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RESUMO 

 
Simbiontes de insetos como endofíticos: a interação Spodoptera frugiperda (J. E. 

Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) - Zea mays L. (Poales: Poaceae) 
 

Insetos representam a maioria dos seres vivos na Terra. O sucesso 
biológico desses organismos está, em parte, relacionado às associações com 
microrganismos que influenciam aspectos de sua bioecologia, incluindo as 
relações com o primeiro e terceiro níveis tróficos. Assim como os insetos, plantas 
também apresentam associações com microrganismos que podem interferir na 
sua nutrição e relação com patógenos e herbívoros. Esse trabalho buscou 
analisar a capacidade de simbiontes associados a insetos de atuar como 
endofíticos de planta e influenciar, assim, o potencial biótico da planta e a sua 
capacidade de defesa contra a herbivoria, utilizando o modelo milho - 
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Quatro 
simbiontes de insetos foram selecionados. Três deles (IIL-Sfm05, IILSfc-sus01 e 
IIL-Sfb05) associados ao trato digestivo de S. frugiperda e outro (IIL-ASP45) de 
Acromyrmex coronatus (IIL-ASP45). Adicionalmente, um endofítico (IILzm-Idp03) 
isolado do próprio milho foi adicionado como controle positivo. Os ensaios foram 
conduzidos após cultivo de sementes inoculadas com os diferentes 
microrganismos via bio-priming, aplicação no solo e aplicação foliar. Dos cinco 
isolados testados, três (IILSfc-sus01, IIL-Sfb05 e IILzm-Idp03) induziram maior 
crescimento em plantas de milho; porém, a forma de disponibilização dos 
microrganismos influenciou a resposta da planta. O isolado IILzm-Idp03 induziu o 
maior crescimento da planta pela sua disponibilização via bio-priming; IILzm-
Idp03 e IIL-Sfb05 via inoculação do solo; e o isolado IILSfc-sus01 via inoculação 
foliar. Testes biológicos com S. frugiperda em plantas de milho inoculadas ou não 
com os microrganismos selecionados indicaram que dois deles (isolados IIL-Sfb05 
e IIL-ASP45) resultaram em relações patogênicas, chegando à induzir a completa 
mortalidade de insetos alimentados em tecidos foliares de plantas inoculadas 
com esses microrganismos. Testes de preferência alimentar demonstraram que 
as lagartas não foram influenciadas pela alimentação com folhas de plantas 
inoculadas com as bactérias via bio-priming. Estudos comparativos dos índices 
nutricionais de plantas tratadas com as diferentes bactérias, indicaram que 
aquelas tratadas com IIL-ASP45 resultaram no menor crescimento e 
desenvolvimento larval de S. frugiperda, corroborado pelo menor consumo e 
índices nutricionais alcançados nessa fonte de alimento. A alimentação em 
plantas tratadas com IIL-Sfb05 causou 100% de mortalidade larval, não sendo 
possível a avaliação dos índices nutricionais. Os resultados desse trabalho 
demonstram o potencial de manipulação da planta hospedeira por bactérias 
associadas ao herbívoro, bem como o potencial biocida de microrganismos 
associados a insetos. 

 
Palavras-chave: Controle de pragas; Interação inseto-planta; Promotor de 

crescimento; Simbionte 
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ABSTRACT 

 
Symbionts of insects as endophytes: the interaction Spodoptera frugiperda (J. E. 

Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) - Zea mays L. (Poales: Poaceae) 
 

Insects represent most of the living things on Earth. The biological 
success of these organisms is in part related to associations with microorganisms 
that influence aspects of their bioecology, including relationships with the first 
and third trophic levels. Like insects, plants also have associations with 
microorganisms that may interfere in their nutrition and interactions to 
pathogens and herbivores. This work sought to assess the potential of symbionts 
associated with insects to act as plant endophytes and thus to influence plant 
growth and its utilization by the herbivory using the maize - Spodoptera 
frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) model system. Four insect 
symbionts were selected. Three of them (IIL-Sfm05, IILSfc-sus01 and IIL-Sfb05) 
associated with the digestive tract of S. frugiperda and another (IIL-ASP45) with 
the cuticle of Acromyrmex coronatus (IIL-ASP45). Additionally, an endophyte 
(IILzm-Idp03) from maize was added as a positive control. Experiments were 
conducted after inoculation of the different microorganisms via bio-priming, soil 
application and foliar application. Of the five isolates tested, three (IILSfc-sus01, 
IIL-Sfb05 and IILzm-Idp03) induced higher growth in maize plants; however, the 
inoculation of the seeds with the microorganisms influenced the plant response. 
The isolate IILzm-Idp03 induced the highest plant growth when inoculated via 
bio-priming; IILzm-Idp03 and IIL-Sfb05 via soil inoculation; and IILSfc-sus01 via 
foliar inoculation. Biological tests with S. frugiperda on maize plants inoculated 
or not with the selected microorganisms indicated that two of them (IIL-Sfb05 
and IIL-ASP45 isolates) were highly pathogenic, inducing very high larval 
mortality. Our analysis indicated no changes in larval feeding preference. 
Comparative analysis of larval food consumption and utilization indicated that 
plants inoculated with IIL-ASP45 resulted in the lowest growth and larval 
development of S. frugiperda, corroborated by the lower consumption and 
nutritional indexes reached in this food source. Feeding in plants inoculated with 
IIL-Sfb05 caused 100% larval mortality, and it was not possible to evaluate the 
nutritional indexes. Our data demonstrate the potential for manipulation of the 
host plant by bacteria associated with the herbivore, as well as the biocidal 
potential of insect - associated microorganisms. 

 

Keywords: Insect-plant interaction; Growth promoter; Pest control; Symbiont 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os insetos representam a maioria da biodiversidade da Terra, tendo originado há 

pelo menos 400 milhões de anos (GRIMALDI; ENGEL, 2005). Uma das chaves para o sucesso 

biológico desse grupo de artrópodes é o estabelecimento de associações com 

microrganismos simbiontes (KIKUCHI et al., 2009). Associações de simbiose levam a 

mudanças que beneficiam o seu hospedeiro, melhorando a resposta do sistema imunológico 

do hospedeiro contra patógenos e parasitoides, por exemplo (FELDHAAR, 2011; FLÓREZ et 

al. 2015). As associações de simbiose mais evidentes são aquelas relacionadas à adaptação 

nutricional, que contribuem para a melhor aquisição de nutrientes e processamento da 

dieta, fornecendo, ao inseto, nutrientes que de outra forma estariam indisponíveis 

(DOUGLAS, 2009).  

