ROSIANE DE FATIMA SILVA

EFEITOS SUBLETAIS EM Chrysodeixis includens (NOCTUIDAE: PLUSIINAE)
PELO USO DE CEPAS DE Bacillus spp.

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, Campus Rio Paranaiba,
como parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagdo em Agronomia — Producao
Vegetal, para obtencéo do titulo de Magister
Scientiae

Orientadora: Liliane Evangelista Visétto

Coorientadores: Carlos Marcelo Soares
Luanda Medeiros Santana

RIO PARANAIBA - MINAS GERAIS
2021



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca da Universidade Federal de
Vicosa - Campus Rio Paranaiba

T

Silva, Rosiane de Fatima, 1985-
S586e Efeitos subletais em Chrysodeixis includens (Noctuidae:
2021 Plusiinae) pelo uso de cepas de Bacillus spp. / Rosiane de Fatima

Silva. — Rio Paranaiba, MG, 2021.
43f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui anexos.

Orientador: Liliane Evangelista Visotto.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: 32-39.

1. Controle bioldgico. 2. Falsa-medideira.
3. Fitossanidade. I. Universidade Federal de Vicosa. Instituto de
Ciéncias Agrérias. Mestrado em Agronomia (Producio Vegetal).
II. Titulo.

632.9




ROSIANE DE FATIMA SILVA

EFEITOS SUBLETAIS EM Chrysodeixis includens (NOCTUIDAE: PLUSIINAE)
PELO USO DE CEPAS DE Bacillus spp.

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, Campus Rio Paranaiba
como parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagdo em Agronomia — Producao
Vegetal, para obtencao do titulo de Magister
Scientiae.

APROVADA: 12 de fevereiro de 2021.

Assentimento:

RGN, TR LI

’124 < \‘ } ‘ f,
: =L AP (9
UVYA JMNNITAL

Rosiane de Fatima Silva
Autora

‘!‘\,\_,ra 10 & k'{,u;;flft"-_“-

Liliane Evangelista Visétto
Orientadora



A Deus e Nossa Senhora
Ao meu amor André
Aos meus filhos Jodo Pedro e
Maria Clara
A minha maravilhosa familia,

papai, mamde,
irmds, irmaos,

cunhadas, cunhados,

sobrinhas, sobrinhos
DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus por tudo que sou, pela vida, por todas as gragas recebidas, por todas
as provagodes permitidas, por todas as béncgaos, por me iluminar sempre, por permitir
que seja sua filha, Deus € meu comego e meu fim. Faga em mim a sua vontade
Senhor!

A Nossa Senhora por me cobrir com seu manto protetor intercedendo sempre
a Deus em todos os momentos de alegrias e tristeza.

Ao meu André por acreditar em mim, pela disponibilidade em mudar
completamente de vida para nao ficarmos distantes, sou muito grata por tudo, pelo
apoio material, psicolégico, espiritual por me apoiar nas decisdes. Meu amor, obrigada
te amo muito!

A cada um dos meus familiares, papai Pedro, maméae Maria de Lourdes, irmas,
irmaos, cunhadas, cunhados, sobrinhas, sobrinhos por torcerem por mim, pelo auxilio
psicolégico e material, pelas visitas em Rio Paranaiba, por serem o meu porto seguro.
Por deixarem claro que somos uma familia com a certeza de que, podemos ir onde
for, estaremos levando cada um dentro de nés e, sempre teremos para quem voltar.
Obrigada eu amo vocés!

Ao nosso Joao Pedro perdao pelas auséncias, pelas impaciéncias e obrigada
por ser esse anjo inocente em minha vida mostrando-me sempre que posso ser uma
pessoa melhor, te amo!

A nossa Maria Clara que em meu ventre suportou momentos complicados
nessa fase final de mestrado, te amo!

Aos meus sogros, cunhados, cunhadas e sobrinhos!

Aos meus tios, tias, primas, primos, madrinhas, padrinhos!

A orientadora Liliane, por aceitar orientar com um tempo reduzido para
desenvolvermos a pesquisa, por todos ensinamentos, muito obrigada por acreditar em
mim, pela parceria e principalmente pela humanidade!

A coorientadora Luanda, pela disponibilidade, por todo conhecimento
transmitido, pelo apoio, pela contribuicdo cientifica!

Ao coorientador Marcelo, por todo auxilio e suporte, sempre prestativo e

acessivel, seus conhecimentos contribuiram muito!



As participantes da banca Camila e Carla Caixeta pelas contribuicbes nessa
pesquisa, com toda certeza aprendi muito com vocés.

Ao professor Pedro Ivo, ao colega Enrique, a “Z6” pelas valiosas ajudas nas
analises estatisticas realizadas nessa pesquisa.

A todos professores da pos graduacgao que tive oportunidade de compartilhar
das aulas e aqueles que encontrei nesses dois anos de mestrado com certeza direta
ou indiretamente contribuiram para meu crescimento académico, profissional e
pessoal.

Aos colegas da p6s-graduacao em Producao Vegetal com os quais compartilhei
histérias, vidas diferentes, momentos de angustia, de desespero, de comemoracgoes,
de vitorias.

A toda equipe do laboratério NOOA, em especial ao “Léo”, “Z6” e Carla Caixeta
pelos ensinamentos, auxilios no desenvolvimento dos experimentos com certeza
vocés contribuiram muito com essa pesquisa e ao Cicero por ter sido elo de ligacao
com a empresa.

A Universidade Federal de Vigosa campus Rio Paranaiba por acreditar que as
pessoas podem evoluir através do conhecimento.

Ao UNIPAM principalmente ao professor Walter por fornecer as cepas de
Bacillus e ao Thaigoru pelos auxilios no laboratério.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil
(CAPES) pela concesséao da bolsa de estudo — Cddigo de Financiamento 001.

