviposição, o número total de posturas, o número

total  de  ovos  por  fêmea  (fecundidade)  e  a  viabilidade  dos  ovos  (fertilidade).  A

longevidade de macho e fêmea correspondeu ao tempo transcorrido entre a emergência

até a morte do inseto. O período fértil das fêmeas correspondeu ao tempo transcorrido

entre  o  primeiro  e  o  último  dia  de  oviposição.  O  número  de  dias  de  oviposição

correspondeu  ao  número  de  dias  em que  a  fêmea  fez  posturas.  O  período  de  pré-

oviposição correspondeu ao tempo transcorrido entre a emergência da fêmea até o dia

em que ela iniciou a oviposição. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e constituído por onze

tratamentos (folhas de milho tratadas com os isolados bacterianos) e um controle (folhas
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de milho não tratadas). Cada tratamento constou de 15 repetições (gaiolas), contendo

cada uma um casal de S. frugiperda. 

Foram realizados  testes  de homogeneidade  das  variâncias  e  normalidade  dos

erros e, como as variáveis avaliadas não se ajustaram a estas exigências, os resultados

foram  submetidos  à  análise  Kruskal-Wallis  e  as  médias  comparadas  pelo  teste  de

Bonferroni,  a  5%  de  probabilidade.  O  Programa  estatístico  utilizado  em  todas  as

análises foi o Statisticx versão 9.0.
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4 RESULTADOS
 

A ingestão,  pelas  lagartas  de  S.  frugiperda, de  folhas  de  milho  imersas  nas

suspensões  de  bactérias  isoladas  da planta  nim,  A. indica, afetou todas  as  variáveis

avaliadas, exceto o período de pré-oviposição das fêmeas deste inseto (Tabela 1). 

Para a longevidade, foi observada redução no tempo de vida das fêmeas após as

lagartas de S. frugiperda ingerirem folhas contendo os isolados Epi 9 e Nim 8, o que as

fez viverem 5,0 dias a menos do que as do controle (X2 = 88,1989; P < 0,00001) (Tabela

1). As lagartas que ingeriram os demais isolados resultaram em fêmeas tão longevas

quanto as do controle.  Os machos também tiveram sua longevidade reduzida  (X2 =

68,2614; P < 0,00001). Essa redução ocorreu após as lagartas ingerirem os isolados Epi

7, Epi 9, Epi 13, Nim 8 e Nim 12, o que os fez vivessem em torno de 3,0 dias a menos

do que  os  do  controle.  Para  os  demais  tratamentos,  os  machos  foram tão  longevos

quanto os do controle.

O período de pré-oviposição das fêmeas de S. frugiperda não foi alterado pela

ingestão dos isolados bacterianos pelas lagartas, que foram semelhantes ao controle (X2

= 13,9380; P = 0,2364) (Tabela 1). Entretanto, o período fértil das fêmeas foi reduzido

pela ingestão de bactérias pelas lagartas (X2 = 38,3200; P < 0,0001). Este fato ocorreu

quando as lagartas ingeriram os isolados Epi 9, Epi 12, Nim 8 e Nim 10. Ocorreu uma

redução de até 4,0 dias para o tratamento Epi 9. Nos demais tratamentos o período fértil

das fêmeas foi semelhante ao observado para o controle. 

O número de dias em que as fêmeas de S. frugiperda realizaram suas posturas

foi reduzido após a ingestão dos isolados Epi 9 e Nim 10 (X2 = 36,5766; P < 0,0001)

(Tabela 1). Para as fêmeas destes tratamentos o número máximo de dias em que elas

realizaram  suas  posturas  foi  de  até  2,0  dias.  As  fêmeas  dos  demais  tratamentos

distribuíram os seus ovos em maior número de dias, que foi semelhante ao controle.

O número de posturas realizadas pelas fêmeas foi reduzido após a ingestão pelas

lagartas dos isolados Epi 9 e Nim 10 (X2 = 27,0767; P < 0,0045) (Tabela 1). As fêmeas

desses tratamentos realizaram no máximo até  3,1 posturas. Nos demais tratamentos, o

número de posturas por fêmeas foi semelhante ao controle.

A fecundidade das fêmeas foi reduzida após as lagartas ingerirem os isolados

Epi 9, Nim 8, Nim 10 e Nim 12 (X2 = 40,6837; P < 0,00001) (Tabela 1). O número de

ovos  colocados  por  essas  fêmeas  variou  de  230 a  370.  Nos  demais  tratamentos  as

fêmeas colocaram em média número de ovos semelhante ao controle.
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A fertilidade de  S. frugiperda  foi reduzida após as lagartas ingerirem isolados

Epi 9 e Nim 12 (X2= 87,8114; P < 0,00001) (Tabela 1). A viabilidade dos ovos destas

fêmeas  variou de 32,6% a 46,6%. Para as demais fêmeas avaliadas a viabilidade dos

ovos foi semelhante ao controle.
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Tabela 1. Longevidade de macho e fêmea (dias), períodos de pré-oviposição e fértil das fêmeas (dias), número de dias de oviposição, número de

posturas, fecundidade (número) e fertilidade (%) de Spodoptera frugiperda, provenientes de lagartas alimentadas com folhas de milho tratadas

com suspensão de bactérias isoladas de Azadirachta indica.