A associação insetos – simbiontes benéficos é comum àqueles insetos que utilizam 

recursos alimentares de composição nutricional restrita, como os sugadores de seiva, que 

contam com dieta pobre em aminoácidos essenciais, e os fitófagos e xilófagos, os quais 

fazem uso de alimentos ricos em compostos estruturais não digeríveis, tais como celulose e 

lignina, e/ou alimentos com alta diversidade de xenobióticos com ação anti-herbivoria 

(DOUGLAS, 1998; SCHOONHOVEN et al., 2005). Com isso, microrganismos associados a 

insetos podem ser importantes mediadores de interações diretas e indiretas de herbívoros 

com suas plantas hospedeiras (BARBOSA et al., 1991). Um exemplo clássico é o dos pulgões 

que se alimentam de floema e a bactéria obrigatória Buchnera aphidicola, a qual é 

responsável pela síntese de aminoácidos essenciais e vitaminas que complementam o valor 

nutricional do recurso alimentar explorado, de forma a atender as exigências nutricionais do 

inseto (BAUMANN et al., 1995; MORAN et al., 2005; VAN HAM et al., 2005). 

Para sua sobrevivência, as plantas respondem ao ataque de insetos herbívoros e 

patógenos ativando suas vias de defesa (KESSLER; BALDWIN, 2002). Quando ocorrem danos 

no tecido vegetal, as plantas iniciam a produção de moléculas sinalizadoras que ativam suas 

vias de defesa, como o ácido jasmônico (JA) e o etileno (ET) (PIETERSE et al., 2009). Insetos 

herbívoros de sucesso conseguem desenvolver estratégias para superar estas e outras vias 

de defesa da planta (SUGIO et al., 2014). Recentemente, foi demonstrado que o contato de 

microrganismos da microbiota intestinal de Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) 
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(Lepidoptera: Noctuidae), eliminados junto aos pellets fecais das lagartas, com o tecido 

danificado da planta de milho, induziu a ativação dos mecanismos de defesa da planta, 

tornando a mesma menos suscetível ao ataque por patógenos, demonstrando que a 

microbiota de insetos pode modificar as interações estabelecidas pela planta (RAY et al., 

2015). Além do contato via fezes, a microbiota associada a insetos pode entrar em contato 

com a planta hospedeira através de secreções orais da larva e oviposição, induzindo assim 

alterações na resposta de defesa das plantas hospedeiras (CHUNG et al., 2013; HILKER; 

MEINERS, 2006; SARMENTO et al., 2011). Além de influenciar a resposta imunológica de 

plantas hospedeiras, a microbiota associada a insetos também pode afetar o crescimento de 

plantas devido à maior fixação de nitrogênio e produção de ácido indol 3-acético (IAA) e 

ácido salicílico (INDIRAGANDHI et al., 2008). 

Com base em todos os aspectos que podem ser influenciados pela interação planta-

inseto-microrganismos simbiontes, esse trabalho visa entender o papel de componentes da 

microbiota intestinal de S. frugiperda na modificação da interação herbívoro - planta e na 

capacidade de crescimento de plantas de milho. O melhor conhecimento dessas relações 

levará ao maior entendimento das interações inseto-simbionte-planta e à exploração 

racional de novas formas de controle dessa praga ou de promoção de crescimento de 

plantas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

  

2.1. Microbiota associada a insetos 

 
O conceito de simbiose foi descrito pela primeira vez por De Barry, em 1789, em seu 

trabalho intitulado “Die Erscheinung der Symbiose”, no qual definiu simbiose como um 

fenômeno em que organismos diferentes vivem juntos, ocorrendo com frequência entre 

eucariotos e microrganismos (OULHEN et al., 2016). As associações de simbiose ocorrem em 

uma ampla gama de seres vivos, de organismos unicelulares a multicelulares, de procariotos 

a eucariotos, de plantas a animais e de invertebrados a vertebrados (LI et al., 2008;  

MARGULIS;  FESTER, 1991; ZILBER-ROSENBERG; ROSENBERG, 2008). Rizobactérias são 

exemplos de microrganismos que vivem em simbiose com plantas, estabelecendo relação de 

mutualismo na qual induzem o crescimento das plantas, enquanto as mesmas fornecem 

carbono derivado da fotossíntese para o seu metabolismo (OLDROYD, 2013; VESSEY, 2003). 

Relações de simbiose podem ser basicamente de parasitismo, mutualismo e 

comensalismo, na qual cada interação pode ser benéfica ou prejudicial para os indivíduos 

envolvidos, dependendo das diferentes fases de sua história de vida ou das condições 

ambientais em que se encontram. Quando um simbionte afeta negativamente seu 

hospedeiro, a relação é de parasitismo; comensalismo é quando uma das espécies se 

beneficia sem afetar a outra espécie; no mutualismo, o benefício é reciproco ao hospedeiro 

e simbionte (BOUCHER, 1982; KLEPZIG et al., 2009; PARMENTIER; MICHEL, 2013). 

Os insetos são o grupo de organismos mais rico em espécies (GIL et al., 2004). Um 

dos fatores chave no sucesso evolutivo desse grupo é a associação com microrganismos 

simbiontes que oferecem o enriquecimento nutricional aos hospedeiros, levando à 

adaptação a uma grande variedade de dietas (DOUGLAS, 1989; DALE; MORAN, 2006; 

ISHIKAWA, 2003; MORAN; BAUMANN, 2000).  

Os simbiontes de insetos podem ser vírus, fungos, protistas ou bactérias; podem 

estar localizados externamente, os ectossimbiontes, ou internamente ao corpo do 

hospedeiro, conhecidos como endossimbiontes (KIKUCHI, 2009; MORAN, 2006). 