Aqueles que rezaram, torceram, acreditaram em mim, sou grata!

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para concretizacao dessa

pesquisa.

Muito obrigada!



“Os que semeiam entre lagrimas, recolherdo com alegria.
Na ida, caminham chorando os que levam a semente a
aspergir. Na volta, virdo com alegria, quando trouxerem

0s seus feixes.”.
(Salmo 125)



RESUMO

SILVA, Rosiane de Fatima, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa - Campus Rio
Paranaiba, fevereiro de 2021. Controle de Chrysodeixis (Pseudoplusia) includens
(Noctuidae: Plusiinae) por cepas de Bacillus spp. Orientadora: Liliane Evangelista
Visétto. Coorientadores: Carlos Marcelo Soares e Luanda Medeiros Santana.

A lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens é uma praga polifaga que ataca
diversas culturas de importancia econémica. O controle desse inseto € realizado
basicamente com a aplicacao de agroquimicos convencionais, o que vem acarretando
0 aumento da ocorréncia de populagdes resistentes e de danos a saude e ao meio
ambiente. Dessa forma, o uso do controle biolégico no manejo integrado dessa praga
faz-se necessario. Nesse estudo foi avaliado o potencial de doze isolados de Bacillus
spp. para o controle de C. includens. Bioensaio seletivo foi realizado para averiguar
qual(s) o(s) isolado(s) acarretaram maior mortalidade de C. includens. A concentracao
letal média (CLso) e os efeitos subletais dos isolados sobre os insetos sobreviventes
foram avaliados através de bioensaio dose-resposta. Também foi avaliado o efeito dos
Bacillus spp. nas atividades de proteases digestivas de C. includens. Os resultados
demonstram que apenas a cepa GB10 ocasionou 100 % de mortalidade das lagartas
de 2? instar, e portanto, foi selecionada para os testes posteriores. Concentracdes
abaixo de 103 UFC mL™" provocaram 100 % de mortalidade dos insetos, portanto, os
efeitos subletais foram avaliados com concentra¢cdes de GB10 e a cepa referéncia
S1450 variando entre 10#a 10-'© UFC mL'. GB10 apresentou menor CLso em relagao
a cepa referéncia e ambos reduziram significativamente o peso larval com o aumento
da concentracdo testada, quando comparado ao controle. As cepas GB10 e S1450
também diminuiram significativamente as atividades de serino protease, cisteino
protease e de proteases totais. Esse estudo sugere que o isolado GB10 foi mais
eficiente em relagdo a cepa S1450 e € promissor para o desenvolvimento de
bioprodutos que podem ser integrados ao manejo de C. includens.

Palavras-chave: Controle biologico. Falsa-medideira. Fitossanidade



ABSTRACT

SILVA, Rosiane de Fatima, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa - Campus Rio
Paranaiba, February, 2021. Control of Chrysodeixis (Pseudoplusia) includens
(Noctuidae: Plusiinae) by strains of Bacillus spp. Adviser: Liliane Evangelista
Visétto. Co-advisers: Carlos Marcelo Soares and Luanda Medeiros Santana.

The false medideira caterpillar, Chrysodeixis includens is a polyphagous pest, that
attacks diverse cultures of economic importance. The control of this insect is carried
out the application of conventional agrochemicals, which has led to an increase in the
ocorrence of resistant populations and damage to health and the environment. Thus,
the use of biological control is necessary for the integrated management of this pest.
In this study, was evaluated the potential of twelve isolates of Bacillus spp. for the
control of C. includens. Selective bioassay was performed to identify the isolated that
cause the highest mortality of C. includens. The mean lethal concentration (LCso) and
sublethal effects of the isolates on the suviving insects were evaluated using a dose-
response bioassay. The effect of Bacillus spp. was also evaluated in the digestive
proteases activities of C. includens. The results show that only tem GB10 strain caused
100 % mortality of caterpillars of 2nd instar, and therefore, it was selected for further
tests. Concentractions below 103 UFC mL' caused 100 % insect mortality, therefore,
sublethal effects were evaluated with concentractions of GB10 and the reference strain
S1450 ranging from 104 a 10"'© UFC mL'. GB10 showed a lower CLso compared to
the reference strain, and both significantly reduced the larval weight with the increase
of the tested concentration, when compared to the control. The strains GB10 and
S1450 also significantly decreased the activities of the serine, cysteine proteases and
total proteases. This study suggests that the GB10 isolate was more eficiente in
relation to the strain S1450 and is promising for the development of bioproducts that
can be used in integrated manegement of C. includens.

Keywords: Biological control. False medideira. Phytossanity.
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1. INTRODUCAO

A lagarta falsa-medideira Chrysodeixis (Pseudoplusia) includens (Noctuidae:
Plusiinae) é uma espécie de lepiddptera polifaga, desfolhadora tendo como
hospedeiros diversas espécies de plantas de relevancia econémica, como algodao,
soja, feijao, repolho, tomate, entre outras, totalizando mais de 70 hospedeiros,
pertencentes a 29 familias (Bueno et al., 2007; Bernardi et al., 2012; Specht et al.,
2015).

Este inseto praga apresenta ciclo completo compreendendo as fases de ovo,
larva, pupa e adulto. Os ovos da C. includens, sao globulares e possuem diametro de
0,50 mm a 0,53 mm e séo depositados na parte abaxial da folha de forma isolada. O
desenvolvimento embrionario deste inseto se completa em torno de 2,5 dias
(Peterson, 1964; Andrade, 2014).

