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“O Homem é parte da natureza e a sua
guerra contra a natureza é, inevitavelmente,

’

uma guerra contra si mesmo.’
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RESUMO

CARVALHO, Larissa. Prospeccao de bactérias para o controle de Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:Noctuidae). 2024. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado

de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2013.

No Brasil, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ a principal
praga da cultura do milho provocando perdas entre 34% a 38,7% na producao, atacando também
diversas outras culturas de importancia comercial devido sua caracteristica polifaga. As
principais formas de controle de S. frugiperda sao realizadas por meio do uso de inseticidas
quimicos e cultivares geneticamente modificadas, porém, o uso destas tecnologias sem o rigor
de boas praticas agrondmicas pode gerar selecdo de populagdes de insetos resistentes e
contaminagdo do meio ambiente. Ha também a pressdo de politicas publicas para o
desenvolvimento de tecnologias mais sustentaveis, se destacando os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, que incluem fome zero e agricultura sustentavel.
Um dos pilares do Manejo Integrado de Pragas ¢ o controle biologico, uma importante area de
pesquisa e desenvolvimento sustentdvel para maximizar a produtividade. O objetivo deste
estudo foi selecionar cepas bacterianas com potencial para controle bioldgico de S. frugiperda
utilizando oitenta isolados de diferentes ambientes pertencentes a uma colecdo de
microrganismos do Instituto Bioldgico. Discos de dieta artificial foram submersos no
fermentado bacteriano em concentragao a 10% e oferecidos as larvas de S. frugiperda nas fases
L1/L2 para avaliagdo de patogenicidade dos isolados por meio da contagem diaria de lagartas
mortas durante sete dias de observagao. Onze isolados causaram mortalidade das lagartas acima
de 90%, se diferenciando estatisticamente dos demais grupos e tendo sucesso no
sequenciamento do gene ribossomal rRNA 16s, rpoB e gyrB, resultando nas espécies Serratia

marcescens € Bacillus cereus.

PALAVRAS-CHAVE: Controle Bioldgico, Biologia Molecular, Avaliagdo de mortalidade,

Serratia marcescens, Bacillus cereus



ABSTRACT

CARVALHO, Larissa. Prospecting bacteria for the control of Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith, 1797) (Lepidoptera:Noctuidae). 2024. 75 f. Dissertacdo (Master's Degree in Health,
Food and Environmental Safety in Agribusiness) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao

Paulo, Sao Paulo, 2013.

In Brazil, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) is the main pest
of the corn crop, causing losses of between 34% and 38.7% in production and also attacking
several other crops of commercial importance due to its polyphagous characteristics. The main
ways of controlling S. frugiperda are through the use of chemical insecticides and genetically
modified cultivars, but the use of these technologies without the rigor of good agronomic
practices can lead to the selection of resistant insect populations and contamination of the
environment. There is also pressure from public policies to develop more sustainable
technologies, in particular the UN Sustainable Development Goals (SDGs), which include zero
hunger and sustainable agriculture. One of the pillars of Integrated Pest Management is
biological control, an important area of research and sustainable development to maximize
productivity. The aim of this study was to select bacterial strains with potential for biological
control of S. frugiperda using eighty isolates from different environments belonging to a
collection of microorganisms at the Biological Institute. Artificial diet discs were submerged in
the bacterial ferment at a concentration of 10% and offered to S. frugiperda larvae at the L1/L2
stages to assess the pathogenicity of the isolates by counting the number of dead caterpillars
each day during seven days of observation. Eleven isolates caused caterpillar mortality above
90%, differing statistically from the other groups and succeeding in sequencing the 16s rRNA
ribosomal gene, rpoB and gyrB, resulting in the Serratia marcescens and Bacillus cereus

species.

KEYWORDS: Biological control. Molecular Biology. Mortality assessment. Serratia

marcescens, Bacillus cereus.
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1. INTRODUCAO

O cereal mais produzidos no mundo ¢ o milho (Zea mays L.), sendo uma cultura
de expressiva importancia econdmica no Brasil, que produziu 131,8 milhdes de toneladas do
grao na safra de 2022/2023 e exportou 50 milhdes de toneladas (CONAB, 2023), tendo
previsdes de 48,7% de crescimento até 2031/32 (USDA, 2022). H4 diversos fatores que
interferem no bom desenvolvimento do milho, um destes fatores ¢ o ataque do inseto-praga
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae).

A principal forma de controle de S. frugiperda é a aplicagdo de defensivos
quimicos e a utilizagdo de culturas transgénicas com genes inseticidas. Entretanto, essa espécie
tem apresentado casos de desenvolvimento de resisténcia a essas tecnologias, por esse motivo
¢ necessaria a ado¢do ou combinacdo de outras formas de controle que sejam efetivas e que
sejam mais sustentaveis, se alinhando com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel
(ODS) da ONU. Um dos pilares do Manejo integrado de pragas (MIP) é o controle biologico,
uma tecnologia com demanda crescente que movimentou um valor estimado em R$ 3,3 bilhoes
na ultima safra, sendo adotada em 28% da area plantada com grandes culturas no Brasil
(CROPLIFE, 2023).

A eficiéncia da aplicacdo de bactérias e virus para o controle e mortalidade de
larvas de Lepidopteros e outros insetos ja € conhecida, sendo Bacillus thuringiensis e
Baculovirus a base dos inseticidas microbioldgicos mais utilizados contra S. frugiperda. Porém,
outros microrganismos também podem demonstrar patogenicidade contra insetos-pragas, sendo
necessario o desenvolvimento de pesquisas para prospeccdo de isolados entomopatogénicos
que possam constituir a base de novos produtos comerciais.

O laboratorio de Controle Biologico do Instituto Biologico em Campinas contém
uma coleg¢do de microrganismos com uma ampla gama de isolados bacterianos provenientes de
diferentes locais de coleta no Brasil, isolados estes que podem ser investigados para aplicagao

na biotecnologia.
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2. OBJETIVOS

Geral:
e Avaliar a acdo de isolados bacterianos com potencial acdo entomopatogénica para o
controle de S. frugiperda (J. E. Smith, 1797).
Especificos:
e Avaliar a patogenicidade de bactérias sobre a mortalidade de lagartas de S. frugiperda;
e Testar os isolados bacterianos eficientes em diluicdo 1:10;
e Identificar taxonomicamente em nivel de género os isolados promissores por meio do
gene rRNA 16s;

o Utilizar primers especificos para seus respectivos géneros para se aproximar do nivel de

especie.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O milho (Zea mays L.) apresenta grande importancia na agricultura devido seu
papel como alimento humano, animal ¢ de sua utilizagdo na producdo de biocombustiveis
(SOLOGUREN, 2015). Dentre as limitagdes que afetam a produgdo do milho se destaca o
inseto S. frugiperda considerada a principal praga desta cultura, levando a perdas que variam
entre 17% a 38,7% na produ¢do (CRESPO et al., 2021).

A S. frugiperda ¢ uma espécie de mariposa que durante a fase larval de
desenvolvimento ataca o milho. As larvas deste inseto possuem habito generalista, apresentando
preferéncia alimentar por gramineas como o milho, trigo, sorgo, arroz, milheto, grama bermuda
e cana de agucar. Porém, S. frugiperda se hospeda e se alimenta de diferentes plantas, como
alfafa, feijao, amendoim, batata, batata-doce, repolho, espinaftre, tomate, couve, abobora, soja,
algoddo, acelga, alcachofra, alface, almeirdo, berinjela, cebola, chicoéria, maracuja, meldo,
péssego, pimentdo e quiabo, entre outras, (BOREGAS et al., 2013; BOTTON et al., 1998;
MONTEZANO et al., 2018).

Os métodos de combate a este inseto-praga mais utilizados sdo linhagens de
milho geneticamente modificadas e o controle quimico. O uso do controle quimico sem
orientacdo técnica e conhecimentos sobre dindmica populacional, monitoramento ¢ planos de
amostragens pode ocasionar maleficios como: impacto a saude dos agricultores; residuos de
agrotoxicos acima do permitido em alimentos consumidos in natura; sele¢do de populacdes de
insetos resistentes as substancias dos produtos; acimulo de compostos no ambiente; prejuizos
organismos nao-alvo como predadores e parasitoides; desequilibrio do ecossistema;
contaminag¢des do solo e corpos hidricos, entre outros (BARROS et al., 2006; BOMBARDI,
2017; BRAVO et al., 2011; CAMPANINI et al., 2012; LU et al., 2020; STORER et al., 2010).
Devido a esses fatos, se faz necessaria a ado¢ao ou combinagao de outras formas de controlar
pragas que auxilie no manejo de resisténcia, gerem menor impacto ambiental e se mostrem
economicamente viaveis (PESSOA et al., 2014).

O manejo integrado de pragas (MIP) é a combinacgdo de estratégias de controle
que assegurem que o inseto-praga se mantenha em niveis que ndo causem danos econdomicos a
cultura, para isso sao considerados fatores econdomicos, ecologicos e sociais (KOGAN, 1998).
Um dos pilares do MIP € o controle biologico, que consiste no emprego de inimigos naturais
para controlar uma praga. Dentre os inimigos naturais de S. frugiperda, se enquadram bactérias,
virus, fungos, parasitoides e nematoides (VALICENTE, 2015), gerando viabilidade ecologica
no ecossistema (PARRA, 2019).
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No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou
o Programa Nacional de Bioinsumos em 2020, com o intuito de desenvolver novas solucdes
biotecnoldgicas sustentaveis a partir da biodiversidade brasileira, diminuindo a dependéncia de
insumos importados. O programa levanta a crescente priorizagdo do tema em importantes
organizagdes como a Embrapa, universidades e outras institui¢des de pesquisa brasileiras,
gerando estimulo e novas diretrizes para expansao desse mercado no Brasil, além da oferta de

crédito e outros beneficios econdmicos para implementagao (MAPA, 2020).

3.1 ASPECTOS BIOLOGICOS DE S. frugiperda

O habito generalista deste inseto-praga ¢ uma causa da sua alta ocorréncia,
havendo uma ampla oferta de hospedeiros durante todo o ano. Diversos ecossistemas podem
servir de nicho ecoldgico para S. frugiperda, como culturas plantadas proximas, sucessao de
culturas, plantas de cobertura, plantas invasoras e voluntarias. Essa grande disponibilidade de
alimento favorece a permanéncia da praga entre os cultivos, possibilitando que haja varias
geracdes desse inseto por ano. Devido a esses fatores, essa praga se demonstra frequente,
inclusive em culturas que foi descrita como secundaria (NAGOSHI, 2009), resultando em
dificuldade de controle (MELO et al., 2014). Devido seu hébito polifago, alta capacidade
reprodutiva, facilidade de dispersdo dos insetos adultos e alto niimero de geracdes anuais, a
praga consegue alcangar elevadas taxas de infestagcdo nas culturas (HORIKOSHI et al., 2016).

Na cultura do milho, os ataques sdo relatados desde a emergéncia da planta até
o0 aparecimento das espigas, no primeiro instar de desenvolvimento as lagartas raspam as folhas,
amedida que se desenvolvem comegam a fazer buracos, diminuindo a area foliar até se alojarem
no cartucho para se alimentarem dos graos em crescimento, podendo vir a destruir a espiga por
completo. Também podem causar danos em diversas outras partes da planta, como penddes e
raizes adventicias, o que compromete a producao (VALICENTE, 2015). Se tratando de outras
culturas, causa danos atacando botdes florais, vagens, plantas recém emergidas e causam
desfolha, o que diminui a capacidade fotossintética e se torna uma forma de entrada para
microrganismos.