Endossimbiontes associam-se normalmente ao lúmen intestinal, hemocele e espaços 

intracelulares de seus hospedeiros, podendo ser obrigatórios ou facultativos (HOSOKAWA et 
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al., 2006; KIKUCHI; HOSOKAWA; FUKATSU, 2007). Simbiontes localizados em estruturas 

celulares especializadas (bacteriócitos) e que apresentam papel nutricional são 

denominados de obrigatórios ou primários, já que se tornam fonte indispensável de 

nutrientes essenciais ao hospedeiro (BOUTZIS; MILLER, 2003; PONTES; DALE, 2006; 

WERNEGREEN, 2002). Simbiontes facultativos ocorrem intra ou extracelularmente e têm 

associação esporádica com seus hospedeiros. Esses simbiontes podem estabelecer relações 

diversas, visto que em alguns casos atuam como mutualistas, enquanto que em outros como 

patógenos (CHEN; PURCELL, 1997; FUKATSU et al., 2000; PONTES; DALE, 2006; FUKATSU et 

al., 2000; PONTES; DALE, 2006; OLIVER et al., 2003) 

 

2.2. Interações inseto-simbionte-planta 

 
As bactérias simbiontes representam elementos fundamentais nas interações 

inseto-planta, já que podem influenciar aspectos da fisiologia, ecologia, reprodução e 

comportamento de seus hospedeiros, o inseto (LEUNG; POULIN, 2008; MORAN, 2006). Um 

grande número de insetos herbívoros abrigam bactérias simbiontes e, como consequência, 

são capazes de prosperar em fontes de alimento de valor nutricional limitado, ou seja, dieta 

pobre em nutrientes para seu desenvolvimento e sobrevivência  (CLARK et al., 2010).  

Na presença da herbivoria ou de danos mecânicos, os níveis de compostos de defesa 

da planta aumentam, começando, assim, uma batalha entre planta e herbívoro. Essas 

defesas induzidas consistem em três principais componentes: I) de percepção; II) de 

regulação; e III) de defesa (WU; BALDWIN, 2010). Um desses sistemas de reconhecimento ou 

percepção do herbívoro envolve a presença de moléculas exógenas que são fornecidas às 

células de plantas através de secreções do inseto herbívoro, provocando uma resposta de 

defesa no hospedeiro (HOWE; JANDER, 2008). 

A resposta de defesa da planta depende da estrutura bucal do herbívoro 

(MITHOFER; BOLAND, 2008). Insetos mastigadores podem depositar pequenas quantidades 

de saliva ou secreções orais no tecido vegetal danificado, e os componentes ativos presentes 

na saliva/secreções orais, denominados de elicitores associados a herbívoros (Haes) ou 

padrões moleculares associados a herbívoros (Hamps) (ERB et al., 2012; SCHMELZ et al., 

2009), que induzem respostas específicas de defesa à herbivoria (BONAVENTURE et al., 

2011; BONAVENTURE, 2012). Essas respostas podem envolver alterações metabólicas, como 
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a ativação da via do ácido jasmônico (JA), que resulta na alteração da expressão gênica e no 

padrão de crescimento e desenvolvimento das plantas (BONAVENTURE et al., 2011; 

KESSLER; BALDWIN, 2002). 

 

2.3. Microbiontes como promotores de crescimento de plantas 

 
A procura de novas formas de produção de alimentos de maneira sustentável se faz 

urgente, dado o crescente aumento da população mundial, aliado ao uso intensivo da terra e 

dos recursos naturais, assim como o uso intensivo de adubos químicos e inseticidas (LIU et 

al., 2015). Na literatura há relatos que comprovam os efeitos benéficos de bactérias 

promotoras de crescimento de plantas (BATISTA et al., 2018;  EGAMBERDIYEVA, 2007; 

HAYAT et al., 2010) . 

Um dos grupos mais estudados de bactérias promotoras de crescimento de plantas 

é o das rizobactérias. Rizobactérias podem ser definidas como bactérias indispensáveis 

presentes na rizosfera das raízes da planta que, quando associadas, podem estimular o 

crescimento da planta hospedeira (BHATTACHARYYA, 2012). Rizobactérias podem atuar 

como bioestimuladores, auxiliando na fixação biológica de nitrogênio e na mineralização do 

fósforo (VESSEY, 2003; HAYAT et al., 2010), fitoestimuladores, produzindo fitormônios 

(BATISTA et al., 2018;  SOMERS et al., 2004),  e biopesticidas (LEONG, 1986; CHATTERTON; 

PUNJA, 2009; CHANDLER et al., 2008).  

A coevolução entre plantas, bactérias e insetos ocasionou uma elevada inter-

relação entre eles (WIELKOPOLAN; OBRĘPALSKA-STĘPLOWSKA, 2016). Indiragandhi et al. 

(2008), em estudo com bactérias isoladas a partir do intestino de Plutella xylostella, 

observaram que os isolados eram capazes de produzir ácido indol-3-acético (IAA) e ácido 

salicílico, além de realizar fixação biológica de nitrogênio. Estes mesmos autores observaram 

a capacidade destas bactérias em estimular o crescimento de plantas de tomate e canola. 

Esses estudos apontam para a capacidade de rizobactérias e de bactérias associadas 

a insetos de induzir i) o crescimento da planta e ii) a resistência a doenças e ao padrão de 

herbivoria de insetos praga.  
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2.4. Vias de sinalização de resposta de defesa da planta à herbivoria 

 
Plantas são fontes de alimentos para diversas espécies de insetos. Sendo assim, os 

insetos utilizam-se de várias estratégias para obter o máximo de nutrientes necessário. Nas 

relações inseto-planta, ambas as partes enviam e recebem sinais químicos que determinam 

o resultado dessa interação. O contato dos quimiorreceptores dos insetos presentes no 

aparelho bucal, nas antenas e nos tarsos, por exemplo, servem para avaliar a adequação da 

planta como fonte de alimento. De forma semelhante, as células vegetais apresentam 

mecanismos de percepção que permitem reconhecer e responder ao movimento, ferimento 

pela alimentação e compostos presentes nas secreções orais de insetos, desencadeando, por 

fim, respostas do sistema imunológico (HOWE; JANDER, 2008). A ativação do sistema 

imunológico pode ocorrer em resposta a fitormônios, que são pequenas moléculas 

essenciais para a regulação do crescimento, desenvolvimento, reprodução e sobrevivência 

das plantas. Os fitormônios agem como moléculas de sinalização, ocorrendo em baixas 

concentrações. Fitormônios como o ácido jasmônico (JA), ácido salicílico (AS) e etileno (ET) 

desempenham papel fundamental na indução de respostas de defesa da planta (DICKE; 

POECKE, 2002;  PIETERSE et al., 2009). 