As lagartas ao eclodirem s&o de coloragao verde-clara, com listras longitudinais
brancas e pontuacdes preta atingindo 4 a 4,5 cm de comprimento. Possuem dois
pares de falsas pernas abdominais, por isso vulgarmente chamadas de mede-palmo
(Sosa-Gdémez et al., 2010; Andrade, 2014). A cor da lagarta passa de verde marrom-
clara para verde-limao translucida (Smilowitz, 1973), sendo que a fase larval pode
durar 15 dias (Bueno et al., 2011). As lagartas transformam-se em pupa, que ocorre
sob uma teia, geralmente na parte abaxial das folhas. No inicio as pupas sao de cor
amarelo-palido a verde-clara com o tempo as pupas tornam-se mais escuras. Esse
periodo de pupa tem duracao de 7 a 9 dias até a emergéncia dos adultos (Vazquez,
1988). Os adultos da C. includens sao mariposas, possuem cerca de 3,5 cm de
envergadura, as asas anteriores possuem duas manchas prateadas brilhantes na
parte central, essas como também as asas posteriores possuem coloracdo marrom,
com brilho cupreo (Gallo et al., 2002; Sosa-Goémez et al., 2010).

A longevidade das mariposas de C. includens é de aproximadamente 15 dias.
O acasalamento ocorre normalmente no periodo noturno entre 22:00 e 4:00 (Lingren
et al., 1977), sendo de grande importancia nesse processo a emissao do feromdnio
sexual pelas fémeas (Tumlinson et al., 1972). As fémeas ovipositam em média 700
ovos, que sao depositados na face abaxial das folhas e nos dois tercos superiores do
dossel das plantas (Jost, Pitre, 2002).

Sendo um inseto desfolhador, as injurias causadas nas plantas reduzem a taxa

fotossintética e, consequentemente a produtividade (Oliveira, 2014). O controle de C.
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includens é feito principalmente através de agroquimicos, o que aumenta muito o
custo de producéao, podendo ser prejudicial ao meio ambiente, incluindo a comunidade
de insetos predadores e parasitoides, que podem auxiliar também no controle da
praga (Sena et al., 2013; Borges, 2016; Alvarenga et al., 2017). Além disso, 0 uso
frequente e indiscriminado de agroquimicos pode selecionar populacdes de insetos
resistentes, como o0s casos ja registrados de resisténcia de C. includens aos
ingredientes ativos acefato, cipermetrina, deltametrina, fenvarelato, metomil, paration-
metil, permetrina e tiodicarbe (IRAC, 2020).

Devido a esses motivos, tém-se destacado o manejo integrado de pragas
utilizando o controle biolégico como alternativa ao uso exclusivo de inseticidas
quimicos para o controle de pragas agricolas (Kogan e Bajwa, 1999; Stenberg, 2017;
Baker et al., 2020). Os bioinseticidas a base de microrganismos, sobretudo bactérias,
fungos e virus sdo menos agressivos ao ser humano, ao meio ambiente, tem menor
pressao de selecao para resisténcia e também tem custo reduzido comparado aos
agroquimicos convencionais (Glare et al., 2012; Lacey et al., 2015; Moran-Diez e
Glare, 2016; Damalas e Koutroubas, 2018; Butu et al., 2020).

Dentre as bactérias, as aerdbias formadoras de esporos sdo excelentes
candidatas a agentes de controle bioldgico, principalmente espécies do género
Bacillus, que vém se destacando devido a capacidade de sintetizar toxinas ou
substancias inseticidas (Schinemann et al., 2014). Véarios estudos tém demonstrado
a eficiéncia desses microrganismos, com énfase na espécie Bacillus thuringiensis (Bt),
no controle de pragas, incluindo lepidépteros como Palpita quadristigmalis (Victoriano
et al., 2019), Plutella xylostella (Baragamaarachchi et al., 2019), Anticarsia gemmatalis
(Bel et al., 2017), Spodoptera frugiperda (Monnerat et al., 2007) e C. includens
(Rodrigues et al., 2018). O uso de formulagdes a base de Bt foi relatado por Rodrigues
et al. (2018) que observaram menor valor de CLso comparado aos quimicos
Indoxacarb e Teflubenzuron, sendo considerado mais efetivo no controle de C.
includens. A pulverizagdo de 350 mL ha' de um produto a base de B. thuringiensis
var. Kurkaki cepa HD-1 proporcionou uma redugédo de 96,2% da populacdo de C.
includens comparado a testemunha (6,70%) (Borges, 2016).

Substéancias inseticidas e toxinas com potencial uso no Manejo Integrado de
Pragas - MIP também sao comumente associadas aos Bacillus spp.. A
susceptibilidade, a resisténcia e o mecanismo de agéo das diferentes toxinas Bt sobre
insetos-praga tem sido extensivamente explorado (Rahman et al., 2007; Schiinemann
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et al., 2014; Bel et al., 2017; Mushtaq et al., 2017; Grizanova et al., 2019 e Konecka
et al., 2020). Sabe-se que o mecanismo de agao do B. thuringiensis no controle de
pragas, incluindo lepidépteros, pode variar e estd associado a presenga de esporo, ao
tipo de proteina expressa pela cepa e a ordem e/ou espécie do inseto alvo (Heimpel
e Angus, 1959; Graf, 2011; Cornforth et al., 2015; Chackroun et al., 2016).