O desenvolvimento de S. frugiperda ¢ o holometabolico, passando pelas fases
de ovo, larva, pupa e adulto. Cada fémea oviposita entre 200 a 300 ovos em média, podendo
esse numero chegar até 2000. Os ovos no inicio sdo rosa claros e com estrias radiais, se tornando
cinzas de 3 a 7 dias antes da eclosio (MOREIRA e ARAGAO, 2009). As larvas recém-eclodidas

produzem um fio em seus primeiros estddios € os usam para distribuir-se entre as plantas,
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podendo apresentar uma distribuigdo uniforme na lavoura. E denominado silking quando as
larvas apenas se penduram, e balloning quando sdo levadas pelo vento, se disseminando
facilmente (MOORE e HANKS, 2004).

A lagarta recém eclodida mede 1,5 mm e no ultimo instar pode chegar a atingir
40 mm de comprimento, sua coloragdo varia de esverdeada a pardo-escura (GALLO et al.,
2002). Apos eclodirem, as larvas passam por seis a sete estagios até chegarem a vida adulta, em
seu completo desenvolvimento. O ciclo larval varia de doze a trinta dias (SARMENTO et al.,
2002), apds esse periodo, as larvas entram no solo para empupar e as pupas se formam entre 8-
10 dias. O ciclo de desenvolvimento desta espécie, desde ovo até a fase adulta dura entre 20 a
60 dias, variando de acordo com o clima e temperatura (GALLO et al., 2002). Os insetos adultos
sdo mariposas de até 4cm de envergadura de coloragdo cinza, mais ativas em noites quentes,

(MOREIRA e ARAGAO, 2009).

3.2 CONTROLE QUIMICO

O controle quimico ¢ um dos principais métodos de controle de pragas, existem
diversos produtos comerciais que podem ser utilizados no controle de S. frugiperda, entretanto,
a maioria deles possui modo de acdo semelhante, o que desencadeia pressao de selecdo e o
surgimento de individuos resistentes. De acordo com a plataforma do Sistema de Agrotdxicos
Fitossanitarios (AGROFIT) com base no banco de dados do MAPA, existem 261 inseticidas
quimicos, divididos em 46 ingredientes ativos com 17 grupos quimicos diferentes registrados
para S. frugiperda para cultura do milho (Figura 1), sendo 33 deles uma combinag&o entre dois
tipos de ingredientes ativos (MAPA, 2024).
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Produtos registrados por grupo quimico e sen modo de acéo

Modo de agio
® Agonista de receptores de ecdisterdide

® Bloqueadores de canais de sodio
Desacopladores da fosforilagdo oxidativa

® Desconhecido ou incerto

® Inibidores da Acetilcolinesterase
® Inibidores da biosintese de quitina
® Moduladores alostéricos de canais de cloro mediados pelo GABA
Moduladores alostéricos de canais de cloro mediados pelo glutamato
Moduladores alostéricos de receptores nicotinicos da acetilcolina
Moduladores competitivos de receptores nicotinicos da acetilcolina
® Moduladores de canais de sodio
® Moduladores de receptores de rianodina
Multisitio com efeito desalojante
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Figura 1 — Numero de produtos quimicos registrados para S. frugiperda no Brasil em 2024.
Fonte: Elaboragdo propria com base em banco de dados do MAPA.

Foram relatadas falhas no controle da S. frugiperda no Brasil desde 1993, com
relato de casos de populacdes de S. frugiperda resistentes a 41 ingredientes ativos, incluindo
moléculas frequentemente utilizadas em produtos comerciais como piretroides, espinosinas,
avermectinas, organofosforados e diamidas (BOAVENTURA et al., 2020; HAFEEZ et al.,
2021; QINQIN et al., 2019). Segundo o Comité de acdo a resisténcia a inseticidas (IRAC-BR),
a definicdo de resisténcia é “Uma mudanca hereditaria na sensibilidade de uma populacdo de
pragas que se reflete na falha repetida de um produto em atingir o nivel de controle esperado
quando usado de acordo com a recomendacao do rétulo para essa espécie de praga” (IRAC-
BR, 2021).

De acordo com base de dados do Arthropod Pesticide Resistance Database
(IRAC-MSU), hé relatos de resisténcia de S. frugiperda no mundo todo (IRAC-MSU, 2023),
regibes onde ocorre o cultivo anual de milho e/ou algoddo tem maior indice de ocorréncia de

casos de populagdes resistentes (OMOTO, 2016). A resisténcia de insetos € um processo
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evolutivo que resulta da pressdo de selecdo imposta pela aplicacdo de defensivos quimicos
utilizados por periodos prolongados de tempo, onde parte dos individuos de uma populagéo de
determinada espécie sobrevivem e passam essa caracteristica para seus descendentes (HOY,
1995).

Outra dificuldade enfrentada no controle de S. frugiperda no milho é que a
pulverizac¢do foliar desses inseticidas ndo chega até a lagarta em todos os seus estadios de
desenvolvimento devido ao comportamento dessa espécie de se alojar dentro cartucho do milho,
impedindo que o inseticida a alcance em seus ultimos instares de desenvolvimento

(CARVALHO et al., 2013).

3.3 ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

Plantas com a tecnologia de transgenia s3o organismos geneticamente
modificados (OGM), que recebem genes de outro ser vivo em seu DNA por meio de técnicas
biotecnoldgicas. No Brasil, um dos principais métodos de manejo de S. frugiperda é a utilizagdo
de plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas inseticidas Cry (do inglés
Crystal) e Vip (do inglés vegetative insecticidal protein) provenientes da bactéria Bacillus
thuringiensis, conhecidas popularmente como plantas Bt (MOSCARDINI et al., 2020). Desde
2007, quando ocorreu a liberagdo comercial do milho transgénico com atividades inseticidas a
S. frugiperda, a taxa de adocdo desta tecnologia foi ascendente, atingindo o marco de
aproximadamente 93% de adocdo no Brasil (ISAAA, 2018).

O sucesso dessa tecnologia para os fins de controle de S. frugiperda depende da
implementacdo adequada das areas de refugio com milho néo transgénico para estabelecimento
de popula¢des que ndo passem por pressao de selecdo. Porém, estudos com produtores de milho
de 7 estados do Brasil apontou que apenas 8% deles implementam as areas de reflgio
adequadamente (MACHADO e FIUZA, 2011), sendo esse um problema recorrente em diversas
culturas, resultando em relatos de resisténcia a tecnologia Bt apenas 4 anos apds a ado¢do da
tecnologia no pais. O desenvolvimento de populagdes de insetos resistentes ocorre devido a
forte pressao de selegdo exercida nessas culturas, com a expressdo continua das toxinas nas
plantas Bt (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2016), que em muitos locais sdo produzidas
continuamente durante o ano gerando o efeito de pontes verdes, onde plantagdes sucessivas e
préoximas formam um nicho ecoldégico constante ao longo do ano para o inseto-praga, que sofre

pressao de selecao.
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Somado a isso, foram relatadas populagdes de S. frugiperda com mecanismos de
resisténcia mdaltipla a proteinas Bt e inseticidas (BOAVENTURA et al.,, 2021). O
desenvolvimento de resisténcia em insetos ¢ uma tendéncia evolutiva natural (BERNARDI et
al., 2016), entretanto, nesses casos compromete a eficacia de outras espécies de plantas
transgénicas com a tecnologia Bt, pois ha possibilidade de resisténcia cruzada entre as proteinas
expressas pelas plantas. Essa situagdo fez com que o do uso de inseticidas quimicos contra S.
frugiperda crescesse novamente nos ultimos anos (BURTET et al., 2017).

A resisténcia de populacdes de S. frugiperda tem sido observada em diversas
regides do Brasil (FARIAS et al., 2014) e Estados Unidos (HUANG et al., 2014), sendo a Unica
praga que desenvolveu resisténcia as culturas com a tecnologia Bt em diversas areas do mundo

(DANGAL e HUANG, 2015).

3.3.1 Custo adaptativo relacionado a Organismos Geneticamente Modificados

Em diversos casos de pragas que desenvolvem resisténcia, o custo adaptativo
associado com o genotipo de resisténcia pode dificultar o estabelecimento de populagdes
resistentes (GOMES, 2020), isso por que a evolugdo da resisténcia pode ser influenciada, e
“auto combatida” pela propria lagarta, pela intensidade dos custos adaptativos associados
(TABASHNIK et al., 2005). Em populagdes resistentes de S. frugiperda, ha relatos da heranca
da resisténcia ao CrylF ter sido caracterizada como autossomica recessiva € monogénica na
Argentina, Porto Rico e Brasil (CHANDRASENA et al., 2018), sendo esse custo adaptativo
ausente ou nao limitante (SANTOS-AMAYA et al., 2017; SOUSA et al., 2016), favorecendo o
estabelecimento de populagdes de S. frugiperda resistentes nos cultivos de plantas Bt,
comprometendo o potencial de controle que essas plantas deveriam exercer e
consequentemente, diminuindo a produtividade e levando a necessidade de mais aplicagdes de

inseticidas quimicos para controlar a praga (FARIAS et al., 2014; HUANG, 2021).

3.4 MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS

O Manejo Integrado de Pragas ¢ o conjunto de taticas de controle aplicadas de
forma inteligente, mantendo as pragas abaixo do nivel de dano econdomico (NDE). O manejo
integrado de S. frugiperda em milho engloba controle cultural (aracdo do solo para exposicao

das pupas, rotacao de cultura, plantas bem nutridas, elimina¢ao de plantas e restos culturais que



20

possam abrigar a lagarta); controle bioldgico (uso de inimigos naturais); controle varietal (uso
de variedades resistentes a praga) e controle quimico (uso de inseticidas quimicos) (GALLO,
1978).

O monitoramento deve ser realizado para definir a densidade populacional do
inseto-praga, podendo ser realizado por meio de feromonio sexual em armadilhas, contagem
direta da populagdo de insetos e avaliacao visual de desfolha. A tomada de agdo para iniciar o
controle ¢ definida de acordo com a densidade populacional, quando o nivel de controle (NC)
atingido, isto ¢, quando o inseto-praga deve ser controlado para evitar prejuizos (VALICENTE,

2015).

3.5 MANEJO DE RESISTENCIA DE INSETOS

aplicagdo menos frequente de inseticidas para que os insetos suscetiveis se
reproduzam, diluindo a resisténcia; uso inseticidas quimicos de curto periodo residual; realizar
rota¢do de inseticidas com diferentes modos de acdo para que nem todas as geragdes sejam
expostas a0 mesmo produto; seguir a recomendacdo de dosagem da bula e evitar produtos que
tenham relatos de resisténcia; realizar controle cultural; utilizagdo de controle bioldgico;
utilizagdo de genotipos resistentes; utilizacdo de inseticidas compativeis com agentes de
controle bioldgico; realizar o monitoramento da praga para reduzir aplicacdes e doses
desnecessarias de produtos quimicos; evitar as pontes verdes, que sdo o cultivo de culturas
hospedeiras do inseto-praga de forma sequencial ou paralela; utilizar sementes certificadas Bt
que expressam alta dose da proteina inseticida, de forma que a concentracdo dessas proteinas
expressas na planta seja capaz de controlar ndo somente os insetos homozigotos suscetiveis
(SS), mas também controlar os heterozigotos (RS); utilizar sementes com piramidagdo (ou
piramidizacdo) de genes, na qual se insere mais de um gene com proteinas inseticidas distintas
em uma mesma planta, resultando em mais de um modo de acdo sobre a mesma praga; realizar
periodo de vazio fitossanitério; retirar do fator responsavel pela pressao de selecdo, utilizando
em seguida outra abordagem ou ingrediente ativo para frear o desenvolvimento das populacdes
resistentes; adotar a area de refigio ndo Bt (IRAC-BR, 2024; OMOTO et al., 2016).