Howe e Jander (2008) mostraram que o ácido jasmônico possui função de 

sinalização de compostos de regulação endógena da resistência de plantas a herbívoros, 

promovendo a reprogramação do sistema de expressão de genes de defesa e a regulação 

dessa resposta. O ácido salicílico, por outro lado, interfere nas respostas mediadas pelo 

ácido jasmônico, envolvidas na defesa contra herbivoria por artrópodes, bloqueando a 

biossíntese do ácido jasmônico e induzindo a expressão de genes ligados à resposta 

antimicrobiana (DOARES et al., 1995). As vias JA e ET agem em conjunto, regulando os níveis 

um do outro, quando são causados ferimentos às plantas (DONNELL et al., 1996).  

O envolvimento de fitormônios na imunidade da planta sugere que o controle do 

crescimento, desenvolvimento e defesa estão interligados em uma complexa rede de vias de 

sinalização cruzada. A grande importância da regulação dessa rede se dá pelo fato de 

permitir que as plantas se adaptem rapidamente ao seu ambiente, utilizando seus recursos 

de forma eficiente. Acredita-se que a regulação desses hormônios às respostas de defesa 

induzidas evoluiu para economizar energia em condições desfavoráveis, como a de danos 
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por patógenos ou insetos, envolvendo custos somente quando as defesas são ativadas 

(PIETERSE et al., 2009). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1. Criação de Spodoptera frugiperda 

 
Os insetos utilizados nos experimentos foram provenientes de criação estoque de S. 

frugiperda mantida em condições de laboratório. Lagartas recém-eclodidas foram mantidas 

em recipientes plásticos (100 mL) contendo dieta artificial à base de feijão, germe de trigo e 

levedura de cerveja, segundo Greene et al. (1976). Após atingirem o segundo instar, as 

larvas foram acondicionadas individualmente em recipientes de plástico (50 mL) contendo 

dieta artificial, onde permaneceram até a fase de pupa. Posteriormente, as pupas foram 

transferidas para recipientes de acrílico (13 x 13 x 3,5 cm) forrados com papel filtro 

levemente umedecido com água estéril para a emergência dos adultos. Adultos recém-

emergidos foram transferidos para gaiolas de PVC (10 x 22 cm) revestidas com papel sulfite 

como substrato para a oviposição, contendo seis casais por gaiola, alimentados com solução 

de mel a 10%. Os insetos foram mantidos em condições controladas de criação (25±1°C; 

70±10% U.R.; fotofase de 14 h). 

 
3.2. Isolamento e cultivo de bactérias associadas ao trato digestivo de Spodoptera 

frugiperda 

 
Lagartas de quinto ínstar de S. frugiperda foram esterilizadas superficialmente em 

banhos sucessivos em 5% de hipoclorito de sódio (1x - 5 min), 70% etanol (1x - 5 min) e 

enxague final em água deionizada estéril (3x - 1 min). As lagartas esterilizadas foram 

dissecadas em solução salina estéril (0,8 % NaCl) em capela de fluxo laminar para a obtenção 

do trato digestivo. O trato digestivo foi lavado em banhos sucessivos em solução salina 

estéril e armazenados em recipientes plásticos estéreis contendo 1 mL de solução salina 

para posterior cultivo da microbiota obtida. Também foram coletados pellets fecais de 

lagartas de último ínstar de S. frugiperda contidos no recipiente de sua criação, sendo 500 

mg adicionado a 10 mL de solução salina.  Tanto o intestino quanto as fezes foram 

macerados com auxílio de pistilo estéril em condições assépticas até a completa 

homogeneização das amostras.   

As amostras obtidas foram utilizadas para o plaqueamento dos meios de cultura 

utilizados, seguindo a proporção de 1 inseto equivalente/mL de solução salina. Diluições 
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seriadas (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000), para cada amostra obtida, foram 

preparadas e 50 µL de cada solução foram inoculados nos seguintes meios de cultivo: ágar 

nutriente - NA (Acumedia®), Luria Bertani - LB (Acumedia®), SM3 (TAN et al., 2006), ISP2 e 

ISP4 (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). O material foi incubado a 28°C para o crescimento das 

colônias, sendo as placas monitoradas diariamente até a observação de crescimento de 

colônias. As colônias foram isoladas de acordo com suas características morfológicas 

(tamanho, cor e formato) em cada meio de cultura testado. Cada morfotipo/meio de cultura 

foi amostrado (3 isolados para cada morfotipo/meio) e cultivado em meio líquido (o mesmo 

utilizado para o isolamento inicial, exceto para o meio NA que foi substituído por LB) para 

posterior extração do DNA genômico e identificação putativa pela análise do gene 16S do 

RNA risobossomal (16S rRNA).   

 

3.3. Identificação putativa das bactérias cultiváveis associadas ao trato digestivo de 

Spodoptera frugiperda  

 
Os morfotipos selecionados foram cultivados a 28°C, por 24 h, sob agitação 

constante (120 rpm), em 2 mL do mesmo meio de cultivo líquido em que a bactéria foi 

isolada, sendo que uma alíquota de 1 mL foi utilizada para a extração de DNA genômico 

(gDNA). O gDNA obtido foi utilizado para a identificação putativa e análise sistemática dos 

isolados obtidos. O restante das células obtidas no cultivo foi preservado em solução de 20% 

glicerol. Os microrganismos preservados foram depositados na Coleção de Simbiontes de 

Insetos, mantidos a -80°C. Todos os isolados também foram mantidos em meio sólido e 

utilizados nos ensaios propostos. 

Os isolados foram caracterizados e identificados putativamente por análises de PCR-

RFLP do gene 16S do RNA ribossomal como marcador molecular. Para essas análises, o gDNA 

dos isolados foi extraído segundo Sunnucks e Hales (1996). A qualidade do material genético 

extraído foi verificada em espectrofotômetro Epoch™ e por eletroforese em gel de agarose a 

0,8% (w/v) contendo 0,5 μg/mL de brometo de etídio, em tampão 1x TAE (40 mM Tris-

acetato, 1 mM EDTA, pH=7,2), sob voltagem constante de 100 V. A visualização das bandas 

foi feita em transluminador UV acoplado a fotodocumentador (DNR Bioimaging Systems). 