Durante a fase de esporulacdo, o Bt sintetiza inclusées cristalinas proteicas
paraesporais, compostas por uma ou varias proteinas Cry, denominadas também de
0-endotoxinas ou Insecticidal Crystal Proteins (ICPs) (Bobrowski et al., 2003). Estas
toxinas sao ingeridas pelos insetos na forma de protoxina (~ 135 kDa) e séo
proteoliticamente convertidas em polipeptideos menores e ativos (~ 65 kDa),
resistentes a protedlise. Na forma ativa, os polipeptideos associam-se a receptores
especificos localizados na superficie das microvilosidades das células epiteliais do
intestino médio do inseto, atravessam a membrana e criam poros que proporcionam
o extravasamento do conteudo intestinal para a hemocele, reducao do pH do intestino
do inseto permitindo a entrada de agua e céations para o interior celular, provocando o
turgor e lise. O resultado deste processo € uma rapida interrupcéo da alimentagéo e
eventual morte do inseto (Copping e Menn, 2000; Bobrowski et al., 2003; Heckel,
2020). De acordo com Vachon et al. (2012) os eventos que resultam na formacao de
poros no intestino médio e que levam o inseto a morte sdo bem conhecidos, no entanto
0 que acontece anteriormente a formacao desses poros, apds a ligacdo da proteina
inseticida aos receptores ainda precisa ser mais elucidado. As diferentes classes de
proteases que atuam no intestino dos insetos em ambiente alcalino sdo essenciais
para a toxicidade das proteinas Cry e também sao responsaveis pela especificidade
(Aronson et al., 1991; Bobrowski et al., 2003; Hernandez-Martinez et al., 2013).

Uma maneira de se estudar os efeitos dos Bacillus sp. nos insetos alvos é,
inicialmente, avaliar a mortalidade dos insetos infectados e determinar a concentragao
letal, como CLso (concentragdao mediana letal), tanto em laboratério quanto em campo
(Mashtoly et al., 2009). Além disso, as avaliacoes das alteracbes nos parametros
bioldgicos durante o ciclo de vida dos insetos alvo, como longevidade, duracao dos
estagios larval e pupal, producao de ovos, entre outros fatores, sdo importantes para
o entendimento da acéo dos Bacillus spp. na fisiologia e recuperagéo das populacdes
de insetos, quando doses subletais s&o utilizadas. Efeitos subletais sdo definidos
como efeitos ndo letais do agente de controle que resultam em alteragées bioldgicas,

demogréficas, fisioldgicas e comportamentais nos individuos sobreviventes (Dexneus
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et al. 2007; De Franca et al. 2017). Estudos descreveram efeitos subletais com
bioinseticidas Bt ou toxinas Cry utilizados no controle de pragas na agricultura (Gujar
et al., 2001; Sedaratian et al., 2013; Fite et al., 2019; Rabelo et al., 2020).

Diante do exposto este estudo teve como objetivo verificar o potencial inseticida
de doze isolados de Bacillus spp. no controle de C. includens, verificar a CLso € seus
efeitos subletais no inseto. O efeito dessas cepas foi observado sobre a mortalidade,
o desenvolvimento larval e pupal, emergéncia em adultos e atividades de proteases
digestivas a fim de correlacionar os possiveis danos teciduais provocados pelas

bactérias no desenvolvimento do inseto.
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2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Pesquisa da Empresa
Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola, localizado em Patos de Minas e no Laboratoério
de Pesquisa em Bioquimica e Genética Molecular de Plantas da Universidade Federal
de Vigosa — Campus Rio Paranaiba, Minas Gerais, Brasil. As cepas de Bacillus spp.
foram gentiimente cedidas pelo Dr. Walter Vieira da Cunha responsavel pelo
laboratério GENEB (Genética e Biotecnologia — UNIPAM). Foram selecionadas 12
cepas de Bacillus spp. do acervo e uma cepa padrdo usada como controle positivo
(Isolado S1450 — estirpe HD-1 de B. thuringiensis subsp. Kurstaki) proveniente do
Laboratério de Bactérias para Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Esses isolados foram pré-selecionados levando em consideracdo a
toxicidade apresentada contra S. frugiperda em bioensaios seletivos realizados no
laboratério GENEB.

2.1. Microrganismos

Para verificar a pureza dos isolados, as bactérias foram descongeladas a
temperatura ambiente, em seguida transferidas para o meio agar nutriente (AN) e
mantidas em estufa do tipo BOD a 30 °C por 72 h. A pureza da cultura foi avaliada por
meio da morfologia da colénia apos 24, 48 e 72 h de incubacéo, sendo consideradas
puras as coldénias com morfologia semelhante. Os meios contendo as colbnias
bacterianas foram analisadas em estereomicroscopio e aqueles que apresentaram
mais de um morfotipo foram submetidos ao isolamento através da técnica de
estriamento e mantidos em estufa do tipo BOD a 30 °C por 72 h.

Em seguida, uma unidade formadora de colénia (UFC) de cada isolado foi
transferida para 40 mL de meio de cultura padronizado para Bacillus spp. (NOOA) e
mantida a 28 ° C por 72 h, sob agitacao continua de 200 rpm. Posteriormente, foram
verificados pureza, crescimento, esporulacdo e presenca de cristais através de
microscopia.

Para a quantificagdo do nimero de UFC mL" foi realizada diluicio seriada (10
' a 10 para cada colonia bacteriana, utilizando solugdo de NaCl 0,85 % como
diluente. Posteriormente, 100 uL de cada diluigédo foi transferida para o meio AN sélido
através da técnica de espalhamento e as culturas foram incubadas em estufa BOD a
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30°C. A contagem do numero de UFC foi realizada ap6s 24 e 48 h de crescimento,
segundo metodologia adaptada com base no MAPA-IN30 (2010).

2.2. Insetos

Ovos de C. includens foram adquiridos da empresa Promip e apés o
recebimento, foram mantidos em sala climatizada a temperatura de 24 + 2 °C,
umidade relativa de 70 £ 10 % e fotoperiodo de 12 h até a eclosao. As lagartas de C.
includens até o segundo instar foram mantidas em dieta artificial, conforme descrito

por Grenne et al. (1976) com modificagoes (Tabela 1).

Tabela 1. Componentes de dieta artificial para alimentacao de Chrysodeixis includens.