Uma das estratégias mais importantes para a protecao da tecnologia Bt e sua
acdo ¢ a area de refligio, que consiste no plantio de sementes sem a tecnologia Bt em uma parte
da area total de um plantio Bt, resultando em um local de reserva de insetos suscetiveis que
posteriormente se acasalardo com as populagdes resistentes da area Bt e dardo origem a mais

descendentes susceptiveis (ANDOW e ALSTAD, 1998). Portanto, € necessario o planejamento
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da area em localizacdo e tamanho ideal para que isso ocorra com sucesso (FARIAS et al., 2016).
Entretanto, essa técnica tem baixa adog¢do entre os produtores de milho, onde apenas 8% deles
implementam as areas de refugio adequadamente segundo estudos em diferentes estados do
Brasil (MACHADO e FIUZA, 2011), sendo uma pratica negligenciada que corrobora com a
ocorréncia frequente de resisténcia de S. frugiperda as toxinas cry expressas no milho Bt no
pais.

Com esses fatos, o controle bioldgico se mostra necessario para auxiliar no
controle de pragas, possibilitando a combina¢ao com outros modos de controle que auxiliem
no manejo de populacdes resistentes de S. frugiperda, diminuindo a pressao de selecdo que

culturas de plantas Bt e aplicagdes recorrentes de inseticidas quimicos exercem nesse inseto-

praga.

3.6 CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico consiste no uso de inimigos naturais para controlar uma
determinada praga, resultante de interacdes como o parasitismo, predagdo e competi¢do. Em
levantamento sobre bioinseticidas para controle de S. frugiperda e outros lepiddpteros em 30
paises, foram identificados os seguintes organismos: bioinseticidas microbianos (virus, fungos,
bactérias, protozoarios, oomicetos, levedura e algas) e macrobianos (predadores de insetos,
parasitoides e nematoides entomopatogénicos) (BATEMAN et al., 2018).

No Brasil, existem 74 produtos registrados para controle bioldgico de S.
frugiperda na cultura do milho que estdo restritos a 5 tipos de agentes de controle, sendo eles
baseados em: fungos, nematdides, virus, parasitoides e bactérias (Figura 2), com apenas 2

produtos formulados em combinagao de dois agentes de controle distintos (MAPA, 2024).
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Agentes de biocontrole e produtos registrados
Isaria javanica 1 (1,32%)

Brevibacillus laterosporus 1 (1,32%)

Beauveria bassiana 1 (1,32%)

Baculovirus Spodoptera littoralis 1 (1,32%)
Metarhizium anisopliae 2 (2,63%)

Steinernema carpocapsae 3 (3,95%)
Heterorhabditis bacteriophora 3 (3,95%)
Metarhizium rileyi 4 (5,26%)

Bacillus thuringiensis 32 (42,11%)

Trichogramma pretiosum 13 (17,11%)

Baculovirus Spodoptera frugiperda 15 (19,74%)

Figura 2 - Numero de produtos registrados para controle biologico de S. frugiperda.
Fonte: elaboragdo propria com base em banco de dados do MAPA.

3.6.1 Fungos

Metarhizium anisopliae ¢ um fungo encontrado na natureza, sendo o primeiro
microrganismo reconhecido no controle de pragas (FRAZZON et al., 2000), tendo um amplo
espectro de acdo entomopatogénica. O mecanismo de agdo desse fungo ocorre pela penetragao
cuticular por meio da combinagdo de pressao e degradagdo enzimatica (FERRON, 1978), o que
0 permite atravessar o tegumento do inseto. Apos a penetragdo, atinge os tecidos internos do
inseto, proliferando suas hifas. A morte do inseto acontece entre trés e sete dias ap0ds a infec¢ao
por meio da digestdo dos tecidos internos, também sendo langada uma micotoxina na hemolinfa
do inseto (HAJEK e ST LEGER, 1994).

Isaria javanica (atual Cordyceps javanica) tem modo de agdo semelhante a
Metarhizium anisopliae, produz quitinases, lipases e proteases que degradam o tegumento do

inseto, causando o rompimento do tecido e a liberagdo de conidios do fungo.

3.6.2 Nematoides
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Steinernema carpocapsae e Heterorhabditis bacteriophora sao nematoides
entomopatogénicos, que sdo vetores de bactérias que causam a infeccdo do inseto. Apos
adentrarem na hemocele do inseto por meio do nematoide, sdo liberadas na hemolinfa, se
proliferando e excretando toxinas que levam o inseto a morte. Eles se multiplicam no interior
do inseto até as reservas nutricionais se esgotarem, quando saem do interior da praga e sao
capazes de infectar outros insetos (GAUGLER e KAYA, 1990). Nessa fase podem ser coletados
do solo para serem replicados, podendo ser armazenados em agua ou criopreservagao (VOSS,

2009).

3.6.3 Virus

Baculovirus, ou Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus
(SfTMNPV), pertencem a familia Baculoviridae (IKEDA et al., 2015). A infec¢do primaria
ocorre na ingestdo pelas lagartas, onde os poliedros se dissolvem devido ao pH alcalino e
penetram nas células epiteliais do intestino se multiplicando no seu nucleo, liberando o DNA e
iniciando a replicacdo viral. No final do processo de infec¢do acontece a ruptura das células do
intestino que levam a lagarta a morte, resultando na disseminagdo de novos virus que sao
capazes de seguir infectando outras lagartas. (VALICENTE e TUELHER, 2009). Spodoptera

littoralis nucleopolyhedrovirus (SpliNPV) age de forma semelhante a descrita anteriormente.

3.6.4 Parasitoides

Trichogramma pretiosum (Riley, 1879) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) ¢
uma microvespa parasitoide que oviposita nos ovos do inseto-praga, interrompendo o ciclo de
vida da praga. As proles do parasitoide se desenvolvem no ovo e ddo origem a novas vespas
que se dispersam na propriedade, podendo colocar de 20 a 120 ovos. Apos em média 4 dias
apods a oviposicao, os ovos da praga se tornam enegrecidos, confirmando o parasitismo (CRUZ

e MONTEIRO, 2004).

3.6.5 Bactérias

Brevibacillus laterosporus Laubach, 1916, ¢ uma bactéria esporulante aerdbica

com capacidade de produzir uma inclusdo lamelar paraesporal adjacente ao esporo. Segundo
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McCray (1917 apud Ruiu, 2013, p. 477), esta espécie foi isolada da dgua e posteriormente
encontrada em diversos ambientes e em abelhas mortas, o que demonstrou a possibilidade de
ser uma bactéria entomopatogénica. Produz diversas enzimas e proteinas atuantes na acao
toxica, tendo agdo inseticida a diversas ordens (PANDA et al. 2014; RUIU, 2013). Porém ainda
¢ pouco explorada, diferente de Bacillus thuringiensis, sendo o Dipel® um dos inseticidas
biologicos mais utilizados e conhecidos (ROH et al., 2007).

O género Bacillus tem sido um dos mais utilizados contra insetos praga, como
fixadores de nitrogénio nas plantas, promotores de crescimento € promotores de resisténcia a
estresse hidrico. Este género se trata de um grupo heterogéneo de bactérias gram-positivas
aerobias ou anaerdbicas facultativas produtoras de endosporos. Os enddsporos produzidos por
Bacillus spp. sdao estruturas termotolerantes ao frio ¢ ao calor que possuem resisténcia a
dessecacdo, radiacdo ultravioleta, solventes organicos, condi¢des extremas de pH e resistem ao
tempo de estocagem, essas caracteristicas sao desejaveis para a ampla utilizagdo desse género
no controle bioldgico (RAGAZZOSANCHEZ et al., 2011).

Dentre as bactérias do género Bacillus, se destaca como microrganismo
entomopatogénico B. thuringiensis (PESSOA et al., 2014), o qual é amplamente utilizado para
o controle de insetos praga. Esta bactéria esta presente no solo, em insetos mortos, plantas, agua
e detritos (KONECKA et al., 2012).

A acdo entomopatogénica de B. thuringiensis se da devido a producdo de
diferentes toxinas como as d-endotoxinas (Cry), a-exotoxina, B-exotoxina, VIP (vegetative
insecticidal proteins) e SIP (secreted insecticidal proteins) (ESIKOVA et al., 2002), sendo as
toxinas Cry as mais estudadas e utilizadas para este fim. Para identificar e selecionar estirpes
de Bacillus eficazes no combate de insetos praga, ¢ necessario realizar diversos bioensaios,
sendo o teste de patogenicidade contra o inseto-praga uma das etapas primordiais. Apds
identificar a atividade inseticida em dosagem viavel, pode ser caracterizado por testes
bioquimicos e passar por identificagdo molecular através do PCR (Técnica de Reagdo em
Cadeia Polimerase) e sequenciamento genético (CONSTANSKI et al., 2015; VALICENTE e
TUELHER, 2015).
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4. JUSTIFICATIVA

Uma das maiores limitagdes na producao de alimentos ¢é o ataque de pragas, que
pode reduzir consideravelmente a produgdo, sendo necessario o emprego do controle de pragas
de forma eficiente. Com a conscientizagdo da sociedade acerca da necessidade da preservagdo
do meio ambiente ¢ o grande problema do desenvolvimento de resisténcia de pragas aos
inseticidas, ha uma busca constante por outros métodos de controle de pragas que sejam
eficientes e tenham menor impacto ambiental. Além disso, ha a pressao de politicas publicas
relacionadas aos impactos do uso de inseticidas quimicos ao meio ambiente e a saide humana,
se destacando os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, que incluem fome
zero e agricultura sustentavel (ODS 2).

Com todos estes fatos, hd uma grande preocupacdo com o desenvolvimento da
tecnologia empregada na produgdo de alimentos, haja vista que a populagdo mundial cresce a
cada ano, aumentando a demanda por alimentos para suprir as necessidades nutricionais da
populagdo. Meios de reduzir o uso de inseticidas quimicos sao um importante nicho de pesquisa
e desenvolvimento, sendo o emprego do controle biologico de pragas uma alternativa mais
sustentavel e por isso apresentam um mercado com demanda crescente. Neste cenario, ¢
necessario realizar pesquisas de cunho exploratorio visando caracteristicas de interesse
agrondmico como a obten¢ao de organismos com caracteristica entomopatogénica, viabilizando

a descoberta e a selecdo de isolados que podem constituir a base de novos produtos comerciais.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ISOLADOS BACTERIANOS

O estudo foi conduzido no Instituto Bioldgico - Centro Avangado de Pesquisa
em Protecao de Plantas e Satide Animal, com sede em Campinas, Sao Paulo. Foram utilizados
isolados da Colecdo de Microrganismos Entomopatogénicos “Oldemar Cardim Abreu”,
pertencentes da Unidade Laboratorial de Referéncia em Controle Bioldégico (ULRCB — IB),
sendo oriundos de duas fontes:

1) Resultados de pesquisas realizadas anteriormente, provenientes de isolamento de
bactérias endofiticas da planta de cana de actcar e edaficas, pertencentes ao solo da plantagao
provenientes de municipios do estado de Sao Paulo (FERREIRA, 2012).

2) Microrganismos depositados em cole¢des de referéncia com depdsitos abertos:
CCTO0480 (Bacillus subtilis), CBMAI1092 (Chromobacterium subtsugae), CCT7393
(Pseudomonas fluorescens) e HD-1 Bt S1450 (Bacillus thuringiensis var. Kurstaki). Todos os

isolados se encontravam preservados em glicerol a 20% em refrigeracdo a -20°C

5.2 REATIVACAO, CULTIVO E FERMENTACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Para reativacdo dos isolados foi utilizado o caldo Nutrient Broth (NB)
NEOGEN, na propor¢do de 8gL! de 4gua destilada que foram misturados em um Becker até a
completa dilui¢do. Em seguida, foram colocados 40mL do caldo em frascos tipo reagente com

100mL de capacidade com tampa hermética e foram autoclavados a 15 psi durante 15 minutos.
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Figura 3- Meio Nutrient Broth sendo pesado para dilui¢do. Fonte: elaboragéo propria.