O gDNA obtido foi utilizado para a amplificação do gene 16S do rRNA por meio de 

reação de PCR utilizando 10-20 ng de amostra do gDNA, tampão da enzima (1x), 2 mM 
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MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,32 μM de cada iniciador de um dos dois conjuntos utilizados, 

8f e 1491r (8f - 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; 1491r - 5’-GGTTACCTTGTTACGACT-3’) ou 

27f e 1525r (27f - 5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’; 1525r 5’ -AAGGAGGTGWTCARCC-3’)  

(WEISBURG et al., 1991) e 0,625 U Taq DNA polimerase (Promega), em reação com volume 

final de 25 μL. As amplificações para os iniciadores 8f e 1491r foram conduzidas em 

termociclador programado a 95°C por 4 min (1 ciclo); 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C 

por 2 min (35 ciclos); e 72°C por 10 min (1 ciclo). Para os iniciadores 27f e 1525r, o 

termociclador foi programado a 95°C por 5 min (1 ciclo); 94°C por 15 s, 52°C por 30 s, 72°C 

por 2 min (35 ciclos); e 72°C por 5 min (1 ciclo). O produto da reação foi analisado em gel de 

agarose a 1,5% contendo 0,5 μg/mL de brometo de etídio, em voltagem constante de 100 V 

em tampão TAE 1x (40 mM tris-acetato, 1 mM EDTA, pH= 7,2) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). 

A visualização das bandas foi feita em transluminador UV acoplado a fotodocumentador 

(DNR Bioimaging Systems).   

Os amplicons obtidos foram submetidos à análise de polimorfismo de tamanho dos 

fragmentos de restrição (PCR-RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism) via digestão 

com quatro enzimas de restrição informativas EcoRI, HinfI, MseI e DdeI (Promega). Uma 

alíquota de cada amostra de PCR foi digerida em mistura de reação (enzima, tampão e 

água), de acordo com as instruções do fabricante (Promega). Os produtos de digestão foram 

resolvidos via eletroforese em gel de agarose a 1,5%. O tamanho dos fragmentos de 

restrição foi estimado graficamente usando o programa GelQuant (DNR Bio-Imaging Systems 

Ltd.) e marcador molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen) como referência. As amostras 

que compartilharam os mesmos perfis morfológicos, de crescimento e de RFLP foram 

agrupadas e um amplicon de referência foi selecionado para sequenciamento completo. 

Os amplicons obtidos foram tratados com enzimas (exonuclease e fosfatase 

alcalina) para a eliminação de resíduos de iniciadores e dNTPs. Dez μL do produto de PCR 

foram misturados a 1 U de exonuclease (Promega) e 1 U de fosfatase alcalina (Promega). As 

amostras foram incubadas em termociclador programado a 37°C por 30 min e depois a 80°C 

por 15 min. Os amplicons purificados foram submetidos ao sequenciamento bidirecional 

pelo método de Sanger junto ao Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH), da 

Universidade de São Paulo, utilizando os iniciadores originalmente empregados. Foram 

obtidos, aproximadamente, 1500 pb do gene 16S rRNA via sequenciamento com os 

iniciadores empregados na reação original de amplificação (TURNER et al., 1999). 
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As sequências de 16S rDNA obtidas foram visualizadas e editadas manualmente no 

programa FinchTV v1.4.0 (Geospiza Inc.) e montadas com auxílio da ferramenta BLAST. As 

sequências completas (≈ 1.500 pb) de bactérias mais próximas aos isolados foram obtidas e 

comparadas àquelas disponíveis junto aos bancos de dados do “National Center for 

Biotechnology Information” (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do EzTaxon-e 

(http://www.ezbiocloud.net/identify; KIM et al., 2012). Em seguida, as sequências foram 

alinhadas com a ferramenta ClustalW disponível no programa MEGA 7.0 (KUMAR et al., 

2016). Com a análise de distância por alinhamento par-a-par foi obtida os diferentes padrões 

de restrição para melhor selecionar as sequências para a árvore filogenética, onde 

sequências que compartilhavam acima de 99% de similaridade foram agrupadas e uma das 

sequências foi aleatoriamente selecionada como representativa do grupo. As sequências 

alinhadas foram submetidas ao processo de seleção do melhor modelo para a análise 

filogenética, utilizando das ferramentas disponíveis no MEGA7.0. Relações filogenéticas 

foram inferidas através do teste de Neighbor-joining para a obtenção da árvore filogenética, 

utilizando-se o modelo de distância Kimura 2- parâmetros, com 1.000 interações e valor do 

parâmetro gama de 0,22 (SAITOU; NEI, 1987).  

 

3.4. Efeito de isolados da microbiota de Spodoptera frugiperda na germinação e 

crescimento do milho 

 
3.4.1. Cultivo e manutenção das plantas 
 

Sementes do híbrido 30F53 (Dupont Pioneer - híbrido convencional) foram 

semeadas em vasos de 1,5 L (12 x 14 x 8 cm) contendo terra vegetal (Fert Solo) autoclavada 

para eliminar a presença de microrganismos que pudessem interferir nos experimentos. 

Foram semeadas quatro sementes por vaso. O desbaste manual foi realizado seis dias após a 

semeadura, sendo mantida apenas uma planta por vaso, de tamanho padronizado, de 

aproximadamente 15 cm de altura. A adubação foi feita juntamente com a irrigação de 

forma a suprir as necessidades hídricas e nutricionais das plantas. Cada vaso recebeu, 

semanalmente, 100 mL de solução mineral (0,83 g/L de MgSO4, 0,36 g/L de KNO3, 0,14 g/L 

de MAP, 0,02 g/L de Zn, 0,03 g/L de Cu e 0,09 g/L de Fe) e 200 mL de solução nutritiva [0,08 

g/L de NH4NO3 e 0,91 g/L de Ca(NO3)2] (RAIJ, 1991). Os vasos foram mantidos em condições 
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de cultivo protegido, com registro de temperatura e umidade relativa do ar com Data logger 

(Tinytag ultra 2) (Figura 1).  

 

Figura 1. Temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) da estrutura para cultivo protegido, no 
período dedicado aos ensaios (23 de março a 04 de maio de 2017). 