Componentes autoclavaveis Quantidades ajustadas para 638,4 g de
dieta

Feijao-branco 3759

Gérmen de trigo 30,09

Proteina de soja 15,0 ¢

Caseina 15,0 ¢

Levedo de cerveja 18,75 ¢

Agar 11,59

Agua deionizada 500,0 mL

Componentes ndo-autoclavaveis Quantidades ajustadas para 638,4 g de
dieta

Acido ascérbico 18¢

Acido sérbico 09¢g

Metil parahidroxibenzoato (Nipagin) 159

Formaldeido 37% 1,8 mL

Solucao vitaminica* 4,5 mL

*Componentes solucdo vitaminica: 0,02 mg de biotina, 0,25 mg de piridoxina, 0,5 mg
de riboflavina, 1,0 mg de niacinamida, 20,0 mg de inositol, 0,25 mg de acido fdlico,
0,25 mg de tiamina, 1,0 mg de pantotenato de calcio, 0,002 mg de vitamina B12 e
1000 mL de agua ultrapura.

2.3. Bioensaio seletivo de toxicidade das cepas de Bacillus spp. a Chrysodeixis
includens
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A toxicidade dos doze isolados de Bacillus spp. as lagartas de 2° instar de C.
includens foi analisada através da técnica de tratamento superficial de dieta artificial
modificada (com auséncia de formaldeido e acido sérbico). Foram utilizados copos
plasticos com tampa (cada pote com area total de 12,56 cm? Galvanotec) e aplicado
na superficie da dieta 160 uL da suspensdo de Bacillus spp. contendo esporos e
cristais na concentracao total de UFC de cada uma das cepas selecionadas. Foram
transferidas 10 lagartas de segundo instar para cada pote. Como controle negativo foi
utilizada dieta sem acréscimo da suspensao bacteriana e no controle positivo usada
a suspensao da cepa S1450 também na concentracéao total. Os potes foram fechados
e mantidos em sala climatizada a temperatura de 24 * 2 °C, umidade relativa de 70
10 % e fotoperiodo de 12 h. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeticbes, cada uma contendo dez lagartas de 2° instar,
totalizando 30 lagartas por tratamento. O experimento foi realizado 3 vezes.

A primeira avaliacdo da mortalidade foi realizada 48 h apds a exposi¢cao dos
insetos a dieta e foi considerada morta a lagarta que ndo apresentou movimentos
coordenados quando tocada com auxilio de um pincel de cerdas macias (Nunes et al.,
2019). As lagartas sobreviventes foram transferidas para potes plasticos contendo
dieta artificial sem a adicao da suspensao bacteriana. No sétimo dia ap6s o inicio do

bioensaio foi realizada a segunda e ultima avaliacdo de mortalidade.

2.4. Bioensaio de producgao de B-exotoxinas pelas estirpes

O(s) isolado(s) que provocaram 100 % de mortalidade no bioensaio seletivo
foram submetidos a analise de produgdo de [(-exotoxinas, de forma semelhante a
metodologia descrita no item 2.3. A bactéria foi cultivada separadamente nas
condigdes:
1. Meio Luria Bertani com sais (Pinheiro e Valicente, 2013), autoclavado por
20 min. a 121 °C e filtrado em membrana de 0,22 ym (Tratamento LB nao
centrifugado).
2. Meio LB com sais (Pinheiro e Valicente, 2013), centrifugado a 10.000 rpm
por 10 min, o sobrenadante autoclavado por 20 min. a 121 °C e filtrado em
membrana de 0,22 ym (Tratamento LB centrifugado).
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3. Meio Bt centrifugado a 10.000 rpm por 10 min, o sobrenadante autoclavado
por 20 min. a 121 °C e filtrado em membrana de 0,22 ym (Tratamento Bt
centrifugado).

Apds o preparo 160 pL de cada suspensao foi aplicado na superficie da dieta.

Um tratamento controle, constituido apenas de dieta artificial, também foi realizado. A
avaliacao da mortalidade larval foi realizada 48 h e 7 dias apds a exposicao dos
insetos a dieta com os tratamentos e foi considerada morta a larva que nao apresentou
movimentos coordenados quando tocada com auxilio de um pincel fino. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticées, cada
uma com dez lagartas de 2° instar, totalizando 30 lagartas por tratamento. O

experimento foi realizado 3 vezes.

2.5. Bioensaio de CLso e efeitos subletais

A determinacao da concentragéo letal média (CLso) foi realizada apenas com
os isolados bacterianos S1450 — cepa referéncia (controle positivo) e GB10, que
acarretaram 100 % de mortalidade das lagartas de C. includens no bioensaio seletivo.
Diluicao seriada e contagem de UFC foram realizadas para determinar a concentracao
bacteriana. Dez lagartas de segundo instar foram transferidas para pote plastico de
50 mL com tampa contendo dieta com diferentes concentragdes bacterianas (10! a
109 UFC mL™"). Foi aplicado na superficie da dieta, 160 uL de cada uma das 10
diluicbes de cada cepa, e como controle negativo foi utilizado dieta sem acréscimo de
suspensao bacteriana. A avaliacdo da mortalidade larval foi realizada com 48 h e 7
dias apoés instalagcdo dos bioensaios. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeticbes, cada uma contendo dez lagartas de 2° instar,
totalizando 30 lagartas por tratamento. O experimento foi realizado 3 vezes.

Afim de verificar os efeitos de doses subletais, apds 48 h de exposi¢ao as
bactérias, as lagartas sobreviventes de cada tratamento foram individualizadas e
transferidas para potes com dieta artificial sem solucdo bacteriana que foi oferecida
ad libitum. A cada trés dias a dieta foi substituida e os parametros bioldgicos dos
insetos foram avaliados diariamente até a emergéncia dos adultos. Os parametros
bioldgicos avaliados na fase larval foram duracao da fase e peso de lagartas aos 10
dias. Apos o término do ciclo larval, as pupas de cada tratamento foram separadas e
transferidas para potes plasticos limpos de 100 mL, o peso das pupas apos 24 h e
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duracao da fase pupal foram determinados. Também foi contabilizada a porcentagem
de emergéncia de adultos. A determinagdo da porcentagem de emergéncia em
adultos foi feita pela razao entre o numero de adultos obtidos pelo numero de pupas
multiplicado por 100.

