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RESUMO -.0 presente trabalho avaliou o potencial inseticida do isolado bacteriano
Lysinibacillus sphaericus (MSF4), oriundo de solo, sobre a lagarta Spodoptera cosmioides,
uma praga agricola significativa. Foram testados quatro tratamentos com o isolado MSF4,
incluindo aplicacao direta e imersdao de dieta. Os insetos tratados foram mantidos em
condigbes controladas, e a mortalidade foi monitorada ao longo de 96 horas. N&o foi
observada acgéao inseticida nos tratamentos, sugerindo que o tempo de cultivo utilizado pode
nao ter sido suficiente para a producao de toxinas efetivas. Outros métodos de cultivo e
condigbes de indugao de esporulagéo sao recomendados para futuras investigagées.

Palavras-chave: Lysinibacillus sphaericus, controle biolégico, Spodoptera cosmioides,
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INTRODUGAO

O Lysinibacillus € um género de bactérias que tem sido estudado como agente de
controle biolégico, especialmente no combate de mosquitos e pragas agricolas. E uma
bactéria Gram-positiva, aerébica e formadora de esporos, com ampla distribuicao geogréfica,
podendo ser encontrada em solos e ambientes aquaticos (Davidson, 1984). Durante o
processo de esporulacéo, essa bactéria produz cristais proteicos que contém toxinas letais
para larvas de algumas espécies de mosquitos, sendo, por isso, classificada como um
entomopatdégeno (Mittal, 2003).

O uso de Lysinibacillus no controle bioldgico € interessante porque, ao contrario de
pesticidas quimicos, ele pode ser uma alternativa mais sustentavel e menos agressiva ao
meio ambiente. As toxinas produzidas por esse género bacteriano agem de forma bastante
especifica, atacando principalmente pragas-alvo, com baixo risco para outros organismos,
incluindo humanos, animais domésticos e plantas. Essa especificidade ¢ um dos grandes
atrativos de sua utilizacdo em praticas agricolas e de saude publica (Berry, 2012).

Em termos de aplicacdo, a espécie Lysinibacillus sphaericus é amplamente utilizada
no controle de mosquitos, incluindo espécies do género Culex e Anopheles, que sao vetores
de doencgas como a malaria. A bactéria é aplicada em reservatérios de agua ou em areas de
reproducdo dos mosquitos, onde libera toxinas que atacam as larvas (Lozano, 2013). Além
do controle de vetores, estudos estdo em andamento para expandir o uso de Lysinibacillus
contra outras pragas agricolas.

Diante da eficacia demonstrada pela bactéria no controle de diferentes pragas, este
estudo teve como principal objetivo avaliar o potencial de Lysinibacillus como agente de
controle bioldgico especifico para Spodoptera cosmioides.
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MATERIAL E METODOS

O isolado MSF4, proveniente de solo, recentemente identificado como (Lysinibacillus
sphaericus — MSF4), foi cultivado em meio TSB (Tryptic Soy Broth) por 72 h a 35 °C, estatico.
Para a avaliacao inseticida da suspensao bacteriana no Spodoptera cosmioides, a suspensao
obtida foi utilizada em 4 tipos de tratamentos: 1. Aplicacdo de 1 mL da suspensdo pura
diretamente nos insetos; 2. Imersdo da dieta na suspensdo pura por 2 segundos; 3.
Centrifugacédo a 10000 rpm por 5 mim da suspensao bacteriana, seguida pela esterilizagao
por filtracdo em membranas de nylon de 0,22 um de poro (Filtrilo) e aplicagdo de 1 mL
diretamente nos insetos; 4. Imersao da dieta no material esterilizado por 2 segundos. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualisado com 5 insetos por placa
de 90 cm, previamente esterilizadas contendo papel filtro no fundoe um pedago de 2cm? de
dieta adaptada por Parra e Mihsfeldt (1992) com 6 repetigdes para cada tratamento. Também
foram feitos controles do meio TSB e da agua. As placas com os insetos submetidos aos
tratamentos foram mantidas em camara climatica com fotoperiodo 12h/12h escuro/claro a 25
°C e 50 % de umidade, com avaliagao de insetos vivos e mortos apos 12h, 24h, 48h, 72h e
96h._A avaliagao da mortalidade das lagartas foi realizada visualmente, por meio de inspecéao
direta, observando-se sinais evidentes de auséncia de movimento ou resposta a estimulos.
Cada lagarta foi cuidadosamente manuseada utilizando uma pinga esterilizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos periodos analisados ndo foi observada a acgio inseticida dos tratamentos
realizados com o isolado MSF4 (Figura 1). Os resultados apresentados representam parte de
uma triagem de metodologias e isolados bacterianos com potencial inseticida. Possivelmente
o tempo de cultivo de 72 h nas condigdes descritas nao foi suficiente para a producao de
toxinas de acgéao inseticidas, ja identificadas em L. sphaericus, as quais podem ser produzidas
em diferentes fases do desenvolvimento da bactéria (vegetativa ou de esporulagéo) e por
diferentes cepas (Berry, 2012). Na esporulagdo, toxinas como a binaria e a Cry sao
produzidas, seus cristais proteicos contém protoxinas, cujo mecanismo de agdo ocorre
através de ligagdo a receptores especificos localizados no epitélio intestinal de insetos,
semelhante ao Bacillus thuringensis (Bravo et al., 2011), possivelmente a esporulagdo das
células no cultivo realizado ndo ocorreu. Estratégias como choque térmico, maiores tempos
de cultivo podem estimular mais eficientemente a esporulagao do isolado utilizado (Lecadet;
Blondel; Ribier, 1980).
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Figura 1. Spodoptera cosmioides antes do tratamento (a) e apds o tratamento (b).

Além disso, a avaliagao de metabdlitos livre de células foi realizada pela possibilidade
da existéncia de toxinas como Mtx e Sphaericolisina produzidas durante a fase vegetativa do
crescimento, sendo a Sphaericolisina, citolisina dependente de colesterol, identificada por
Nishiwaki et al. (2007) por matar baratas e lagartas-cortadeiras Spodoptera litura.
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Esses tipos de toxinas, principalmente a Mtx podem sofrer degradacao por proteases
durante o crescimento no meio de cultura para esporulacao, subsequente a fase vegetativa
de crescimento, fazendo com que elas sejam instaveis e tenham baixa atividade téxica. O que
indica que para a agdo dessa toxina requer estratégias como acrescentar inibidores de
proteases no cultivo, o que nao foi realizado neste estudo, evidenciando que mesmo nao
observando agao inseticida nos insetos utilizados ainda a cepa isolada de solo apresenta
potencial para maiores explora¢des entomopatogénicas (Wei; Cai; Yuan, 2006; Wirth et al.,
2007).

CONCLUSOES

Nao foi observada acao inseticida dos tratamentos realizados com o isolado MSF4. No
entanto, outras metodologias de produgdo da bactéria devem ser avaliadas, na tentativa de
induzir a producgéo de toxinas pela cepa de L. sphaericus isolado MSF4.
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