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INTRODUCAO

O controle biologico de pragas ¢ considerado como o uso de organismos vivos para
manter a populagdo de determinada praga em equilibrio no agrossistema, de modo a ndo
ocasionar danos econdomicos ao produtor. Os bioinseticidas sdo uma alternativa ecoldgica e
sustentavel, contribuindo para se manter o equilibrio do ecossistema. Os agentes do controle
biologico ja representam mais de 2% do mercado de inseticidas do mundo.

A principal praga do milho Spodoptera frugiperda pertence a ordem Lepidoptera e a familia
Noctuidae. E responsavel pelo ataque de mais de 60 culturas, podendo-se citar entre elas a cultura
do milho, sorgo, arroz e pastagem. Trata-se de uma espécie de origem tropical-subtropical do
hemisfério Oeste, abrangendo a maior parte do continente americano.

O controle biologico da S. frugiperda ¢é feito comumente utilizando a bactéria Bacillus
thuringiensis (Bf), que é uma bactéria gram positiva, encontrada no solo, dgua e insetos mortos.
Durante o processo de esporulagdo produz um cristal protéico que ¢ toxico para insetos. As
proteinas (0 endotoxinas) que formam estes cristais somam entre 20 a 30% da proteina total da
bactéria na fase de esporulagao.

O Bt pode ser cultivado em meio so6lido, liquido e semi-s6lido. O uso comercial de meios
alternativos como fonte de nutriente para o crescimento desta bactéria, pode ser uma forma
econdmica para a produ¢do de biopesticida para o controle da lagarta do cartucho do milho.

O objetivo deste trabalho foi testar meio comercial de laboratério (LB) e meios
alternativos agricolas (glicose, farelo de soja e chorume suino) como fonte de nutrientes para a
producdo de biopesticida a base de Bacillus thuringiensis, com o objetivo de controlar a lagarta
do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda.

MATERIAL E METODOS

Os meios de cultura liquidos foram preparados, autoclavados e inoculados com cepas de Bt 344
(B. thuringiensis tolworthi) pertecente ao banco de Bt da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.
A cultura semente foi produzida em frascos sob agitacao constante, a 200rpm, por 96 horas a 30 °C . O



pH de cada meio de cultura foi acertado com para 7.5. O meio 1 foi composto por: Luria Bertani (LB),
sais (FeSO4, ZnSO4, MnSO4, MgS0y), e 2g de glicose; meio 2 foi composto por 18g de glicose, 6g de
farelo de soja mais sais; ¢ o0 meio 3 por chorume suino(esterco liquido) a 4%. O pH foi medido a
intervalos regulares (08:00, 11:00 e 15:00), a cada 24 horas, com a retirada de amostras de 30 mL de
cada meio, por medigdo. A cada 24 horas, foi retirada uma aliquota de 1 mL de cada meio de cultura e
incubada a 65 °C por 15 minutos. Posteriormente, retirou-se 100 uL de cada amostra e passou para um
microtubo com 900 pL. A dilui¢do seriada deste material foi realizada até se obter a concentragdo 10
esporos/mL.

Placas de Petri foram preparadas com meio LB s6lido e foram semeadas com 100 pL de cada
dilui¢do preparada dos 3 meios. Apds um periodo de 24 horas de incubagdo das placas semeadas,
contaram-se 0s esporos viaveis, representados em c.f.u/mL. Diariamente, retirou-se 100mL de cada um
dos meios e centrifugou-se esta amostra em 10.000rpm por 15 minutos. A massa celular produzida,
representada em g/L, foi obtida ap6s a liofilizagdo do material centrifugado. Retirava-se também 1mL
para a contagem dos esporos, expressos em esporos/mL, na camara de Newbauer.

O bioensaio para a verificagdo da patogenicidade de cada meio foi realizado apo6s o periodo de
96 horas de incubacdo dos meios de cultura. Foram inoculados 170 pL das concentracdes (106, 10" ¢
10® esporos/mL) de cada meio em aproximadamente 1,7g de dieta artificial e fornecidos a lagartas
sadias de 1° instar. No grupo controle, as dietas artificiais foram molhadas com 170uL de agua
destilada esterelizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores do pH medido nos intervalos regulares determinados (08:00, 11:00 ¢ 15:00) do meio
1 demonstrou uma tendéncia a basicidade (Tabela 1). A partir do tempo de 24 horas de incubacao,

obteve-se valores do pH do meio 1 acima de 8.0.

Tabela 1: Medicdo do pH do Meio 1 (LB , sais e glicose) durante os intervalos regulares
(08:00,11:00,15:00), a cada 24 horas.