 
3.4.2. Preparação do inóculo 
 

Cinco isolados foram selecionados para a verificação do potencial de indução de 

crescimento e de interferência na relação planta – herbívoro em plantas de milho. Assim, 

três isolados comuns à microbiota intestinal de lagartas de S. frugiperda foram selecionados. 

Dois deles isolados nesse trabalho (IIL-Sfm05 e  IIL-Sfb05), sendo o terceiro (IILSfc-sus01) 

adicionado ao conjunto de microrganismos por ter sido isolado de S. frugiperda em 

trabalhos anteriores (ALMEIDA et al., 2017). O efeito da microbiota intestinal de S. 

frugiperda no crescimento de plantas de milho e na relação planta - herbívoro foi 

comparado àquele induzido por bactéria endofítica isolada de plantas de milho (IILzm-Idp03) 

e bactéria associada externamente à cutícula da formiga Acromyrmex coronatus (IIL-ASP45). 

O pré-inóculo e crescimento dos isolados selecionados foram obtidos em meio de 

cultura TSB (Tryptone Soya Broth, Acumedia®). As bactérias foram cultivadas a 28°C, sob 

agitação constante (120 rpm), sendo a curva de crescimento determinada pela tomada de 

leituras da absorbância a 600 nm em espectrofotômetro para a determinação da densidade 

óptica (O.D.). Em cada tomada de leitura de absorbância do meio, alíquotas de 100 µL dos 

meios de cultivo foram submetidas a diluições seriadas para a determinação do número de 



26 
 

 

células viáveis pelo teste de microcolônias. Assim, 10 µL de cada diluição, na forma de gotas, 

foram inoculadas em triplicata em placas contendo meio TSA. As placas foram incubadas em 

estufa biológica a 28°C, observando, a cada 8 h, o número de unidades formadoras de 

colônias (UFC).  Após o crescimento e determinação da concentração de células viáveis no 

meio, as células foram sedimentadas via centrifugação e ressuspensas em meio mínimo M9 

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001) para atingir concentração final de 108 UFC/mL, para testes 

posteriores. 

 

3.4.3. Disponibilização dos microrganismos selecionados às plantas de milho 
 
Os isolados selecionados foram disponibilizados às plantas de milho seguindo três 

procedimentos: I) inoculação via semente ou bio-priming, II) aplicação junto ao solo e III) 

aplicação foliar. As sementes utilizadas em todas as formas de aplicação foram desinfectadas 

superficialmente em 70% etanol e 5% hipoclorito de sódio, com posterior enxague em água 

deionizada estéril.  

O método de bio-priming (MÜLLER; BERG, 2008) foi utilizado no tratamento de 

sementes e consistiu da incubação de 150 sementes de milho em 250 mL de suspensão de 

108 UFC/mL, sob agitação constante (12 h x 20°C x 100 rpm). Posteriormente, as sementes 

foram secas por 24h em papel filtro a temperatura de 20°C e semeadas na sequência. Para a 

disponibilização das bactérias via tratamento do solo, 10 mL de inóculo a 108 UFC/mL foram 

adicionados a 150 mL de água deionizada. Essa suspensão de bactérias foi então utilizada na 

umidificação do substrato contido em cada vaso de 1,5 L (12 x 14 x 8 cm). A aplicação foi 

feita com a semente já semeada no sulco e coberta com 3 cm de solo. A aplicação foliar de 

suspensões de bactérias foi realizada em plantas no estágio de desenvolvimento V4-V5. A 

última folha completamente expandida da planta teve sua superfície levemente danificada 

pelo contato abrasivo com uma lixa de 15 mm de diâmetro. Sobre o local danificado foram 

imediatamente depositados 50 μL da solução inóculo a 108 UFC/mL das diferentes bactérias 

(RAY et al., 2015) (Figura 2). As plantas controles foram inoculadas com o meio mínimo M9, 

conforme cada forma de aplicação. 

A terra vegetal utilizada nos ensaios foi autoclavada para a eliminação da influência 

de microrganismos contaminantes. Em seguida, os vasos foram preenchidos com 1200 g de 
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solo, etiquetados e semeados, assim como descrito anteriormente para cada forma de 

inoculação. 

 

 
Figura 2. Inoculação via foliar de isolados de bactérias em plantas de milho. Lixa usada para o 
ferimento e detalhe da folha do milho ferida e tratada com solução das bactérias selecionadas para 
avaliação. 

 
3.4.4. Avaliação do papel de isolados de bactérias no crescimento da planta 
 

Para os tratamentos realizados nas sementes, bio-priming e tratamento de solo, o 

efeito das diferentes bactérias na germinação das sementes foi verificado pela determinação 

do Índice de Velocidade de Emergência (IVE), pelo cálculo proposto por Maguire (1962). 

 

 

Em que: 

E1, E2 e En= Número de plântulas normais computadas da primeira à última 

contagem; 

N1, E2 e En= Número de dias da semeadura da primeira à última contagem. 

 

O efeito dos tratamentos de sementes via bio-priming e solo com soluções de 

bactérias no crescimento inicial das plantas foi determinado aos 12, 17, 22, 27 e 30 DAE. 

Para a inoculação via foliar, os tratamentos foram avaliados aos 12 e 30 DAE devido ao 

contato com as bactérias ter sido iniciado após o estágio de desenvolvimento V4-V5. Em 
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cada um desses períodos amostrais foram coletados dados de altura de planta (cm), 

diâmetro do colmo (mm) e número de folhas por planta.  A altura da planta foi avaliada da 

superfície do solo até a ponta da última folha expandida. O diâmetro do caule foi 

determinado com auxílio de paquímetro digital, realizando a medida junto à base do colmo. 

Após atingirem o estágio V8, as plantas foram removidas do vaso e separadas do sistema 

radicular. O sistema radicular foi retirado e lavado em água corrente com ajuda de peneira 

de metal. As partes aérea e radicular das plantas foram acondicionadas em sacos de papel 

separadamente e mantidas em estufa de secagem com circulação forçada de ar a 65°C, até 

atingirem peso constante, para a quantificação da massa de matéria seca com o auxílio de 

balança analítica (Mettler, precisão 0,0001 g). 