Isolados***
Longevidade* Período*

Nº dias
Oviposição*

Nº de posturas* Fecundidade* Fertilidade*
Fêmea Macho

Pré -
oviposição

Fértil

Controle 13,8 ± 0,5** bc 12,3 ± 0,4 bc 4,0 ± 0,3 a 6,3 ± 0,3 c 4,5 ± 0,2 c 7,1 ± 0,4 b 884,8 ± 76,3 c 96,9 ± 2,2 bc
Epi 1 16,3 ± 0,6 c 12,3 ± 0,8 bc 3,5 ± 0,3 a 5,5 ± 0,7 bc 3,7 ± 0,5 abc 6,3 ± 1,0 ab 750,6 ± 118,3 bc 100,0 ± 0,0 c
Epi 7 11,9 ± 1,3 ab 9,3 ± 0,7 a 3,8 ± 0,4 a 4,5 ± 0,8 abc 3,4 ± 0,3 abc 4,7 ± 0,5 ab 434,0 ± 52,6 abc 62,4 ± 9,4 ab
Epi 9 8,5 ± 0,5 a 9,5 ± 0,7 a 4,7 ± 0,9 a 1,8 ± 0,5 a 1,5 ± 0,4 a 2,7 ± 0,8 a 230,7 ± 78,2 a 46,6 ± 15,7 a

Epi 12 15,3 ± 0,8 bc 12,9 ± 0,7 c 5,4 ± 0,6 a 3,1 ± 0,6 ab 2,6 ± 0,4 abc 4,0 ± 0,8 ab 413,9 ± 77,7 abc 84,6 ± 10,4 bc
Epi 13 11,7 ± 0,5 ab 9,3 ± 0,5 a 3.6 ± 0,2 a 4,0 ± 0,6 abc 3,2 ± 0,5 abc 4,3 ± 0,7 ab 536,1 ± 98,3 abc 100,0 ± 0,0 c
Nim 5 13,6 ± 0,5 bc 10,3 ± 0,4 abc 3,5 ± 0,2 a 4,8 ± 0,6 abc 3,9 ± 0,5 bc 5,3 ± 0,7 ab 659,9 ± 114,6 abc 96,6 ± 1,7 bc
Nim 8 8,5 ± 0,5 a 9,3 ± 0,5 a 3,6 ± 0,2 a 3,2 ± 0,5 ab 2,7 ± 0,4 abc 5,1 ± 0,8 ab 370,7 ± 60,3 ab 60,7 ± 11,2 ab
Nim 10 12,5 ± 0,8 abc 12,5 ± 0,5 c 4,4 ± 0,6 a 2,9 ± 0,8 ab 1,9 ± 0,5 ab 3,1 ± 0,9 a 307,6 ± 91,4 ab 100,0 ± 0,0 c
Nim12 11,3 ± 0,8 ab 9,5 ± 0,6 a 5,9 ± 0,9 a 3,9 ± 0,9 abc 2,5 ± 0,3 abc 4,3 ± 0,8 ab 308,2 ± 58,2 ab 32,6 ± 11,3 a
Nim 14 13,7 ± 0,8 bc 10,5 ± 0,5 abc 4,0 ± 0,2 a 4,8 ± 0,7 abc 3,9 ± 0,6 bc 5,3 ± 0,9 ab 746,9 ± 133,6 abc 97,7 ± 1,2 bc
Nim 15 16,9 ± 0,7 c 13,1 ± 0,5 c 4,1 ± 0,3 a 3,7 ± 0,8 abc 2,6 ± 0,6 abc 4,0 ± 0,8 ab 472,6 ± 113,0 abc 100,0 ± 0,0 c

X2 88,20 68,26 13,94 38,32 36,58 27,08 40,68 87,81
* Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade.
** X ± S(X).

***  Epi  1  (Bacillus  sp.),  Epi  7  (Bacillus  pumilus),  Epi  9  (Bacillus  sp.),  Epi  12  (Bacillus  sp.),  Epi  13  (Bacillus  sp.),  Nim  5  (Bacillus
methylotrophicus), Nim 8 (Bacillus subtilis), Nim 10 (Bacillus sp.), Nim 12 (Bacillus sp.), Nim 14 (Bacillus sp.) e Nim 15 (Bacillus pumilus). 