2.6. Teor de proteinas e atividade de proteases do intestino de larvas de
Chrysodeixis includens

Foram coletados 0,5 g de intestinos de lagartas de quinto instar alimentadas
durante o segundo instar por 48 h com dieta artificial sem adicdo de bactéria (controle
negativo) e contendo dose subletal das cepas S1450 (controle positivo) e GB10. Os
intestinos foram transferidos para microtubos contendo 1 mL de solugdo HCI 103 M e
mantidos a -20 °C até o momento das analises. O extrato enzimético foi obtido por
macerag¢ao em cadinho a 4 °C, centrifugado por 5 min. a 12.000 rpm e mantido em
gelo até o final das analises.

A concentracao de proteinas foi determinada segundo o0 método proposto por
Bradford (1976), utilizando como padrao albumina sérica bovina (BSA) nas
concentragdes 0 a 0,2 mg mL'. A atividade amidésica de serino protease foi
determinada utilizando N-a-Benzoyl-D, L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride (L-
BApNA) como substrato na concentragéo final de 0,5 mM em tampé&o Tris-HCI 0,1 M
(pH 8,2, 25 °C), contendo 20 mM de CaClz e dimetilformamida (DMF v/v) (Erlanger et
al., 1961). A atividade de cisteino protease foi determinada conforme descrito para a
atividade amidasica com adicdo de inibidor de serino protease, benzamidina na
concentracdo 1,0 mM. A atividade de protease total foi realizada usando como
substrato a azocaseina a 2 % (m/v). O tempo de incubagéo do substrato com a enzima
foi de 30 min, o qual foi interrompido por adicdo de acido tricloroacético 10 % (m/v).
Apoés a interrupgao, as amostras foram centrifugadas por 5 min. a 8000 rpm para
remocdo da proteina precipitada. Solucdo de NaOH 0,1 M foi adicionado ao
sobrenadante e a atividade enzimatica determinada pela leitura 440 nm em
espectofotdbmetro segundo Kunitz (1947), modificado por Oliveira et al. (1993).

2.7. Analises estatisticas
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Considerando que a variavel mortalidade € obtida por meio de contagem e néo
atendeu os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias, foi utilizado
o modelo linear generalizado (MLG) de Poisson. Apos o ajuste do modelo, realizou-
se o teste Tukey (a = 0,05) para comparar as médias dos tratamentos, utilizando o
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2008).

Os resultados dos bioensaios de concentragdo-letalidade (CLso) foram
submetidos a analise de Probit pelo programa Polo Plus 1.0 (p < 0,05) (LeOra
Software, 2008).

Dados de dose resposta (mortalidade e peso larval) foram submetidos a analise
de regressao utilizando o programa Sigma Plot. As atividades enzimaticas foram
submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste de Tukey utilizando o
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2008).
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3. RESULTADOS

3.1. Isolado GB10 nao produtor de B-exotoxinas acarretou 100 % de mortalidade
de lagartas de Chrysodeixis includens

A mortalidade de C. includens, submetidas a diferentes cepas bacterianas,
variou de 3 a 100%. Pela anélise de MLG de Poisson e teste de Tukey (a = 0,05) é
possivel observar a porcentagem de insetos mortos e a diferenca estatistica entre os
tratamentos (Figura 1A). Apenas o isolado GB10 na concentragéo total, dentre os
doze testados, foi o Unico que ocasionou 100 % de mortalidade das lagartas de 2°
instar, semelhantemente a cepa referéncia S1450, usada como controle positivo
(Figura 1B).
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Figura 1- Mortalidade de lagartas de segundo instar de Chrysodeixis includens
submetidas a dieta artificial com diferentes isolados bacterianos. A) Comparacao das
médias porcentuais de mortalidade entre os tratamentos. B) Fotos das lagartas dos
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tratamentos sem adicdo de suspencao bacteriana (controle -), com adicdo da
suspensao da cepa referéncia S1450 (controle +) e com adi¢cdo da suspensao de
GB10 (GB10). C-: controle negativo. C+: controle positivo (cepa S1450). Barras com

indicam diferenca estatistica significativa comparado aos demais tratamentos,
segundo analise MLG e teste Tukey (o= 0,05).

Devido ao seu potencial inseticida, o isolado GB10 foi analisado quanto a
capacidade de produzir B-exotoxinas. Lagartas foram alimentadas com dietas
acrescentadas superficialmente com meios distintos, segundo os tratamentos
descritos no item 2.4. A porcentagem média de mortalidade larval de insetos
submetidos a esses tratamentos esta apresentada na tabela 2. Por esse ensaio pode-
se observar que a mortalidade média variou entre 2,33 a 5,66 %, indicando que GB10
nao é capaz de produzir B-exotoxinas. Com base nos resultados de mortalidade e da
produgdo de [-exotoxinas, o isolado GB10 foi selecionado para as analises
subsequentes.

Tabela 2- Mortalidade larval de Chrysodeixis includens submetidas a dieta artificial

com GB10 cultivado em diferentes meios, para avaliacdo da atividade de -exotoxina.