Ap0s a autoclavagem e o resfriamento, os frascos contendo o caldo NB foram
levados a capela de fluxo laminar, previamente limpa, para a etapa da inoculagdo, isto é: a
transferéncia del00uL de cada isolado que se encontrava preservado. Apos a inoculacido os
frascos tipo reagente foram colocados em sala climatizada a 25°C sob agitacdo constante, a 160
RPM por 72 horas para a multiplicagdo bacteriana. Foram utilizados 80 isolados, sendo cada

isolado um tratamento.

Figura 4 - Inoculag@o do meio de cultura Nutrient Broth. Fonte: elaboragdo propria.
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Apdés um periodo de 72 horas, o meio de cultura se encontrava turvo,

confirmando que as bactérias haviam se multiplicado.

¥d.mo.6mob

Figura 5 — Caldo inoculado sob agitagdo 160 rpm. Fonte: elaboragéo propria.

5.3 PRE-SELECAO DAS BACTERIAS (SCREENING 1)

Discos de dieta artificial foram submersos no caldo bacteriano e ofertados as
lagartas para que elas ingerissem as bactérias juntamente com o alimento, seguindo
metodologia adaptada de Viana e Prates (2003). No screening 1 foi utilizado o caldo bacteriano
a 100%, sem nenhuma dilui¢do, com o objetivo de determinar quais dos isolados apresentavam
acdo entomopatogénica em lagartas de S. frugiperda na fase L1/L2.

Os ensaios seguiram delineamento experimental inteiramente casualizado
contendo 3 repeticdes com 5 lagartas cada, tendo dois controle negativos, um com o meio de
cultura isento de indculo e outro apenas com agua deionizada autoclavada.

As lagartas na fase L1/L2 utilizadas no experimento foram adquiridas do
criadouro Pragas.com — Insumos Biologicos, juntamente com a dieta artificial que teve o
tamanho padronizado com auxilio de um boleador e bisturi, resultando em discos de dieta com

2 centimetros de diametro.
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Figura 6 - Corte prévio da dieta artificial. Fonte: elaboragéo propria.

Os discos de dieta artificial foram submersos por 30 segundos no fermentado
bacteriano, sendo posteriormente colocados em recipientes plasticos com capacidade de 100mL
que foram identificados e mantidos parcialmente abertos até a evaporagdo do excesso de
umidade, o mesmo procedimento foi adotado para os dois controles negativos.

Apo6s a evaporagdo do excesso de umidade da dieta tratada, 5 lagartas foram
transferidas para cada pote com o auxilio de um pincel.

Os tratamentos foram acondicionados em camara climadtica, tipo Fitotron, a 25°
+/- 2°C, umidade relativa do ar 50+£10% e fotoperiodo de 12 horas. A avaliacdo da mortalidade

foi realizada diariamente, durante 7 dias subsequentes.



30

Figura 7 - Bioensaio montado em camara Fitotron. Fonte: elaboragdo propria.

5.4 PRE-SELECAO DAS BACTERIAS (SCREENING 2)

Os isolados que apresentaram mortalidade superior a 90% no screening 1 foram
selecionados para nova avaliagdo, com metodologia semelhante a descrita anteriormente,
apenas com diferenca na concentragdo do caldo bacteriano, que foi diluido a 10% em agua
deionizada autoclavada. Os isolados que resultaram em mortalidade acima de 90% na

concentragdo a 10%, foram selecionados para a continuidade do trabalho.

5.5 CARACTERIZACAO MACRO E MICROSCOPICA DOS ISOLADOS
BACTERIANOS SELECIONADOS

Foi avaliada a pureza dos isolados selecionados, sendo plaqueados em meio de
cultura Agar Nutriente por meio de esgotamento. As placas foram acondicionadas em estufa a
30°C, o acompanhamento do crescimento das colonias foi realizado diariamente com
observagdo de caracteristicas morfoldgicas das colonias como tamanho, forma e coloracao,
além de microscopia dtica das células por meio da coloragao de Gram.

As colonias que apresentavam distingdo em uma mesma placa eram transferidas

para uma nova placa para purificagdo passando por novo esgotamento. Apds purificagdo
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comprovada, os isolados passavam novamente por preservagao em glicerol a 20% mantido em

congelamento a -20°C.

5.6 TESTE DE MORTALIDADE

Apo6s a purificagdo dos isolados, foi realizado novo teste de mortalidade com
larvas de S. frugiperda na fase L1/L2 para se constatar quais das bactérias isoladamente
causaram mortalidade acima de 90%. A metodologia seguiu da mesma forma que fora descrita
anteriormente, sendo realizada com o fermentado bacteriano diluido a 10%, contendo 3

repeti¢des com 5 lagartas cada. A mortalidade foi analisada diariamente durante 7 dias.

57 ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados utilizando delineamento inteiramente
casualizado, com os dados apresentados em porcentagem de mortalidade (%) e transformados
usando a formula Arco Seno raiz X. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
ANOVA pelo programa SISVAR, tendo as médias comparadas pelo teste Skott-knott 5%
(FERREIRA, 2011).

5.8 CARACTERIZACAO MOLECULAR

Todos os procedimentos e etapas da analise molecular foram realizadas em
parceria com a Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), na Divisdo de Recursos
Microbianos localizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e
Agricolas (CPQBA) em Campinas, SP.

Os isolados que foram separados e purificados passaram pelo Sequenciamento
do gene RNA ribossomal 16s, e os isolados purificados que causaram mortalidade acima de
90% no teste de mortalidade passaram por anélise molecular utilizando primers especificos para
o seu género pré-determinado no sequenciamento 16s, com o intuito de chegar a nivel de

espécie dos isolados de interesse com maior confiabilidade.
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5.8.1 Extracio de DNA

A extragdo do DNA gendmico seguiu o protocolo estabelecido por Van
Soolingen et al., (1991). O equivalente a um grao de arroz do crescimento microbiano das placas
contendo Nutrient Agar foram raspadas com auxilio de al¢a de platina e transferidas para um
microtubo de 1,5 mL contendo 495 pL do tampao TE 1X em pH 8,0. Foi adicionado 5 pL de
lisozima (10 mg/mL) posteriormente incubado em banho maria a 37+ 1°C pelo periodo de 1 h.
Ap6s isso, foi adicionado 70 pL da solugcao SDS 10% e 6 pL de proteinase k (10mg/ml), e foram
incubados em banho maria a 65+ 1°C durante 10 minutos. Apos isso, foi adicionado 100 pL de
NaCl 5Mol e 80 uL. de CTAB (10%) /NaCl (0,7 M), posteriormente incubado novamente a 65
+ 1°C por 10 min. Em seguida foi adicionado 750 pL de cloroférmio (24:1), agitado no vortex
e centrifugado a 16.000 g por 5 minutos. O sobrenadante resultante foi transferido para novo
microtubo e foi adicionado 600 uL de alcool isopropanol 100% para ser incubado em freezer
por 30 minutos. Posteriormente foi centrifugado a 4°C a 16.000 g por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado novamente e foi acrescentado 500 uL de etanol 70% gelado, e
centrifugado mais uma vez a 16.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado novamente
e os pellets secaram em temperatura ambiente. Apds secagem, os pellets foram suspendidos em
30 puL de 4gua reagente para biologia molecular.

Apbs a extragdo, a quantificagdo do DNA foi realizada por meio da comparacao
do DNA A em concentragdes distintas em gel de agarose a 1% TBE 1X submetido a eletroforese

por 30 min em condigdo de 5V por cm?.

5.8.2 Amplificacdo e sequenciamento do gene RNA ribossomal 16s

Foi utilizada a técnica Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para
amplificagdo do gene RNA ribossomal 16S, utilizando os primers homologos as suas
extremidades conservadas (ADEKAMBI ¢ DRANCOURT, 2004; LANE D. J., 1991; TURNER
et al., 1999) e sao descritos na Tabela 1.

As reagdes individuais foram compostas por agua esterilizada (15,35uL),
tampao (2,5 uL), MgCl (0,75 uL), primers (0,5 uL), dNTp (0,2 uL), Taq polimerase (0,2 uL) e
o DNA proveniente da extra¢do (5 pL). Posteriormente, as reagdes de PCR foram realizadas
nas seguintes condi¢des: 1 ciclo de 1 minuto a 95°C, 35 ciclos a 95°C por 15 segundos, 35

ciclos a 55°C por 15 segundos, 35 ciclos a 72°C por 30 segundos, 1 ciclo a 72°C por 7 minutos.
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Os produtos de PCR foram purificados pelo kit GFX PCR DNA & gel band
purification kit, GE Health Care, utilizando mini colunas, posteriormente sendo submetidos ao
sequenciador automatico ABI3500XL Series (Applied Biosystems). As reacdes de
sequenciamento foram realizadas com o kit BigDie Terminator Cycle Sequencing Kit (GE

Health Care) (CLAVO et al., 2021).

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados na reagdo de amplificacdo e sequenciamento do gene RNA
ribossomal 16S

Primer Sequencia Referéncia

10f GAGTTTGATCCTGGCTCA (LANE D. J,, 1991)

765f ATTAGATACCCTGGTAG (ADEKAMBI; DRANCOURT,
2004)

1100r AGGGTTGCGCTCGTTG (TURNER et al., 1999)

1492r ACCTTGTTACGACTT (LANE D. J,, 1991)

1525r AAGGAGGTGATCCAGCC (LANE D. J, 1991)

Fonte: elaboracdo propria.

5.8.3 Analise das Sequéncias Nucleotidicas do gene RNA ribossomal 16s

Para a montagem dos contigs, as sequéncias resultantes foram processadas no
programa Bioedit versdao 7.0.5.3 Windows (HALL, 1998), sendo comparadas com linhagens
tipo nos bancos de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e EZBiocloud
(http://www.ezbiocloud.net/). As sequéncias do banco de dados que resultaram em maior
similaridade com a sequéncia analisada foram alinhadas no programa CLUSTAL W, pacote do

programa Bioedit.

5.8.4 Amplificacdo e sequenciamento com a utilizacio de primers especificos

A metodologia seguiu a mesma descrita acima em ‘“Amplificagdo e
Sequenciamento do gene RNA ribossomal 16s”, se diferenciando apenas pelos primers
utilizados, descritos na Tabela 2 que foram escolhidos de acordo com o género identificado

anteriormente com o sequenciamento do gene rRNA 16s.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Tabela 2 - Sequéncia dos primers especificos utilizados na rea¢ao de amplificagdo e sequenciamento dos isolados
selecionados

Utilizado para o género Serratia

Primer Sequencia Referéncia

rpoB F CAGTTCCGCGTTGGCCTG (MOLLET; DRANCOURT;
RAOULT, 1997)

rpoB R CGGTTGGCGTCATCGTGTTC (MOLLET; DRANCOURT;

RAOULT, 1997)
Utilizado para o género Bacillus

Primer Sequencia Referéncia

gyrB F CARTGGAACGACNSTTATAR (MOLLET; DRANCOURT;
RAOULT, 1997)

gyrBR CCGTCCACGTCGGCRTCNYCAT (MOLLET; DRANCOURT;

RAOULT, 1997)

Fonte: elaboracdo propria.

Figura 8- Avaliagdo do produto de PCR obtidos com a utilizagdo de primers especificos através de eletroforese em
gel de agarose a 1% TBE 1X.
M ¢ o marcador de peso molecular A. Fonte: elaboragdo propria.
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5.8.5 Analise das Sequéncias Nucleotidicas com a utilizacdo de primers especificos

Para a montagem dos contigs, as sequéncias resultantes foram processadas no
programa Bioedit versao 7.0.5.3 Windows (HALL, 1998), sendo comparadas com linhagens
tipo nos bancos de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). As sequéncias que
apresentaram similaridade acima de 96% com a sequéncia analisada foram alinhadas no

programa CLUSTAL W, pacote do programa Bioedit.