Os ensaios foram compostos pelas diferentes formas de aplicação: I) semente ou 

bio-priming; II) solo e III) foliar. O experimento foi conduzido com delineamento 

inteiramente casualizado, com 8 repetições em triplicata, totalizando em 24 vasos. Cada 

unidade experimental foi composta por três vasos, contendo uma planta de milho cada. Para 

a análise utilizou-se a média dos valores observados nas triplicatas. Para testar os 

pressupostos da análise de variância (ANOVA), foram empregados os testes de normalidade 

(SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade das variâncias (HARTLEY, 1950) para todas as 

análises. Os dados referentes ao IVE foram submetidos à análise de variância em arranjo 

fatorial 2 x 6 (inoculação via bio-priming e solo x bactérias). Nas análises de matéria seca das 

partes aérea e radicular e da razão da parte aérea e radicular das plantas, os experimentos 

seguiram arranjo fatorial 3 x 6 (inoculação via bio-priming, solo e foliar x bactérias). Em 

ambos os experimentos, as variáveis foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. As análises foram realizadas utilizando os recursos disponíveis no programa 

estatístico R (CORE TEAM, 2016). Para as variáveis de altura de planta, diâmetro do colmo e 

número de folhas, os dados de inoculação via bio-priming e tratamento de solo foram 

analisados utilizando-se de regressão linear conjunta, quando as diferenças entre os 

coeficientes angulares e de intersecção (intercepto) foram analisadas quanto a sua 

significância, utilizando-se dos recursos de análise disponíveis no software GraphPad PRISM 

(GraphPad Software, Inc.). Para a inoculação via foliar foi utilizada análise de variância para 

as avaliações a 12 e 30 DAE, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade, utilizando o programa estatístico R (CORE TEAM, 2016).  
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3.5. Resposta à herbivoria 

 

3.5.1. Preferência alimentar e área foliar consumida por Spodoptera frugiperda 
 

Para o teste de preferência alimentar foram utilizadas larvas de segundo ínstar, 

seguindo os procedimentos descritos por Nava e Parra (2002). Os insetos foram 

individualizados e mantidos sem dieta por 12 horas antes do início do ensaio. Discos foliares 

de 22 mm de diâmetro, obtidos da última folha completamente expandida de plantas de 

milho no estágio V8, submetidas aos tratamentos com os isolados IIL-Sfm05, IILSfc-sus01, IIL-

Sfb05, IILzm-Idp03 e IIL-ASP45, via inoculação de sementes por bio-priming, assim como 

descrito no item 3.4.3. Para os testes de herbivoria apenas o tratamento via inoculação de 

sementes por bio-priming foi utilizado, por ser esse aquele que resultou no crescimento 

inicial de plantas mais promissor, quando comparado às diferentes formas de inoculação 

testadas. 

Os discos foliares (22 mm de diâmetro) foram obtidos de folhas novas e imersos em 

água deionizada por uma hora para manter a turgescência.  Os discos foram distribuídos de 

forma equidistante em placas de acrílico (150 mm de diâmetro x 15 mm de altura) forradas 

com papel de filtro umedecido com água deionizada. Em seguida, cinco lagartas de segundo 

instar foram liberadas no centro de cada placa (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Imagem ilustrativa de ensaio de preferência alimentar de lagartas de segundo ínstar de 
Spodoptera frugiperda oferecidas folhas de milho de plantas tratadas com bactérias simbiontes de 
inseto e endofítica de milho. 

 
 
 

 



30 
 

 

A avaliação de preferência alimentar foi realizada após 24 horas do início da 

exposição das lagartas aos discos foliares, observando o número de lagartas que se 

encontravam em cada disco foliar. Em seguida foi medida a área foliar restante dos discos 

foliares utilizando dispositivo portátil de medição de área foliar LI-COR (Li-3000C) para 

cálculo da área foliar consumida. A área foliar consumida foi encontrada pela diferença 

entre a área inicial e área final do círculo da folha.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 30 repetições para 

cada tratamento. Cada unidade experimental foi composta por uma placa de acrílico, com 

seis discos de folhas (cinco bactérias e controle) de milho e cinco lagartas (Figura 3). Os 

dados de área foliar consumida foram transformados (x + 05)0,5 para atender aos 

pressupostos da análise de variância (ANOVA), sendo empregados os testes de normalidade 

(SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade das variâncias (HARTLEY, 1950). As médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para a análise do número de 

lagartas se alimentando em cada disco foliar (preferência alimentar), foi utilizado o teste de 

significância de Kruskal-Wallis, conforme descrito por Pimentel-Gomes (2009). As análises 

foram realizadas utilizando os recursos disponíveis no programa estatístico R (CORE TEAM, 

2016). 

 

3.5.2. Sobrevivência de Spodoptera frugiperda 
 

Para os ensaios de sobrevivência, lagartas recém-eclodidas foram individualizadas 

em recipientes plásticos (50 mL) com tampas de acrílico, forrados com algodão e 

umedecidos com água deionizada. Para a alimentação, foram oferecidas folhas de milho dos 

diferentes tratamentos, utilizando folhas novas deixadas em água deionizada por uma hora 

para manter a turgescência. As avaliações foram feitas diariamente, observando a 

mortalidade dos insetos, sendo adicionado alimento novo, sempre que necessário, até o 

estágio de pré-pupa. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 30 

repetições. Cada repetição foi composta por um recipiente, contendo uma única lagarta. Os 

dados de sobrevivência foram analisados utilizando-se dos recursos disponíveis no software 

GraphPad PRISM (GraphPad Software, Inc.). 
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3.5.3. Consumo e utilização do alimento por Spodoptera frugiperda 
 

Para o ensaio de consumo e utilização do alimento, lagartas de segundo ínstar 

foram individualizadas em recipientes plásticos de 50 mL fechados com tampas de acrílico e 

forrados com algodão levemente embebido em água deionizada. No interior de cada 

recipiente foram adicionadas folhas de milho representativas de cada tratamento analisado. 