Tratamentos Mortalidade larval (%)
Controle negativo (-) 4,333 £7,50
GB10 em meio LB acrescido de sais nao- 2,333 £4,04
centrifugado

GB10 em meio LB acrescido de sais centrifugado 2,666 + 4,04
GB10 em meio BT centrifugado 5,333 £ 4,04

3.2. Oisolado GB10 apresentou uma CLso menor do que a cepa referéncia e nao
causou alteracoes significativas nos parametros de desenvolvimento de
Chrysodeixis includens

Valores da ClLso determinados (Tabela 3) sugerem que a cepa GB10
apresentou atividade inseticida melhor contra lagartas de C. includens do que a cepa
referéncia S1450. Concentracdes 3 a 4 vezes menores de GB10 s&o necessarias para
causar a mortalidade de 50 % dos insetos, quando comparada a cepa S1450.
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Tabela 3- Concentracao letal média (CLso) e intervalos de confianca (IC 95%) de
S1450 (controle +) e GB10 contra lagartas de segundo instar de Chrysodeixis
includens (obtida na anélise Probit.

Tratamentos CLso (UFC mL™) IC (95%)

Controle + 4,8 x 108 5,7x107-6,7 x 10°
Controle + 7,9 x 107 2,3x104-1,8x 10"
GB10 6,7 x 104 1,3x10%-4,6 x 10’
GB10 4,2 x 104 9,0x10%-2,6 x 107

Diluigdes até 10 UFC mL' de S1450 (controle +) e GB10 provocaram de 74 a
100% e 71 a 100% de mortalidade, respectivamente (Figura 2). Dessa forma, os
efeitos subletais foram analisados acompanhando-se a biologia de C. includens
sobreviventes, submetidas aos tratamentos das diluicbes 10 a 101 dos isolados
bacterianos até a emergéncia dos adultos. Pela analise de regresséo foi possivel
observar que as lagartas submetidas aos tratamentos com as bactérias apresentaram
um menor peso comparado ao controle negativo (dieta sem adicdo de bactérias)
(Figura 2).
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Figura 2- Mortalidade (A) e peso larval (B) de Chrysodeixis includens submetidas a

diferentes concentracdes de S1450 (Controle +) e GB10.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos no parametro emergéncia em
adultos (Tabela 4). No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas nos
demais parametros biolégicos avaliados (Tabela 4). O tempo médio de duracdo do
ciclo larval e pupal de todos os tratamentos foi de 22,223 + 0,10 e 7,91 £ 0,15 dias
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respectivamente. Enquanto, o peso médio pupal foi de 0,230g £ 0,01 nos trés

tratamentos avaliados.
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Tabela 4- Parametros biol6gicos de Chrysodeixis includens submetidas a diferentes

concentracdes das suspensdes de S1450 e GB10

Tratamentos Parametros
Peso Duracéao Peso Duracéao Emergéncia
larval (g) faselarval pupal (g) fase pupal em adultos
(dias) (dias) (%)

Controle - 0,04+0,01 22,21+0,13 0,21+0,00 7,9410,15 75,1318,77b
S1450 (104) 0,02+0,00 22,33+0,88 0,25+0,02 8,00+0,88 100,00+0,00a
S1450 (10°) 0,02+0,00 22,04+0,78 0,25+0,01 8,08+0,61  73,21+11,70b
S1450 (10%) 0,01+0,00 21,66+1,15 0,25+0,01 8,33+0,28 69,44+4,81b
S1450 (107) 0,02+0,00 21,79+0,32 0,23+0,00 7,80+0,17 74,81+7,14b
S1450 (10®) 0,0240,00 22,26+0,55 0,23+0,01 7,97+0,67 85,00+13,22ab
S1450 (10°) 0,01+0,00 22,35+0,77 0,23+0,01 8,40+0,24 96,6615,77a
S1450 (10- 0,02+0,00 22,34+0,28 0,24+0,00 7,78+0,60 75,16£2,52b
10)
GB10(104)  0,01+0,00 23,13+0,95 0,24+0,00 7,76+0,30  100,00+0,00a
GB10(10°) 0,02+0,00 22,48+0,61 0,24+0,00 7,78+0,44  100,00+0,00a
GB10(10%)  0,02+0,00 22,00+0,49 0,23%#0,02 7,77+0,54 87,40%3,57ab
GB10(107)  0,02+0,00 22,06+0,39 0,22+0,00 7,59+1,24 88,61+2,67ab
GB10(10®)  0,02+0,00 22,56+0,75 0,23+0,01 7,84+0,33  88,33%4,40ab
GB10(10°  0,02+0,00 22,34+0,25 0,23+0,01 7,69%0,54 86,46+13,63ab
GB10(10'% 0,02+0,00 21,61+0,10 0,23+0,01 7,74+0,75 80,83+6,29ab
CV (%) 37,22 3,07 6,72 7,73 8,38

Médias = DP apresentadas pelos tratamentos nos parametros peso de lagartas aos

10 dias, duragéo da fase larval, peso das pupas apés 24 h, duracdo da fase pupa e

emergéncia de adultos. Controle -: tratamento sem adicdo de suspensao bacteriana.

Diluicbes seriadas das suspensdes das cepas referéncia S1450 e GB10. Médias

seguidas por letras diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes pelo

teste de tukey a 5 % de probabilidade. CV (%): coeficiente de variacéo.

3.3. O isolado GB10 reduz as atividades proteoliticas do intestino de C.

includens
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Insetos de 5° instar alimentados durante 48 h, com dieta adicionadas com as
bactérias S1450 e GB10 apresentaram reducéao significativa nas atividades de serino

protease, cisteino protease e proteases totais, comparadas ao controle (Figura 4).
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Figura 3- Atividades enzimaticas do intestino de lagartas de 5° instar de C. includens.
C-: controle negativo. C+: controle positivo (cepa S1450). As barras representam as
médias de trés repeticbes. Barras com letras diferentes apresentaram diferenga
significativa (P < 0,001) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4. DISCUSSAO

Dentre as doze cepas de Bacillus spp. avaliadas, somente a cepa GB10 mostrou-
se eficaz no controle C. includens, acarretando 100 % mortalidade de lagartas de 2°
instar. Resultados semelhantes, utilizando cepas de B. thuringiensis, foram reportados
em estudos realizados com outras lagartas desfolhadoras entre elas A. gemmatalis
(Castro et al. 2019), e Euprosterna elaeasa (Plata-Rueda et al., 2020). Victoriano et
al. (2019) analisando em laboratério o efeito de trés concentragdes de B. thuringiensis
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(1,0, 2,5 e 5,0 g/L) em larvas de P. quadristigmalis, verificaram que a mortalidade
aumentou em resposta ao aumento das concentragdes de Bt, variando de 65 a 97,5%.