5.9 TESTES DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos, ou antibiograma, ¢ um teste que
permite a verificagdo in vitro da sensibilidade de uma bactéria a varios antibidticos, devido a
importancia médica foi realizado com os isolados gram-negativos pelo método Kirky-Bauer
(BAUER etal., 1966). Uma suspensao do organismo foi padronizada em concentragio proéxima
a escala 0,5 de Mac Farland (~108 ufc), apos padroniza¢ao, um swab foi umedecido na cultura

e semeado uniformemente em uma placa de contendo meio de cultura Agar Mueller Hinton.

Posteriormente, discos de papel filtro impregnados com antibidticos foram
aplicados sobre a superficie do meio de cultura em pontos separados, os antibidticos utilizados
foram: amicacina (30 mcg), amoxicilina (30 mgc), ceftazidima (30 mcg), ciprofloxacin (5 mgc),
imipenem (10 ug), nitrofurantoina (300 mgc), sulfazotrin (25 mcg), metronidazol (50mgc). As
placas foram mantidas em incubacéo pelo periodo de 24 horas em estufa a 37°C para posterior
verificacdo da sensibilidade da cepa pela presenga ou auséncia de halos de inibigdo. Os isolados
bacterianos foram classificados de acordo com a recomendacéo do fabricante como: suscetivel

(S), intermediario (1) ou resistente (R).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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6. RESULTADOS

6.1 SCREENING 1

O screening 1 foi realizado com o objetivo de prospectar isolados do banco com
acdo entomopatogé€nica em lagartas de S. frugiperda na fase L1/L2. Foram utilizados 80
isolados iniciais para a produ¢ao do caldo bacteriano utilizado para a submersao dos discos de
dieta artificial que foram ofertados as lagartas, inicialmente com o caldo em concentragdo a
100%, ou seja, sem diluicdo. Cada isolado utilizado constituiu um tratamento (T) e cada
tratamento foi realizado em 3 repetigdes com 5 lagartas cada. A avaliagdo da mortalidade foi
realizada diariamente durante 7 dias subsequentes, o total de lagartas mortas foi somado e
transformado em porcentagem (Mort%). Dos 80 isolados, 27 causaram acima de 90% de

mortalidade das lagartas (Tabela 3).

Tabela 3 - Mortalidade (%) de lagartas de S. frugiperda submetidas a diferentes tratamentos bacterianos sem
dilui¢do
(continua)

Tratamento Mortalidade% Tratamento Mortalidade% Tratamento Mortalidade%o

137a" 100 399b 86,66 365bpg5 46,66
189b™ 100 CCT7393° 86,66 552b 46,66
189b"2 100 387d 80 729b’ 46,66
194b 100 750b" 80 729b" 46,66
311a 100 332a' 73,33 102b 40
365Bng8 100 332a" 73,33 186a’ 40
365Bnp6 100 387b 73,33 518b# 40
387a 100 399a" 73,33 56¢ 40
427b 100 133b" 66,66 74b™? 40
459h"2 100 1b" 66,66 160b 33,33
518b** 100 418a 66,66 287a 33,33
531a" 100 557a' 66,66 381la 33,33
54a 100 626b 66,66 729c" 33,33
556b" 100 735b 66,66 735a" 33,33
742d' 100 742c 66,66 742d" 33,33
7493’ 100 IBCBA107 E 66,66 365a 26,66
750a 100 105 60 328a" 20
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Tabela 3 - Mortalidade (%) de lagartas de S. frugiperda submetidas a diferentes tratamentos bacterianos sem
diluigdo
(conclusido)

Tratamento Mortalidade% Tratamento Mortalidade% Tratamento Mortalidade%o

IBCBA69 # 100 133b' 60 328b 20
BtS1450 B 100 399a’ 60 102a 6,66
CBMAI1092 © 100 523b 60 120b 6,66
321b 100 739b 60 CCT0480 F 0
268 93,33 ma07 60 365¢cp7 0
447b 93,33 137b 53,33 ma08 0
739" 93,33 151b 53,33 mm13 0
742a 93,33 556b' 53,33 MCC® 6,66
74a 93,33 111b' 46,66 AGuAH 8,66
mmO0S 93,33 195a 46,66

189D’ 86,66 328a’ 46,66

A. Bacillus thuringiensis subesp. tenebrionis; B. Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki C. Chromobacterium
subtsugae; D. Pseudomonas fluorescens; E. Saccharopolyspora spinosa; ¥. Bacillus subtilis; G. Meio de cultura

puro; H. Agua deionizada autoclavada. Fonte: elaboragio propria.

Exemplo da diferenca do tratamento com 100% de mortalidade (A) e controle

negativo (B) apos 7 dias de avaliacdo ¢ demonstrada na figura 9.

Figura 9 - Tratamento com 100% de mortalidade (A), e controle negativo meio de cultura puro (B)
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O screening 2 foi realizado com os 27 isolados que resultaram em mortalidade

acima de 90% no screening 1. O caldo bacteriano utilizado para a submersao dos discos de dieta

artificial que foram ofertados as lagartas estava em concentracao a 10%, sendo os outros 90%

agua deionizada autoclavada. O total de lagartas mortas foi somado e transformado em

porcentagem (Mort%) e 22 tratamentos causaram mortalidade das lagartas acima de 90% em

dilui¢do a 10% (Tabela 4). Portanto, 20 isolados foram selecionados para as proximas etapas de

purificagdo e identificacdo.

Tabela 4 - Mortalidade (%) de lagartas de S. frugiperda submetidas a diferentes tratamentos bacterianos diluidos

a'llfa/(t)émento Mortalidade% Tratamento Mortalidade%
387a 100,00 194b 100,00
54a 100,00 739a" 100,00
459ph" 100,00 268 100,00
BtS1450 A 100,00 321b 100,00
427b 100,00 749a’ 96,66
750a 100,00 311a 96,66
742d' 100,00 189b™ 96,66
365Bnp6 100,00 742a 96,66
365BNg8 100,00 CBMAI1092 € 76,66
IBCBAGY B 100,00 518b** 70,00
137a" 100,00 mm05 70,00
556b" 100,00 74a 66,66
531a" 100,00 4470 43,33
189h" 100,00 MC?P 16,66

A. Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki, B. Bacillus thuringiensis subesp. Tenebrionis; C. Chromobacterium

subtsugae; D. Meio de cultura puro utilizado como controle negativo. Fonte: elaborac¢do propria.
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6.3 CARACTERIZACAO MACRO E MICROSCOPICA DOS ISOLADOS
BACTERIANOS SELECIONADOS

Os isolados que foram selecionados no Screening 2 passaram por purificagdo,
sendo plaqueados em meio de cultura agar nutriente. Apds o periodo de incubagdo foram
analisadas caracteristicas morfologicas das colonias como forma, tamanho e coloragdo. A
seguir, foi realizada a coloragdo de gram, corando-se o esfregaco de diferentes coldnias, sendo
observada por meio de microscopia 6Otica a morfologia, disposi¢ao das células e coloragdo. As
colonias que apresentavam distingdo em uma mesma placa eram transferidas para uma nova
placa com novo esgotamento. Foram separadas 34 coldnias, sendo preservadas novamente em

glicerol a 20% mantido em congelamento a -20°C.

6.4 TESTE DE MORTALIDADE

Foi realizado novo teste de mortalidade com os 34 isolados purificados para se
constatar quais das bactérias isoladamente causaram mortalidade acima de 90%. O caldo
bacteriano utilizado para a submersdo dos discos de dieta artificial que foram ofertados as
lagartas em concentracdo a 10%, sendo os outros 90% agua deionizada autoclavada.

A mortalidade foi analisada diariamente durante 7 dias e os resultados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste Scott-Knott por meio do programa de
andlises estatisticas SISVAR, sendo demonstrado em porcentagem de mortalidade (%) na
Tabela 5.

Treze dos 34 isolados purificados causaram mortalidade das lagartas acima de
90%, (a) se diferenciando estatisticamente dos demais grupos, sendo selecionados para a anélise
molecular a nivel de espécie com primer especifico. Os outros isolados passaram pela
identificacao do gene Ribossomal 16S a nivel de género para fins de categorizagdao do banco de

bactérias.
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Tabela 5 — Mortalidade (%) de lagartas de S. frugiperda submetidas a diferentes tratamentos bacterianos
purificados diluidos a 10%.

Tratamento Mortalidade (%) !
268-1 100 a
321b-2 100 a
365bnp6-2 100 a
365bnp6-3 100 a
365bng8-1 100 a
387a-2 100 a
459b"2-2 100 a
531a"-2 100 a
54a-1 100 a
742d'-3 100 a
387a-1 93,33 a
427b-1 93,33 a
459b"2-1 93,33 a
194b-3 73,33 b
137a"-1 60,00 b
739a"-1 60,00 b
321b-1 53,33 b
54a-3 53,33 b
556b"-1 46,66 b
739a"-2 46,66 b
194b-1 40,00 b
54a-2 33,33 b
194b-2 26,66 b
189b"2-3 20,00 ¢
268-2 13,33 ¢
750a-1 13,33 ¢
268-3 13,33 ¢
Controle negativo 13,33 ¢
742d'-2 6,66 ¢
189b"2-1 0,00 ¢
189b"2-2 0,00 c
321b-3 0,00 ¢
365bnp6-1 0,00 c
531a"-1 0,00 ¢
742d'-1 0,00 ¢

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P>0,5).
Fonte: elaboragdo propria com base em resultados obtidos no programa SISVAR.

Alguns dos isolados que foram efetivos no screening 2 e passaram por
purificacdo, ndo foram efetivos de forma isolada, portanto podem ser entomopatogénicos
quando estdo em sinergia, sendo os grupos: (189b"2-1, 189b"2-2, 189b"2-3); (194b-1, 194b-2,
194b-3); (739a”-1, 739a”-2). Além disso, os isolados 189b™, 31la, 742% e 749a' ndo se
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encontravam viaveis no ensaio de mortalidade a partir da criopreservacgéo a -20°C, porém foram
efetivos no screening 2, portanto pode haver tentativa de reativacéo a partir da criopreservagéo

matriz a -80°C.

6.5 DESCRICAO DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DO GENE RNA
RIBOSSOMAL 16S DOS ISOLADOS SELECIONADOS

As sequéncias foram comparadas com sequéncias tipo do banco de dados
EZBiocloud. Os tamanhos das sequéncias obtidas variaram entre 1168 pares de base até 1452
pares de base. Foram identificados 2 géneros, sendo eles Serratia (n=10) e Bacillus (n=2). O
isolado 365bnp6-2 nao obteve sucesso no sequenciamento e serd repetido posteriormente,
portanto ndo foi mencionado nas proximas etapas. A tabela com as informacgdes
complementares do sequenciamento como: Numeracdo da classificagdo de similaridade;
nimero de acesso da sequéncia no Genbank; similaridade entre as sequéncias; o numero de
nucleotideos diferentes em relacao ao total e cobertura da comparagao realizada entre o isolado
selecionado e a sequéncia do gene RNA ribossomal 16S de referéncia contido no banco de

dados esta descrita no apéndice A.

6.6 DESCRICAO DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DO GENE RNA
RIBOSSOMAL 16S DOS ISOLADOS QUE NAO FORAM SELECIONADOS

Os tamanhos das sequéncias obtidas variaram entre 673 pb até 1199 pb. Foram
identificados 3 géneros, sendo eles Bacillus (n=7); Paenibacillus (n=2); Providencia (n=1)
(Tabela 7). Devido ao fato desses isolados ndo serem os de interesse, ndo foram realizados
todos 0s sequenciamentos necessarios para a cobertura completa do gene 16s. Os isolados 54a-
3, 137a*’-1, 189b"2-2, 194b-2, 194b-3, 268-2, 321b-3, 365bnp6-1, 7392a"-2, 742d'-1, e 750a-1
nao obtiveram sucesso na etapa de PCR ou sequenciamento, € como ndo eram os isolados de
interesse, ndo passaram por novo sequenciamento. O nimero de nucleotideos diferentes em
relacdo ao total foi muito alto, portanto, a conclusdo dos géneros ndo ¢ confiavel. A tabela com
as informagdes complementares do sequenciamento como: Numerag¢do da classificacdo de
similaridade; nimero de acesso da sequéncia no Genbank; similaridade entre as sequéncias; o

numero de nucleotideos diferentes em relacdo ao total e cobertura da comparagdo realizada
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entre o isolado selecionado e a sequéncia do gene RNA ribossomal 16S de referéncia contido

no banco de dados esta descrita no apéndice B.