5 DISCUSSÃO

No presente trabalho, 64,0% das bactérias isoladas de Azadirachta indica provocaram

algum efeito nocivo aos adultos de Spodoptera frugiperda, a ponto de afetarem uma ou mais

das variáveis avaliadas. Essa porcentagem de isolados bacterianos patogênicos apresentaram

virulência  variável  aos  adultos  de  S.  frugiperda  sobreviventes  das  lagartas  que ingeriram

folhas de milho tratadas com os microrganismos.  Foram entomopatogênicos aos adultos os

isolados Epi 7 (Bacillus pumilus), Epi 9 (Bacillus sp.), Epi 12 (Bacillus sp.), Epi 13 (Bacillus

sp.), Nim 8 (Bacillus subtilis), Nim 10 (Bacillus sp.) e Nim 12 (Bacillus sp.). Os isolados Epi

1, Nim 5, Nim 14 e Nim 15 não afetaram negativamente os insetos adultos, pois não foram

constatadas alterações nas variáveis avaliadas. 

Do ponto de vista da patologia de insetos, as bactérias entomopatogênicas podem ser

agrupadas em esporulantes e não-esporulantes. As esporulantes incluem todas aquelas que são

obrigatórias e a maioria das facultativas (cristalíferas e não cristalíferas). As não esporulantes

incluem  aquelas  que  são  potenciais  e  apenas  uma  espécie  que  é  totalmente  facultativa

(FALCON, 1971). As bactérias esporulantes produzem endóporos, que é uma estrutura de

persistência (resistência) que as permite sobreviverem em ambientes adversos (POLANCZYK

et  al.,  2011).  Esses  mesmo  autores  complementaram  explicando  que,  essa  característica,

juntamente com uma alta virulência, elevada capacidade invasora e produção de toxinas se

constituem em pré-requisitos para a produção de agentes microbianos em escala comercial.

Essas são características que se destacam nas espécies dos gêneros Bacillus e Clostridium. As

espécies do gênero  Bacillus, Gram-positivos, possuem diversos  mecanismos de ação sobre

insetos-praga e as doenças de plantas. As que são entomopatogênicas, causam doenças em

diversas Ordens de insetos, por esse motivo, são muito utilizadas no controle biológico de

insetos-praga (LANNA FILHO et al. 2010; RAJASHEKHAR et al., 2017). 

Dentre  os  isolados  bacterianos  avaliados  neste  trabalho,  já  foram identificados  B.

pumilus  (2), B.  methylotrophicus  (1) e  B. subtilis  (1) (Tabela 1). O  B. pumilus, Epi 7, foi

patogênico aos machos de S. frugiperda, pois causou redução na longevidade. O B. subtilis,

Nim 8, afetou as fêmeas e os macho de  S. frugiperda,  pois reduziu a longevidade desses

insetos, além do período fértil e fecundidade das mesmas. O B. methylotrophicus não afetou o

inseto adulto. 

Neste trabalho o  B. subtilis  e o  B. pumilus  foram isolados da planta nim, entretanto,

estas espécies já foram encontradas em outros hábitats.  Bacillus subtilis, por exemplo, já foi

isolado de  solo,  da  rizosfera,  do  rizoplano,  do  filoplano  e  de  tecidos  internos  de  plantas



(ONGENA et  al.,  2005;  CAMPOS SILVA et  al.,  2008).  Isolados de  B. subtilis  possuem

múltiplos  mecanismos  antagônicos  aos  fitopatógenos,  como  inibição  da  germinação  de

esporos,  paralisação  do  crescimento  do  tubo  germinativo  e  interferência  na  fixação  do

patógeno na planta (LANNA FILHO et al.,  2010). Por esse motivo, este microrganismo é

utilizado  no  controle  de  fitopatógenos  de  várias  espécies  de  plantas  cultivadas  e  é  uma

alternativa eficiente para o manejo integrado de doenças (D`AGOSTINO; MORANDI, 2009).

O B. pumilus é uma bactéria com ampla gama de atividade que são importantes do ponto de

vista  biotecnológico.  Já  foi  relatada  possuir  atividade  antibacteriana  e  promotora  de

crescimento de plantas (JOO et al., 2005; AUNPAD et al. 2007). 

Poucas são as informações sobre o uso de  B. subitilis  e  B. pumilus no controle de

insetos-praga. Santos (2012) constataram que produtos à base de  B. subitilis  e  B. pumilus

foram patogênicos as lagartas recém-eclodidas de Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera:

Tortricidae). Molina et al (2010) avaliaram 115 isolados bacterianos e identificaram um deles

como sendo  B. pumilus  e possuidor de alta patogenicidade as larvas de primeiro ínstar de

Ceratitis  capitata (Wiedemann)  (Diptera:  Tephritidae). Garcia-Ramon  et  al.  (2016)

caracterizaram  morfologicamente  e  bioquimicamente  o isolado 15.1 de  B. pumilus,  que é

entomopatogênico a C. capitata e, observaram em ultramicroscopia a presença de estruturas

geométricas semelhantes as inclusões de cristal paraesporal semelhante ao  B. thuringiensis.