Como no bioensaio seletivo apenas o isolado GB10 provocou mortalidade larval
acima de 80 %, este foi selecionado para os ensaios subsequentes. Quando as
médias de CLso foram comparadas, observou-se que a cepa GB10 apresentou menor
valor CLso contra lagartas de C. includens em comparacao a cepa S1450, utilizada
como referéncia de toxicidade contra lepidopteros. Essa diferenca pode estar
relacionada a variagdo da quantidade de esporos contendo cristal secretados no meio
de cultivo ou ainda devido aos componentes do meio, que podem potencializar ou
reduzir o efeito de determinados isolados. Além disso, os isolados GB10 e S1450
provavelmente expressam toxinas distintas e as do isolado GB10 possivelmente
apresentam maior toxicidade para C. includens. Consequentemente, estudos de
caracterizacao dos genes codificadores de toxinas presentes nesses Bacillus é crucial
para elucidar as diferencas nos mecanismos de acao dessas estirpes. Outra questao
interessante que deve ser considerada é o estudo que correlacione a composi¢céao de
meios de cultura para desenvolvimento de Bacillus sp. e a eficiéncia no controle de
larvas de C. includens. Essas respostas sdo necessarias para 0 avango no
desenvolvimento de bioprodutos a base de S1450 e GB10.

Ornelas-Pérez et al. (2016) comparando a toxidez de cepas nativas (GM-1B-90,
GM-IB-92, GM-1B-94, GM-1B-96 E GM-IB-98) e cepas referéncia (GM-7, I1B-7, IB-62 E
HD-1) contra Trichoplusia ni, Spodoptera exigua e Helicoverpa zea constataram que
das cinco cepas nativas testadas, a GM-IB-92 apresentou CLso significativamente
menor contra T. niem comparagao a cepa referéncia, HD-1.

A maioria dos estudos toxicoldgicos focam na sobrevivéncia e mortalidade dos
insetos. No entanto, tem-se aumentado a preocupagdo em compreender os efeitos
subletais provocados pelo agente utilizado no biocontrole. Os resultados de doses
subletais de Bacillus spp. na biologia de C. includens é pouco reportado, e os efeitos
podem ser altamente variaveis devido a variabilidade genética das cepas e a polifagia
desse inseto. Neste trabalho ndo foram constatados efeitos significativos de subdoses
na duracdo da fase larval, peso das pupas e duracdo da fase pupa. No entanto,
analises de regressao sugerem que lagartas que consumiram dieta artificial
adicionada de Bacillus spp. apresentaram menor peso e maior mortalidade
comparada as lagartas do tratamento controle. A diminuicdo do peso larval e das
atividades de serino proteases, cisteino proteases e proteases totais provocadas por
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concentragdes subletais dos Bacillus spp. provavelmente € atribuida aos danos
teciduais decorrentes da acao de toxinas ativas que sdo responsaveis pela criacdo de
poros e extravasamento do conteudo intestinal.

Nesse estudo verificou-se uma diminui¢ao significativa das atividades de serino
proteases, cisteino proteases e proteases totais no intestino de lagartas de C.
includens alimentadas com dieta adicionada com GB10 e S1450. Esses resultados
provavelmente estdo associados aos danos causados por esses Bacillus as células
epiteliais do intestino. O trato gastrointestinal de lepiddpteras € o principal sitio de
producédo de enzimas, em particular de serino e cisteino proteases (Chavéz, 2016).
Fathipour et al. (2019) observaram que as atividades de proteases totais do intestino
de H. armigera foram significativamente afetadas por doses subletais de B.
thuringiensis subsp. kurstakide modo que o aumento da concentragao de Btk diminuiu
a atividade enzimatica. Do mesmo modo, Mendonga et al. (2011), constataram
diferentes picos de atividade de cisteino proteases em intestino médio da A.
gemmatalis. O comprometimento das atividades proteoliticas afeta diretamente o
desenvolvimento do inseto e provavelmente esta associado a diminui¢do do ganho de
biomassa em lagartas de C. includens submetidas ao tratamento com os Bacillus spp..

5. CONCLUSOES

O isolado GB10 possui potencial inseticida para controle de C. includens.
A cepa GB10 diminuiu as atividades de serino protease, cisteino protease e
proteases totais no intestino de C. includens.
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APENDICE A - Consideracdes finais

Embora apresentem semelhanc¢as na morfologia do cristal proteico, os isolados

GB10 e S1450 podem expressar diferentes toxinas. Assim, a caracterizagao molecular

das principais toxinas presentes em GB10 e as analises microscépicas que reforcem

o efeito dessas toxinas sobre as células das microvilosidades intestinais sao
essenciais para complementar o estudo.

O isolado GB10 para ser usado no desenvolvimento de produtos de biocontrole,

deve ter sua eficacia confirmada através de outros estudos em laboratério e em campo

com diferentes plantas hospedeiras de C. includens.
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ANEXO A - Mortalidade de lagartas de segundo instar de Chrysodeixis
includens submetidas a diluicoes 10-1 a 10-4 de S1450 (Controle +) e GB10.

Controle +

GB10
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ANEXO B - - Microscopia de isolados GB10 e S1450 respectivamente apos 72

horas de agitacao a 200 rpm 282C
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ANEXO C - Curva padrao do ensaio da concentracao de proteinas pelo método
de Bradford (1976)
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