6.7 DESCRICAO DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE GENES ESPECIFICOS
AO GENERO PARA 0S ISOLADOS SELECIONADOS

Os tamanhos das sequéncias obtidas variaram entre 520 pb até 1060 pb. Foram

identificadas 2 espécies, sendo elas S. marcescens (n=9) e B. cereus (n=2) (Tabela 6). Os

primers utilizados foram o rpoB para o género Serratia e gyrB para o género Bacillus. O isolado

459b"2-2 ndo obteve sucesso no sequenciamento, portanto nao foi descrito.

Tabela 6 - Identificacdo dos isolados que foram efetivos mediante amplificacdo de genes especificos e sua
similaridade com espécies depositadas na base de dados bioldgicos do National Center for Biotechnology
Information (GenBank-NCBI).

(continua)
ID Espécie Acesso GenBank Similaridade (%)

Serratia marcescens SMUNAMSE36 CP012685.1 98.74
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 98,38

321b-2
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 98,38
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 98,38
Serratia marcescens SmMUNAMSE36 CP012685.1 99,28
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 98,91

54a-1
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 98,91
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 98,73
Bacillus cereus ATCC 14579 CP034551.1 99,15

387a-2
Bacillus anthracis Vollum CP076225.1 91,79
Serratia marcescens SmMUNAMSE36 CP012685.1 98,39
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 98,04

268-1
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 98,04
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 97,86




Tabela 6 - Identificacdo dos isolados que foram efetivos mediante amplificagdo de genes especificos e sua
similaridade com espécies depositadas na base de dados bioldgicos do National Center for Biotechnology
Information (GenBank-NCBI).

(continua)
1D Espécie Acesso GenBank Similaridade (%)
Serratia marcescens SmMUNAMSE36 CP012685.1 98,90
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 98,54
531a'"'-2
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 98,54
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 98,35
Serratia marcescens SmMUNAME36 CP012685.1 98,89
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 98,73
365bng8-1
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 98,73
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 98,35
Serratia marcescens SmMUNAMSE36 CP012685 97,10
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 96,58
365bnp6-3
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 96,74
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 96,56
Bacillus cereus ATCC 14579 CP034551.1 98,97
742d'-3
Bacillus anthracis Vollum CP076225.1 91,86
Serratia marcescens SmMUNAMSE36 CP012685.1 98,46
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 98,07
427b-1
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 98,07
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 97,88
Serratia marcescens SmMUNAMS836 CP012685.1 98,09
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 97,71
387a-1
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 97,71
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 97,52
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Tabela 6 - Identificacdo dos isolados que foram efetivos mediante amplificagdo de genes especificos e sua
similaridade com espécies depositadas na base de dados bioldgicos do National Center for Biotechnology
Information (GenBank-NCBI).

(conclusdo)
1D Espécie Acesso GenBank Similaridade (%)
Serratia marcescens SmMUNAMSE36 CP012685.1 97,70
Serratia marcescens ATCC 13880 CP041233.1 97,52
459b''2-1
Serratia nematodiphila DSM 21420 JX425339.1 97,50
Serratia surfactantfaciens YD25 CP016948.1 97,34

Fonte: elaboracdo propria.

6.8 FILOGENIA

A andlise de MLSA (Multilocus Sequence Analysis) foi utilizada, portanto as
sequéncias foram concatenadas a fim de minimizar problemas que podem ocorrer em analises
filogenéticas baseadas em um Unico gene (HANAGE et al., 2005). Para a arvore filogenética
baseada no gene Bacillus, as sequéncias dos genes 16s e gyrB foram concatenadas, a espécie
Erwinia oleae DAPP-PG 531 foi utilizada como grupo externo para enraizamento da arvore
(Figura 10). Para a arvore filogenética baseada no gene Serratia, as sequéncias dos genes 16s e
rpoB foram concatenadas, a espécie Enterobacter wuhouensis WCHEs120002 foi utilizada
como grupo externo para enraizamento da arvore (Figura 11).

As sequéncias foram processadas no programa Bioedit versdo 7.0.5.3 Windows
(HALL, 1998), sendo comparadas com linhagens tipo nos bancos de dados Genbank por meio
do BLASTx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e alinhadas no programa CLUSTAL W,
pacote do programa Bioedit. As arvores filogenéticas foram construidas pelo programa MEGA.
O valor do bootstrap (1000 repeti¢des) ¢ demonstrado no inicio de cada nodo, mostrados em
%. A barra de escala representa 2 substituicdes de nucleotideos por posicado em 100

nucleotideos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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387a-2

A
742d'-3
100

Bacillus cereus ATCC 14579

j Bacillus anthracis Vollum

100/ — Bacillus paranthracis Mn5

69

- Bacillus tropicus N24

— Bacillus thuringiensis ATCC 10792

98

— Bacillus proteolyticus TD42

81
hf Bacillus sanguinis BML-BC004

97
L Bacillus wiedmannii FSL W8-0169

Erwinia oleae DAPP-PG 531

p—
0.02

Figura 10 - Arvore filogenética de sequéncias concatenadas dos genes RNA ribossomal 16s e gyrB obtida pelo
método de Neighbor-Joining, tendo Erwinia oleae como grupo externo. As sequéncias geradas neste estudo estdo
sublinhadas. Fonte: MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 11.
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—— Serratia surfactantfaciens YD25
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Figura 11 - Arvore filogenética de sequéncias concatenadas dos genes RNA ribossomal 16s e rpoB obtida pelo
método de Neighbor-Joining, tendo Enterobacter wuhouensis como grupo externo. As sequéncias geradas neste
estudo estdo sublinhadas. Fonte: MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 11

6.9 SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O teste de antibiograma, realizado com as bactérias gram-negativas determina
se ha resisténcia do microrganismo de interesse a diferentes antibidticos. Os isolados
bacterianos foram classificados de acordo com a recomendacéo do fabricante e medicdo do halo
de inibicdo como: suscetivel (S), intermediario (I) ou resistente (R), sendo resistentes aos
antibidticos Amoxicilina, Nitrofurantoina e Metronidazol, e suscetiveis a Amicacina,
Ceftazidima, Ciprofloxacin, Imipenem e Sulfazotrin (Tabela 7), tendo os mesmos resultados

entre si, assim como no sequenciamento genetico.



Tabela 7 - Avaliag¢@o do antibiograma

Tipo de antibiotico

ID Amicacina Amoxicilina Ceftazidima Ciprofloxacin Imipenem Nitrofurantoina Sulfazotrin Metronidazol
321b-2 S R S S S R S R
54a-1 S R S S S R S R
268-1 S R S S S R S R
531a"-2 S R S S S R S R

365bng8-1 S R S S S R S R
365b-2 S R S S S R S R
427b-1 S R S S S R S R
387a-1 S R S S S R S R
459b"2-1 S R S S S R S R

Fonte: elaboracdo propria.
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7. DISCUSSAO

Os isolados que resultaram em maior taxa de mortalidade de lagartas de S.
frugiperda foram identificados molecularmente como B. cereus (n=2) e S. marcescens (n=9).

Estudos realizados por Mora (2023) obtiveram resultados semelhantes, onde
uma cepa de B. cereus foi efetiva para o controle de Euschistus heros (Fabricius, 1798), o
percevejo-marrom. Dutta e Thakur (2021) utilizaram bactérias isoladas de amostras de solo da
rizosfera de cha de Assam para controle de fungos, na qual os isolados promissores passaram
por analise molecular e investigacdo de produgdo de enzimas quitinoliticas, onde B. cereus
ATCC 14579 foi identificado e demonstrou a presenca dessas enzimas que degradam a quitina
presente no exoesqueleto dos artropodes e na parede celular de fungos. Frederiksen et al.,
(2013) também identificaram B. cereus ATCC 14579 (a mesma linhagem de maior similaridade
com os isolados do estudo) como produtor da enzima quitinolitica quitinase C.

Entretanto, diversos estudos envolvendo B. cereus ATCC 14579 (IVANOVA et
al., 2003) demonstraram a presenca de um gene codificador da citotoxina K (PESSOA;
ASTOLFI-FILHO, 2014), que causa da sindrome diarreica, possui atividade citotoxica,
necrotica e hemolitica que se enquadram como fatores primarios de viruléncia em mamiferos.
(ARSLAN et al., 2014; SAMAPUNDO et al., 2011), o que deve ser levado em consideragdo
para futuras pesquisas. H& poucos estudos relacionando B. cereus a caracteristicas
entomopatogénicas devido a sua importancia como patégeno humano, porém, também existem
estudos que obtiveram sucesso na inativagao de genes de B. cereus ATCC 14579 com atividade
enterotoxigénica a mamiferos, demonstrando que existe a possibilidade da inativacao de genes
indesejaveis (LINDBACK et al., 1999).

Os outros 9 isolados demonstraram similaridade com S. marcescens. No que diz
respeito ao potencial entomopatogénico, Bodade (2023) descreveu que diversas espécies do
género Serratia, incluindo S. marcescens, foram isoladas de diversos insetos/térmites
saudaveis, doentes e mortos. Em estudos realizados por Monreal & Reese (2011), S. marcescens
foi considerada a mais ativa dentre 100 organismos testados para producdo de quitinase.

Mason et al. (2022) realizaram experimentos semelhantes com os aqui descritos,
realizando a aplicacao de diferentes isolados de Serratia spp. para controle de S. frugiperda em
condi¢des de laboratério, demonstrando que houve mortalidade das lagartas, em diferentes
niveis e variando com as metodologias aplicadas. Diversos estudos de investigacdo de

caracteristicas inseticidas provenientes de cepas de S. marcescens foram abordados, destacando
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a presenca de proteinas extracelulares, como nucleases, fosfolipases, DNase, lipase, quitinase,
proteases, gelatinase (BARMAN et al., 2020; HINES et al., 1988, HEJAZI e FALKINER, 1997;
TAO et al., 2006, 2007), demonstrando a ampla possibilidade de exploracdo dos diversos
produtos extracelulares dessa bactéria. Além disso, Serratia spp. tem amplos estudos baseados
em seus diversos outros metabolitos secundarios como biossurfactantes, siderdéforos, enzimas
hidrolisantes e potencial promotor de crescimento de plantas (KESWANI et al., 2020; SILVA
et al., 2022). Entretanto, S. marcescens ¢ uma bactéria patogénica a mamiferos, o que ¢ um
entrave na sua utilizagdo na biotecnologia na sua forma ativa mesmo com varios estudos
demonstrando suas atividades entomopatogénicas.

Tanto o sequenciamento do gene 16s quanto do rpoB resultaram em maior
semelhanca genética especificamente com a linhagem SmUNAMS836. Segundo o artigo de
descricdo da linhagem descrito por Sandner-Miranda et al., (2016), S. marcescens
SmUNAMS836 ¢ uma cepa ndo pigmentada, patogénica e com multipla resisténcia a
antibioticos. Phillips; King (1977), descreveram que cepas patogénicas de S. marcescens que
causam infeccdo humana ndo produzem pigmento, formando coldnias incolores facilmente
confundidas com coliformes, o que ¢ similar a aparéncia das colonias das bactérias identificadas
como S. marcescens neste estudo, que ndo produzem pigmento.