Rishad et al. (2017) isolaram, caracterizaram e avaliaram o potencial de controle de isolados

bacterianos produtores de quitinases. Os autores constataram que, a enzima bruta obtida do

isolado  MCB-7  de  B.  pumilus quando  purificada  apresentou  atividade  antifúngica

(Aspergillus  flavus,  Aspergillus  niger,  Aspergillus  fumigatus,  Ceratorhiza  hydrophila  e

Fusarium oxysporum), além de ser inseticida as larvas de  Scirpophaga incertulas (Walker).

(Lepidoptera: Pyralidae). 

Dentre  os  sete  isolados  bacterianos  que  foram  patogênicos  aos  adultos  de  S.

frugiperda,  a  bactéria  Bacillus  sp.  Epi  9  destacou-se  como a  mais  virulenta,  pois  afetou

negativamente um maior número de variáveis avaliadas (Tabela 1). Esse isolado reduziu a

longevidade de fêmeas e machos, o período fértil, o número de dias oviposição, o número de

posturas, a fertilidade e a fecundidade das fêmeas. Essa bactéria reduziu nas fêmeas 38,0% o

tempo de vida, 71,0% do período fértil, 66,5% do período de oviposição, 62,5% do número de

posturas, 74,0% da fecundidade e 51,0% da fertilidade. 

Vários podem ter sido os motivos para que o isolado Bacillus  sp. Epi 9 tenha sido o

mais  virulento  aos  adultos  de  S.  frugiperda,  em  relação  aos  demais  entomopatógenos

avaliados.  Um dos  motivos  pode  estar  relacionado  à  presença  de  um cristal  proteico  no

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1049964400908673
http://www.scielo.br/pdf/%0D/cr/v34n6/a05v34n6.pdf
http://www.scielo.br/pdf/%0D/cr/v34n6/a05v34n6.pdf


interior da célula bacteriana, a semelhança do observado para o B. thuringiensis, que possui as

proteínas Cry e/ou Cyt (VILAS-BÔAS et al., 2012). Se este for o caso, na célula da bactéria

Bacillus  sp.  Epi  9,  as  proteínas  Cry  e  Cyt  seriam sintetizadas  na  forma de  protoxinas  e

somente ativadas quando estivessem no interior do aparelho digestório das lagartas, que é

básico (ANGELO et al., 2010). O dano que essa toxina causaria no sistema digestório das

lagartas  de  S.  frugiperda  poderia  ser  a  morte  ou  o  suficiente  para  afetar  a  absorção  de

nutrientes. Nas lagartas que sobreviveram a ingestão das bactérias, provavelmente, a toxina

afetou a absorção de nutrientes o que pode ter levado ao inseto adulto a uma desnutrição.

Chapman (2013) explica que, a falta de nutrientes ou mesmo a menor quantidade de alimento

assimilada na fase larval pode afetar a maturação dos ovários nas fêmeas e, com isso, ocorre a

uma menor formação de ovaríolos nos ovários que compromete a fecundidade e fertilidade do

inseto. Entretanto, o isolado  Bacillus  sp. Epi 9 pode ter outro modo de ação sobre o inseto

hospedeiro que não os cristais. O desconhecimento do modo de ação desse microrganismo

promissor, indica a necessidade de novos estudos sobre a relação patógeno-praga. 

Assim, independentemente do modo de ação utilizado pelo isolado Bacillus sp. Epi 9,

este  se  mostrou  promissor  para  que  futuramente  seja  utilizado  em programas  de  manejo

integrado de S. frugiperda. Torna-se importante a identificação de novos microrganismos para

serem utilizados no controle biológico de insetos pragas, já que em sua maioria os produtos

comercializados são a base de  B. thuringiensis  que é uma  tecnologia importada.  Esse fato

encarece o produto final, que é repassado para o consumidor. O preço elevado desse produto

diminui  a competitividade que um produto biológico  possa ter  em relação aos inseticidas

sintéticos (ANGELO et al., 2010). Outro fato importante quanto ao uso dos produtos a base

de  B. thuringienis é que já existem vários casos de espécies de insetos que desenvolveram

resistência as toxinas produzidas por essa bactéria.  Por esse motivo,  pesquisas com outras

espécies de bactérias devem ser realizadas (BERGAMASCO et al., 2013; RAJASHEKHAR

et al., 2017). Os resultados promissores obtidos com o isolado Epi 9 abre precedentes para

novas pesquisas, que visem o estudo do modo de ação desse microrganismo e comprovação

de sua eficiência em campo. 
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