Tempo Intervalos
08:00 11:00 15:00
%) 7.52 8.65 6.44
24 Horas 8.74 7.78 8.97
48 Horas 8.18 9.09 9.48
72 Horas 8.65 8.68 8.43
96 Horas 8.23 8.30 8.36

Os valores do pH do meio 2 demonstrou que este meio, ao contrario do observado no meio 1,
apresentou uma tendéncia a acidificagdo (Tabela 2). A partir do intervalo de 15:00 do tempo de 24
horas de incubagao, obteve-se valores do pH do meio 1 abaixo de 5.0.



Tabela 2: Medi¢dao do pH do Meio 2 (glicose, farelo de soja e sais) durante os intervalos regulares
(08:00,11:00,15:00), a cada 24 horas.

Tempo Intervalos
08:00 11:00 15:00
%) 6.68 6.73 7.43
24 Horas 5.54 6.78 431
48 Horas 4.16 4.06 4.20
72 Horas 4.30 4.11 4.20
96 Horas 3.86 395 4.11

Assim como o meio 1, o meio 3 apresentou uma tendéncia a basicidade durante a medi¢ao do
pH nos primeiros intervalos regulares determinados (Tabela 3). Entretanto, apresentou uma tendéncia a
acidificacdo apos o periodo de 48 horas de incubacao.

Tabela 3: Medicio do pH do Meio 3 (Chorume 4% e glicose) durante os intervalos regulares
(08:00,11:00,15:00), a cada 24 horas.

Tempo Intervalos
08:00 11:00 15:00
%) 9.80 9.28 8.78
24 Horas 9.20 8.78 8.74
48 Horas 4.49 3.52 3.26
72 Horas 3.18 3.07 2.97
96 Horas 3.30 3.40 3.20
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O meio 1 apresentou o maior nimero de esporos viaveis, 9,3 x 10° c.f.u/mL, com 96 horas de
incubagdo. Porém, o meio 2 e 3 apresentaram concentragdes semelhantes na concentracao 10°
esporos/mL (Tabela 4).

Tabela 4: Contagem de esporos viaveis dos meios 1 (LB, glicose e sais), 2 (glicose, farelo de soja e
sais) e 3 (chorume 4% e glicose), expressos em c.f.u./mL, apds o periodo de 96 horas de incubagao sob
agitacdo constante a 200rpm, a 30 °C.

Meios de cultura Liquidos | 10’eporos/mL |10* esporos/mI| 10° esporos/mL
Meio 1 (LB, glicose e sais) 1,04 x 10° 9,7 x 10° 9,3 x 10°
Meio 2(glicose, farelo de soja e sais) | 6,4 x 10* 8,3x 10° 5,1 x 10°
Meio 3(Chorume 4% e glicose) 2,1x 10° 43x10° 53x 10°

O ntmero de esporos/mL de cada meio aumentou a cada 24 horas de incubagao. Demonstrando
que o crescimento da bactéria Bacillus thuringiensis necessita de aera¢do e uma temperatura adequada
de 30°C. O meio 1 apresentou um total del,7 x 10° esporos/mL e no meio 2 observou-se 2.4 x 10
esporos/mL. Entretanto, o meio 3 apresentou apenas um total de 5,2 x 10’ esporos/mL.



A massa celular total produzida pelo meio 2 foi de 1,18g/mL, sendo que o meio 1 apresentou
um total de 1,01g/mL. O meio 3 apresentou apenas uma massa celular total de 0,17g/mL (Figura 1).
Figura 1: Massa celular produzida pelos meios 1 (LB, glicose e sais), 2 (glicose, farelo de soja e sais)
e 3 (chorume 4% e glicose), ao longo das 96 horas de incubagao.
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No teste de patogenicidade contra larvas do 1° instar da lagarta do cartucho do milho, pode-se
observar que em todos os meios de producdo para o Bt a mortalidade foi cerca de 95% para as altas
concentracdes (10° e/ou 10° esporos/mL).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos pela medicdo de pH demonstraram que os 3 meios apresentam uma
variagdo durante o periodo em ficam sob agitacdo constante. Sendo que esta aeracdo gerada pela
agitacdo e a temperatura de 30°C possibilitam o crescimento de Btz.

O meio 1 apresentou o maior numero de esporos vidveis, 9,3 x 10° ¢.f.u/mL, com 96 horas de
incubagao, entretanto o meio 2 mostrou o maior numero de massa celular produzida, 1.8g/mL.

Apesar de apresentarem variagdes da producdo da massa celular e dos numeros de esporos
vidveis, todos apresentaram uma mortalidade contra lagartas do 1° instar da lagarta do cartucho do
milho cerca de 95% para as altas concentragdes (10% e/ou 10° esporos/mL).
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