No Brasil, Serratia spp. € enquadrada na classe de risco 2 segundo a Portaria
GM/MS N° 3.398, de 7 de Dezembro de 2021 (BRASIL, 2021), que descreve a classificagao
de risco dos agentes biologicos. Dados da OMS também definem que Serratia spp. possui
resisténcia a antibioticos e tem alta taxa de transmissibilidade e mortalidade, demonstrando alto
risco para a saide (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017), sendo estes impedimentos
legais para sua utilizagdo como um bioinsumo em sua forma integra em meio de cultura.
Também foi descrito que S. marcescens tem alto potencial de sobrevivéncia em condi¢des
extremas, como em desinfetantes, antissépticos (MARRIE; COSTERTON, 1981;
NAKASHIMA; HIGHSMITH; MARTONE, 1987), e agua bidestilada (NAKASHIMA;
HIGHSMITH; MARTONE, 1987), sendo um problema grave em hospitais.

Entretanto ha uma alternativa com a utilizagdo de engenharia genética, Okay &
Alshehri (2020) realizaram a clonagem e superexpressdo de um gene quitinolitico de S.
marcescens linhagem Bnl0 em Bacillus subtilis 168, resultando em atividade otima em
condigdes alcalinas e alta temperatura, integrando a caracteristica inseticida desejavel de S.
marcescens inserida em um microrganismo de interesse que ja ¢ amplamente utilizado.
Diversos outros estudos realizado ao longo dos anos exploram a clonagem de genes de

linhagens de S. marcescens que codificam a quitinase chegando a resultados bem sucedidos
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(MURATOGLU et al., 2015; SUNDHEIM; POPLAWSKY; ELLINGBOE, 1988; WU;
CHENG; LI, 2009), sendo essa uma saida para a utilizagdo das caracteristicas desejaveis dos
isolados identificados para aplicagdes biotecnologicas sem o entrave da sua patogenicidade para
mamiferos.

Diversos estudos futuros podem ser abordados, como:

e A investigacdo dos metabolitos secundarios, verificando se hd alguma acdo
benéfica desses compostos;

e Realizar o sequenciamento completo do genoma das bactérias selecionadas,
investigando os genes de interesse que codificam as proteinas inseticidas e os
genes responsaveis pela patogenicidade a mamiferos;

e Utilizar os genes de interesse para testes com superexpressdo do gene e sua
transferéncia para outros organismos benignos utilizando CRISPR-Cas para
edi¢do gendmica;

e Investigar a interagdo entre diferentes isolados, se em sinergia resultam em maior
mortalidade das lagartas em relacdo ao seu efeito isolado;

e Verificar potencial perigo do produto final da pesquisa para mamiferos e
organismos benéficos;

A engenharia genética tem avancado exponencialmente a cada ano, sendo a
exploragdo e manipulagdo do genoma cada vez mais estudado e realizado ao redor do mundo,
tornando a prospeccdo de genes de interesse extremamente necessario para o futuro do
agronegocio e o desenvolvimento de novas tecnologias. As bactérias investigadas nesse estudo
demonstraram alta mortalidade de S. frugiperda, tendo potencial para investigacdo de suas

caracteristicas para o desenvolvimento de novos produtos.
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8. CONCLUSAO

Dos 80 isolados avaliados, 11 isolados demonstraram mortalidade de S.
frugiperda, entre 90 e 100%, e obtiveram sucesso no sequenciamento genético, sendo 2
identificados como Bacillus cereus: 387a-2, 742d'-3; e 9 com Serratia marcescens: 321b-2,
54a-1, 268-1, 531a"-2, 365bng8-1, 365bnp6-3, 427b-1, 387a-1, 459b"2-1. Os isolados 189b"2,
194b e 739a” foram efetivos no screening 2, mas apds passarem por purificagdo nido foram
efetivos separadamente, portanto, ha a possibilidade de investigacao da agdo entomopatogénica
desses isolados em sinergia, sendo os grupos: (189b"2-1, 189b"2-2, 189b"2-3); (194b-1, 194b-
2, 194b-3) e (739a”-1, 739a-2).

Os diversos estudos abordados, junto dos resultados obtidos nesse trabalho

demonstram o potencial dessas bactérias para a aplicacdo na biotecnologia.
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APENDICE A - TABELA DE INFORMACOES COMPLEMENTARES DO
SEQUENCIAMENTO DO GENE RIBOSSOMAL 16S DOS ISOLADOS

SELECIONADOS
(continua)
n - Simil € Dif.  Complet®
A B
Género Rank Espécie Genbank % Jtotal® %
Ref 321b-2 - - - -
Serratia marcescens
1 SMUNAMS36 CP012685 99.72  4/1431 100
g Serratia marcescens
g 2 ATCC 13880 (T) JMPQO01000005 99,58 6/1431 100
3
Serratia nematodiphila
3 DSM 21420 (T) JPUX01000001 99,58  6/1431 100
4 Serratia ureilytica AJ854062 98,95 15/1431 99,5
NiVa 51 (T) ’ ’
Ref 54a-1 - - - -
Serratia marcescens
1 SmUNAMS36 CP012685 99.51 7/1417 100
A Serratia nematodiphila
S 2 DSM 21420 (T) JPUX01000001 99,36  9/1417 100
3 Sorrati
erratia marcescens
3 ATCC 13880 (T) JMPQO01000005 99,22  11/1417 100
4 Serratia ureilytica AJ854062 98,73  18/1417 99,5
NiVa 51 (T) ’ ’
Ref 387a-2 - - - -
1 Bacillus proteolyticus MACHO01000033 100 0/1396 100
TD42 (T)
S 2 Bacillus wiedmannii LOBCO01000053 99,93 1/1396 100
§ FSL W8-0169 (T)
Q
3 Bacillus albus MAOEO01000087 99,93 1/1396 100
N35-10-2 (T)
4 Bacillus luti TD41 (T) MACIO1000041 99,93  1/1396 100
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(continuagdo)
. Simil¢  Dif.  Complet®
A A 4 B
Género Rank Espécie Genbank % Jtotal® %
5 Bacillus sanguinis MW674727 99,93  1/1396 100

BML-BC004 (T)

6 Bacillus cereus CP034551 .1 99,86  2/1396 100

ATCC 14579 (T)

Bacillus tropicus

7 N24 (T) MACGO01000025 99,86  2/1396 100
S
§ 8 Bacillus fungorum (T) MG601116 99,86  2/1396 100
q
Bacillus anthracis
9 Vollum (T) CP076225 99,86  2/1396 100
1o Bacillus paramycoides 1101000012 99,79 3/1396 100
NH24A2 (T) ’
Ref 268-1 - - - -
Serratia marcescens
1 SmMUNAMS36 CP012685 99.65  5/1423 100
3
3 Serratia marcescens
§ 2 ATCC 13880 (T) JMPQO01000005 99,51  7/1423 100
Serratia nematodiphila
3 DSM 21420 (T) JPUX01000001 99,51  7/1423 100
Serratia ureilytica
4 NiVa 51 (T) AJ854062 98,88 16/1423 99,5
Ref 531a”-2 - - - -
1 Serratia marcescens CP012685 99.58  6/1431 100
SmUNAMS836
= 2 Serratia marcescens JMPQO01000005 99,44 8/1431 100
S ATCC 13880 (T)
\W)
A
3 Serratia nematodiphila  JPUX01000001 99,44  8/1431 100
DSM 21420 (T)
4 Serratia ureilytica AJ854062 98,95 15/1431 99,5

NiVa 51 (T)
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(continuagdo)
A - Simil Dif.  Complet®
A B
Género Rank Espécie Genbank Co Jtotal® %
Ref 365bng8-1 - - - -
3
§ Serratia marcescens
§ 1 ATCC 13880 (T) JMPQO01000005 99,66  4/1168 100
Serratia nematodiphila
2 DSM 21420 (1) JPUX01000001 99,49  6/1168 100
Serratia marcescens
3 S UNAMS36 CP012685 99.49  6/1168 100
4 Serratia ureilytica AJ854062 9872  15/1168  99.5
NiVa 51 (T) ’ ’
Ref 365bnp6-3 - - - -
Serratia marcescens
1 S UNAMS36 CP012685 99.68  4/1264 100
3
3 Serratia nematodiphila
§ 2 DSM 21420 (1) JPUX01000001 99,53  6/1264 100
Serratia marcescens
3 ATCC 13880 (T) JMPQ01000005 99,37  8/1264 100
4 Serratia ureilytica AJ854062 98.81 15/1264  99.5
NiVa 51 (T) ’ ’
Ref 742d°-3 - - - -
1 Bacillus proteolyticus 4 ~1101000033 100 0/1396 100
TD42 (T)
2 Bacillus wiedmannii | 61000053 99.93  1/1396 100
FSL W8-0169 (T) ’
%)
S
= Bacillus albus
§ 3 N35-10-2 (T) MAOEO01000087 99,93  1/1396 100
4 Bacillus luti TD41 (T)  MACI01000041 99,93  1/1396 100
Bacillus sanguinis
5 BML.BC004 (T) MW674727 99,93  1/1396 100
Bacillus cereus
6 CP034551.1 99.86  2/1396 100

ATCC 14579 (T)
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(continuagdo)
n L . Simil Dif.  Complet®
A B
Género Rank Espécie Genbank Coy Jtotal® %
Bacillus tropicus
7 N24 (T) MACGO01000025 99,86  2/1396 100
2 8 Bacillus fungorum (T) MG601116 99,86  2/1396 100
™ Bacillus anthracis
9 Vollum (T) CP076225 99,86  2/1396 100
1o Bacillus paramycoides 1\ 101000012 99,79 3/1396 100
NH24A2 (T) ’
Ref 427b-1 - - - -
Serratia marcescens
1 ATCC 13880 (T) JMPQO01000005 99,66 4/1180 100
3
3 Serratia nematodiphila
§ 2 DSM 21420 (T) JPUX01000001 99,66 4/1180 100
Serratia marcescens
3 SmUNAMS36 CP012685 99.66 4/1180 100
4 Serratia ureilytica AJ854062 98,56 17/1180 99,5
NiVa 51 (T) : ’
Ref 459b”°2-2 - - - -
Serratia marcescens
1 SmUNAMS36 CP012685 99.65 5/1437 100
3
§ Serratia marcescens
(% 2 ATCC 13880 (T) JMPQO01000005 99,51 7/1437 100
Serratia nematodiphila
3 DSM 21420 (T) JPUX01000001 99,51 7/1437 100
4 Serratia ureilytica AJ854062 99,03 14/1437 99,5

NiVa 51 (T)
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(conclusdo)
. Simil € Dif.  Complet®
A A 14 B
Género Rank Espécie Genbank % Jtotal® %
Ref 387a-1 - - - -
Serratia marcescens
1 SMUNAMS36 CP012685 99.64 5/1377 100
3
3 Serratia marcescens
(% 2 ATCC 13880 (T) JMPQO01000005 99,49 7/1377 100
Serratia nematodiphila
3 DSM 21420 (T) JPUX01000001 99,49 7/1377 100
4 Serratia ureilytica AJ854062 98,98 14/1377 99,5
NiVa 51 (T) ’ ’
Ref 459b*°2-1 - - - -
S
3 Serratia marcescens
c§ 1 ATCC 13880 (T) JMPQO01000005 99,63 5/1355 100
Serratia nematodiphila
2 DSM 21420 (T) JPUXO01000001 99,63 5/1355 100
Serratia marcescens
3 SMUNAMS36 CP012685 99.63 5/1355 100
4 Serratia ureilytica AJ854062 98,82  16/1355 99,5
NiVa 51 (T) ’ ’

Rank” - Numeragdo da classificagio de similaridade; GenBank® - Numero de acesso da sequéncia no Genbank;
Simil %€ - Similaridade entre as sequéncias; Dif./total® - O nimero de nucleotideos diferentes em relagdo ao
total; Complet* %P - Cobertura da comparagio realizada entre o isolado selecionado e a sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S de referéncia contido no banco de dados. Fonte: Elaboracdo propria.



