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A previsdo é de que o Brasil produzisse 36 milhGes de toneladas de milho em 2003,
sendo que em 2001 o Brasil chegou a produzir 42 milhdes de toneladas. A area cultivada
com milho esta em torno de 12 milhdes de hectares, e 0 gasto anual com inseticidas
quimicos na cultura do milho esta estimado entre U$500 e U$600 milhdes. A lagarta do
cartucho do milho, Spodoptera frugiperda, € uma das mais importantes pragas de milho
no Brasil, e seu dano pode reduzir a producdo em até 34%. O controle deste inseto é feito
principalmente com inseticidas quimicos. Os patdgenos Bacillus thuringiensis e
Baculovirus podem se tornar uma alternativa viavel se usado o isolado corretamente no
controle deste inseto.

O B. thuringiensis é uma bactéria Gram positiva, forma esporos e, produz cristal protéico
durante o processo de esporulacdo. Ocorre naturalmente no solo, insetos mortos, agua e
residuo de graos. O cristal protéico contém delta endotoxinas, que possui propriedades
inseticidas. Este cristal protéico é responsavel por 20-30% da proteina total da célula.
Este patdgeno é ativo contra varias espécies de insetos, é considerado seguro em relacdo
a mamiferos. Uma outra vantagem, é especifico em relacdo aos insetos pragas alvos nas
culturas. A nomeclatura até 1998 era em algarismos romanos: cryl, cryll, crylll, crylV e
cryV. Hoje devido ao grande nimero de genes, usa-se a nimeros arabicos: cryl, cry2,
cry3, cry4...até cry40. Devido ao grande nimero de cole¢des no mundo, hoje a
atualizacdo dos gens Bt ¢ feita através do website
http://www.biols.susx.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/

Estima-se em mais de 60.000 cepas de Bt em todo 0 mundo, e este patégeno vem sendo
usado com bioinseticida ha décadas. Hoje mais de 170 genes especificos que produzem d
endotoxina sdo conhecidos, embora é relatado ndo sendo eficiente no controle da S.
frugiperda. Baseado nestas informacdes, a Embrapa Milho e Sorgo iniciou um
levantamento de cepas de Bt em diferentes regides do Brasil, que incluiam regides
produtoras e ndo produtoras de milho, abrangendo diferentes tipos de solos e culturas ou
qualquer outro microclima (residuos de gréos, insetos mortos, solos de clima arido e
semi- &rido). Os principais objetivos foram: o levantamento de cepas de Bt em diferentes
regides do Brasil, testar cepas contra a lagarta do cartucho em laboratério e, a
caracterizacdo molecular/ndo molecular das cepas mais eficientes. O isolamento foi
realizado através de microscopio de contraste de fase. As col6nias com cristais foram
reisoladas e os resultados confirmados usando microscopia de contraste de fase. Estas
cepas foram usadas em bioensaios contra a lagarta do cartucho. Nos bioensaios forma
usadas larvas de S. frugiperda de 2 dias de idade criadas em dieta artificial (laboratorio).
Foi usada uma suspensao de esporos e cristais. As lagartas foram acondicionadas em
recipientes plasticos descartaveis (50mL) a uma temperatura de 25°C e umidade relativa



de 70% RH, fotofase de 14h/10h. A avaliacdo diaria de mortalidade foi até o 82 dia apds a
infeccdo. Durante a realizacdo dos bioensaios, usaram-se mais de 90.000 larvas, sendo
25larvas/ bioensaio/cepa. As cepas foram consideradas eficientes se a mortalidade foi
superior a 75%. Os bioensaios repetidos para a confirmacdo dos resultados. Até o
presente momento foram coletadas 1731 amostras de solo, de 10 diferentes estados
Brasileiros, abrangendo 4 diferentes regifes e, como saldo um total de 4398 cepas
isoladas. Este banco de microorganismos esta localizado no Laboratdrio de Controle
Bioldgico da Embrapa Milho e Sorgo, sendo mantidas duas cdpias de cada isolado. A
caracterizacdo molecular das cepas mais eficientes mostrou que a maioria dos isolados
apresentou os genes crylAb e crylE, algumas os genes crylB, cryl, crylFb e apenas uma
cepa (1644) o crylC. A literatura menciona que os genes crylD e crylC sdo 0s mais
toxicos para a S. frugiperda, havendo controvérsias, sendo que outros autores
mencionam cry1D, crylE e crylF como sendo os mais eficientes contra a S. frugiperda.
Baseado nesta informacdes, primers para os genes crylCa, crylAb e crylFb, foram
desenhados. O gene crylCa foi entdo amplificado, clonado, sequénciado e depois clonado
em um vetor de expressdo em plantas ().CAMBIA).

Outra linha de pesquisa com o B. thuringiensis é o cultivo deste patdgeno com
produtos alternativos aos meios convencionais de  cultivo. Bioensaios ja foram
realizados utilizando-se de glucose de milho, arroz, farinha de soja com excelentes
resultados. A mortalidade é a mesma de quando se usa 0 meio convencional de
crescimento. O custo de producao sai a R$ 0,07 por hectare.

Os baculovirus sdo o grupo mais comum e mais estudado dentre os grupos de virus
patogénicos a insetos. Isto se deve ao fato de que séo os virus com o maior potencial de
serem usados como agentes de controle bioldgico de pragas. A familia Baculoviridae é
composta de virus com uma simples fita dupa circular de DNA, que infectam um grande
namero de artropodos e contém 3 subgrupos: os virus da poliedrose nuclear (NPV —
nucleopoliedroses), virus de granulose (VG- granulovirus) e os virus ndo oclusos. Todos
0s baculovirus tém uma mesma estrutura bésica: um capsideo envelopado de forma
arredondada. O nucleocapsideo € "core" cilindrico de DNA e proteina. Dentro do
nucleocapsideo, a fita dupla de DNA associa-se heterogeamente com uma proteina basica
e forma um "core" cilindrico.

Os baculovirus sdo muito eficientes em controlar a lagarta do cartucho (denominado
Baculovirus spodoptera) a campo, tanto em aplicagfes com trator e pulverizador costal.
Mas alguns fatores sé@o limitantes na producéo deste bioespesticida em escala comercial.
Dentre os problemas que afetam a producao do Baculovirus spodoptera, a liquefacdo dos
insetos depois de mortos é o principal fator, pois 0s insetos devem ser congelados para
serem coletados. Isto aumenta mao de obra, custo de producdo e um grande espaco em
freezers. Uma das alternativas para este problema é o silenciamento de dois genes
responsaveis pela liquefacdo dos insetos depois de mortos. Apagando-se este gene pode-
se produzir um baculovirus, silenciado em apenas dois genes e, que podera causar a morte
do inseto hospedeiro, porém ndo ira causar a liquefacdo dos tecidos da epiderme. Deste
modo a producdo comercial pode ser agilizada, e o preco final do bioinseticida barateado.
Este é o principal entrave da producdo do B. spodoptera em larga escala.
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