69

APENDICE B — TABELA DE INFORMACOES COMPLEMENTARES DO
SEQUENCIAMENTO DO GENE RIBOSSOMAL 16S DOS ISOLADOS NAO

SELECIONADOS
(continua)
. . Comp
Género Rank* Espécie Genbank® Sclmll le'n let®
% /total %
Ref 556b”’-1 - - - -
1 Bacillus cereus AE016877 99,64 3/831 100
ATCC 14579 (T) ’
Bacillus albus
2 N35-10-2 (T) MAOEO01000087 99,64 3/831 100
Bacillus luti
3 TD41 (T) MACI01000041 99,64 3/831 100
%)
= Bacillus mobilis
-§ 4 0711P9-1 (T) MACF01000036 99,64 3/831 100
Q
Bacillus sanguinis
5 BML-BC004 (T) MW674727 99,64 3/831 100
Bacillus paramobilis
6 BML-BCO17 (T) MW674728 99,64 3/831 98,5
7 Bacillus toyonensis CP006363 99,52 4/831 100
BCT-7112 (T) ’
Bacillus wiedmannii
8 FSL W8-0169 (T) LOBC01000053 99,52 4/831 100
9 Bacillus proteolyticus MACHO01000033 99,52 4/831 100
TD42 (T)
10 Bacillus pacificus KJ812450 99,52 4/831 100
MCCC 1A06182 (T)
Ref 531a”-1 - - - -
S Bacill
S acillus cereus
S 1 ATCC 14579 (T) AE016877 99,24 6/788 100
q
2 Bacillus albus MAOE01000087 99,24 6/788 100

N35-10-2 (T)
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(continuagdo)
. - Simil € Dif. Complet®
A B
Género Rank Espécie Genbank % Jtotal® %
Bacillus luti luti
3 TD41 (T) MACI01000041 99,24 6/788 100
Bacillus mobilis
4 0711P9-1 (T) MACF01000036 99,24 6/788 100
Bacillus sanguinis
5 BML-BC004 (T) MW674727 99,24 6/788 100
Bacillus paramobilis
< 6 BML-BC017 (T) MW674728 99,24 6/788 98,5
§ Bacillus toyonensis
Qq 7 BCT-7112 (T) CP006863 99,11 7/788 100
Bacillus wiedmannii
8 FSL W8-0169 (T) LOBCO01000053 99,11 7/788 100
g  Bacillus proteolyticus 4 x 01000033 9911 7/788 100
TD42 (T) ’
Bacillus pacificus
10 MCCC 1A06182 (T) KJ812450 99,11 7/788 100
Ref 189b”°2-3 - - - -
1 Bacillus cereus AE016877 96,73  29/888 100
ATCC 14579 (T) ’
2 Bacillus toyonensis CP006863 96,73  29/388 100
BCT-7112 (T) ’
2 3 Bacillus wiedmannii | 55001000053 9673 29/388 100
< FSL W8-0169 (T) ’
Q
S
Q Bacillus albus
4 N35-10-2 (T) MAOEO01000087 96,73 29/888 100
Bacillus proteolyticus
5 TD42 (T) MACHO01000033 96,73 29/888 100
6 Bacillus luti MACIO1000041 96,73  29/388 100

TD41 (T)
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(continuagdo)
. - Simil € Dif. Complet®
A B
Género Rank Espécie Genbank % Jtotal® %
Bacillus mobilis
7 0711P9-1 (T) MACF01000036 96,73 29/888 100
Bacillus pacificus
. 8 MCCC 1A06182 (T) KJ812450 96,73 29/888 100
E 9 Bacillus sanguinis MW674727 96,73  29/388 100
a BML-BC004 (T) ’
jo  Bacillus paramobilis ——yywogi0ne 9673 29/888 98,5
BML-BC017 (T) : :
Ref 194b-1 - - - -
1 Bacillus cereus AE016877 99,75  2/803 100
ATCC 14579 (T) ’
2 Bacillus toyonensis CP006363 9975  2/303 100
BCT-7112 (T) ’
Bacillus wiedmannii
3 FSL W8-0169 (T) LOBC01000053 99,75 2/803 100
Bacillus albus
4 N35-10-2 (T) MAOEO01000087 99,75 2/803 100
g
= Bacillus proteolyticus
S 5 TD42 (T) MACHO01000033 99,75 2/803 100
Q
Bacillus luti
6 TD41 (T) MACI01000041 99,75 2/803 100
Bacillus mobilis
7 0711P9-1 (T) MACF01000036 99,75 2/803 100
Bacillus pacificus
8 MCCC 1A06182 (T) KJ812450 99,75 2/803 100
9 Bacillus fungorum MG601116 99,75 2/803 100
10 Bacillus sanguinis MW674727 99,75  2/803 100

BML-BC004 (T)
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(continuagdo)
. - Simil € Dif. Complet®
A B
Género Rank Espécie Genbank % Jtotal® %
Ref 189b”2-1 - - - -
1 Bacillus cereus AE016877 99,64 3/828 100
ATCC 14579 (T) ’
2 i‘;cs’{ll”g_glf’;‘; MAOE(;WOOOS 99,64  3/828 100
3 ngifﬁ%” MACI(’1100004 99,64  3/828 100
4 Bg;zllizggﬁo(b%l)zs MACF%100003 99,64 3/308 100
© Bacillus sanguinis
g 5 BML-BC004 (T) MW674727 99,64 3/828 100
Q
4
Q . .
Bacillus paramobilis
6 BML-BCO17 (T) MW674728 99,64 3/828 98,5
7 Bacillus toyonensis CP006863 9950  4/328 100
BCT-7112 (T) ’
Bacillus wiedmannii LOBCO0100005
8 FSL WS.0169 (T) 3 99,52 4/828 100
9 BaczllL%L})Ingi?)lytlcus MACH(3) 100003 99,52 4/828 100
10 MBC"é’éh{%%"fJggﬁ) KJ812450 99,52 4/828 100
Ref 268-3 - - - -
Providencia vermicola
1 OPIT (T) AMO040495 99,66 3/884 100
< . .
S 2 F r‘géﬁ”j;jge(t;g)e” AMO040492 9943 5/884 100
3
3
k . . . 0
~ 3 P mwvé‘ﬁl’if(’)% g;‘gg’f;; B CP031123 99,43 5/884 100
Providencia
4 manganoxydans MH644827 99,10 8/884 100

LLDRAG (T)
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(continuagdo)
. Simil € Dif. Complet®
A A B
Género Rank Espécie Genbank o Jtotal® %
Providencia
5 alcalifaciens ABXWO01000071 98,98 9/884 100
DSM 30120 (T)
6 Providencia stuartii AMO040491 9898  9/384 99,3
DSM 4539 (T) ’ ’
Providencia rustigianii
.§ 7 DSM 4541 (T) AMO040489 98.87 10/884 100
N\
= Providencia sneebia
N
E 8 DSM 19967 (T) AKKNO01000006 98,76 11/884 100
Providencia
9 burhodogranariea AKKLO01000058 98,64 12/884 100
DSM 19968 (T)
Providencia
10 heimbachae LXEWO01000058 98.42 14/884 100
ATCC 35613 (T)
Ref 321b-1 - - - -
1 Bacillus cereus AE016877 97,92  14/673 100
ATCC 14579 (T) ’
2 Bacillus toyonensis CP006863 97,92  14/673 100
BCT-7112 (T) ’
3 Bacillus wiedmannii | 5001000053 97.92  14/673 100
FSL W8-0169 (T) ’
2 4 119\1“3"’5’{11“5_31?;‘)5 MAOEO1000087 97,92  14/673 100
E Bacill teolyti
aciius proteowytcus
5 TD42 (T) MACHO01000033 97,92 14/673 100
Bacillus luti
6 TD41 (T) MACI01000041 97,92 14/673 100
Bacillus mobilis
7 0711P9-1 (T) MACF01000036 97,92 14/673 100
Bacillus pacificus
8 MCCC 1A06182 (T) KJ&812450 97,92 14/673 100
9 Bacillus fungorum MG601116 97,92 14/673 100
10 Bacillus sanguinis MW674727 97,92 14/673 100

BML-BC004 (T)
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(continuagdo)
. - Simil € Dif. Complet®
A B
Género Rank Espécie Genbank % Jtotal® %
Ref 739a”-1 - - - -
1 Bacillus cereus AE016877 97,79 21/949 100
ATCC 14579 (T) ’
Bacillus albus
2 N35-10-2 (T) MAOE01000087 97,79 21/949 100
Bacillus luti
3 TD41 (T) MACI01000041 97,79 21/949 100
Bacillus mobilis
4 0711P9-1 (T) MACF01000036 97,79 21/949 100
Bacillus sanguinis
§ 5 BML-BC004 (T) MW674727 97,79 21/949 100
Q
S
QQ Bacillus paramobilis
6 BML-BCO17 (T) MW674728 97,79 21/949 98,5
7 Bacillus toyonensis CP006863 97,68  22/949 100
BCT-7112 (T) ’
g  Bacillus wiedmannii —y B01000053 97,68 22/949 100
FSL W8-0169 (T) ’
Bacillus proteolyticus
9 TD42 (T) MACHO01000033 97,68 22/949 100
Bacillus pacificus
10 MCCC 1A06182 (T) KJ812450 97,68 22/949 100
Ref 742d°-2 - - - -
Paenibacillus
1 taichungensis EU179327 98,75  15/1199 100
BCRC 17757 (T)
%)
= . .
= 2 Paenibacillus KT461879 98,42 19/1200 100
S xylanivorans A59
S
V . .
S Paenibacillus tundrae
2y 3 Ab10b (T) EU558284 97,83  26/1200 100
Paenibacillus pabuli
4 NBRC 13638 (T) BCNMO01000057 97,75  27/1200 100
Paenibacillus
5 dongdonensis KF425513 97,72  27/1182 92,9

KUDCO114 (T)
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(conclusdo)
. - Simil € Dif. Complet®
A B
Género Rank Espécie Genbank % Jtotal® %
Paenibacillus
6 amylolyticus NBRC BIMJ01000009 97,42 31/1200 100
15957 (T)
Paenibacillus
§ 7 xylanilyticus XIL14(T) AY427832 97,17 34/1200 100
§ Paenibacill
ES 8 aenioactiins KY694399 96,67  40/1200 99,1
S panacihumi (T)
N
s
Paenibacillus
9 xylanexedens B22a (T) EU558281 96,50 42/1200 100
jo  Paenibacillus cucumis 15541965 9649  42/1198 988
AP-115 (T) ’ ’
Ref 54a-2 - - - -
Paenibacillus
1 taichungensis EU179327 96,14 41/1063 100
BCRC 17757 (T)
2 Paenibacillus KT461879 9595  43/1063 100
xylanivorans A59
Paenibacillus pabuli  BCNMO0100005
3 NBRC 13638 (T) 7 95,58 47/1063 100
Paenibacillus
4 dongdonensis KF425513 95,33 49/1049 92,9
. KUDCO0114 (T)
3
= Paenibacillus tundrae
§ 5 Ab10b (T) EU558284 95,30 50/1063 100
=
)
& Paenibacillus
6 amylolyticus BIMJ01000009 94,83 55/1063 100
15957 (T)
Paenibacillus
7 xylanilyticus XIL14(T) AY427832 94,64 57/1063 100
Paenibacillus
8 xylanexedens B22a (T) EU558281 94,17 62/1063 100
9 Paenibacillus KY 694399 93,98  64/1063 99,1
panacihumi
Paenibacillus
10 oceanisediminis JF811909 93,79 66/1063 100
L10(T)

Rank?. Numeragdo da classificagdo de similaridade; GenBank®. Ntimero de acesso da sequéncia no Genbank;
Simil %¢. Similaridade entre as sequéncias; Dif./total®. o niimero de nucleotideos diferentes em relagéo ao total;
Complet* %€®. Cobertura da comparagio realizada entre o isolado selecionado € a sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S de referéncia contido no banco de dados. Fonte: Elaboragdo propria.