As folhas foram coletadas diariamente e seções de sua parte mediana foram 

imersas por uma hora em água para manter a turgescência. Tanto o alimento inicial, como o 

adicionado durante o ensaio foi pesado, bem como as lagartas. Após pesados, o alimento, as 

lagartas e as fezes produzidas durante o período de alimentação foram secos em estufa a 

55-60°C até atingir peso constante, quando tiveram a sua massa determinada em balança 

eletrônica de precisão (aproximação de 0,1 mg). Alíquotas de 15 lagartas e 15 discos foliares 

foram amostradas, tiveram seu peso fresco determinado, foram colocados para secar até 

atingirem peso seco constante, e novamente pesadas para a determinação do peso seco 

inicial (PARRA et al., 2009). Para determinação dos índices nutricionais quantitativos da fase 

larval do segundo ao quarto ínstar, foram utilizados os métodos propostos por Waldbauer 

(1968), modificados por Scriber e Slansky Jr. (1981) e descritos por Parra et al. (2009). Esses 

índices são os seguintes: 

 

I) Taxa de consumo relativo (mg/mg/dia) - RCR=  

 

II) Taxa metabólica relativa (mg/mg/dia) - RMR=   

 

III) Taxa de crescimento relativo (mg/mg/dia) - RGR=  

 

IV) Eficiência de conversão do alimento ingerido (%) - ECI  

 

V) Eficiência de conversão do alimento digerido (%) - ECD=  

 

VI) Digestibilidade aproximada (%) - DA=   
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Em que:  

T= tempo de duração do período de alimentação; 

I= alimento consumido durante T; 

F= fezes produzidas durante T; 

B = ganho de peso pelas lagartas durante T; 

Ḇ= peso médio das lagartas durante T; 

I - F = alimento assimilado durante T; 

M = (I - F) - B = alimento metabolizado durante o período de alimentação. 

 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20 repetições. Cada 

repetição consistiu de um recipiente, com uma lagarta alimentada com folhas de plantas de 

milho tratadas com as diferentes bactérias testadas. Os testes de normalidade (SHAPIRO; 

WILK 1965) e homogeneidade das variâncias (HARTLEY, 1950) foram empregados para testar 

os pressupostos da análise de variância (ANOVA). Os dados foram submetidos à análise de 

variância utilizando-se o programa R (CORE TEAM, 2016) e as médias comparadas pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade. 

Os dados dos índices nutricionais também foram utilizados para a realização de 

análises multivariadas de componentes principais (PCA) e de agrupamentos hierárquicos. A 

primeira possui o objetivo de simplificar o conjunto de dados, originalmente contidas em um 

grupo “n” de variáveis, em poucos componentes, utilizando informações de correlações 

entre as medidas (CRUZ et al., 2014).  A segunda possui o objetivo de agrupar os 

tratamentos similares. 

Para as análises multivariadas, os dados foram padronizados, com média zero e 

variância 1, a partir da seguinte equação: 

 

Em que: 

Zi = variável padronizada;  

X1 = valor observado da variável; 

Ẋ = média da variável; 

S= desvio-padrão.  
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A análise de agrupamentos hierárquicos foi realizada a partir das distâncias 

euclidianas das variáveis e a conexão entre os grupos foi obtida pelo método de Ward (CRUZ 

et al., 2014).  
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4. RESULTADOS  

 

 4.1. Caracterização molecular de bactérias associadas ao trato digestivo de Spodoptera 

frugiperda 

 

Os meios NA, LB, ISP2 e SM3 foram os mais adequados ao cultivo de bactérias da 

microbiota intestinal de S. frugiperda, dentre os meios de cultivo testados. ISP4 foi o único 

que não resultou no crescimento de bactérias. O cultivo da microbiota do intestino e das 

fezes produziu, respectivamente, 20 e 24 morfotipos.  Os meios NA e LB foram os que 

resultaram no maior crescimento de bactérias e produção de morfotipos (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Abundância de morfotipos de bactérias isoladas do trato intestinal (20) e das fezes (24) de 
lagartas de Spodoptera frugiperda, cultivadas em diferentes meios: Luria Bertani (LB), ágar nutriente 
(NA), ISP2, SM3 e ISP4. 
 

 
Porém, após análises de PCR-RFLP, foram encontrados apenas nove padrões distintos 

de restrição para os 20 morfotipos selecionados do intestino e 14 para os 24 morfotipos 

selecionados das fezes de lagartas de S. frugiperda. Análises adicionais de sequenciamento do 

gene do 16S rRNA de pelo menos três isolados para cada padrão de PCR-RFLP, permitiu a 

identificação de 7 filotipos, sendo aquele semelhante a Enterococcus mundtii o mais abundante 

(Tabela 1; Figura 5). 
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Tabela 1. Identificação por similaridade comparada com sequências depositadas no banco do NCBi e 
do EzTaxon-e das sequências do gene 16S rRNA de bactérias simbiontes de lagartas de Spodoptera 
frugiperda 

Isolados 
 Similaridade  

Identidade 
% 

Hit mais próximo Acesso GenBank 

IIL- Sfm05 99,30 Enterococcus mundtii JXKV01000056 

IIL- SfmF5.3 98,30 Enterococcus mundtii JXKV01000056 

IIL- SfmF22 97,79 Enterococcus mundtii JXKV01000056 

IIL-SfmI16 97,65 Enterococcus mundtii JXKV01000056 

IIL-SfmI10 97,93 Enterococcus mundtii JXKV01000056 

IIL-SfmI11 98,00 Enterococcus mundtii JXKV01000056 

IIL- Sfb05 97,09 Bacillus xiamenensis AMSH01000114 

 

 

A árvore filogenética construída com os filotipos isolados e as sequências de 

linhagens tipos mais próximas foi composta principalmente por representantes das Classes 

Bacilli e Firmicutes. Os filotipos obtidos resolveram em subclados próximos àqueles das 

sequências-tipo que produziram os maiores valores de similaridade em buscas heurísticas 

contra os bancos de dados. No entanto, esses subclados apresentaram valores elevados de 

bootstrap, demonstrando que os isolados em questão carregam significativa diversidade em 

relação às sequências tipo utilizadas, indicando que os mesmos possam representar novas 

entidades taxonômicas. Entre Enterococcaceae, os isolados mais divergentes foram os IIL-

SfmI11, IIL-SfmI10, IIL-SfmI16 e IIL-SfmF22, que se agruparam em clado contendo bactérias 

do gênero Enteroccocus (Figura 5). 
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Figura 5. Árvore filogenética construída pelo método de Neighbor-joining a partir das sequências da 
região 16S rDNA (1400 pb) dos isolados obtidos do intestino de lagartas de Spodoptera frugiperda. 
Os valores nos diferentes ramos correspondem aos valores de bootstrap. A barra de escala indica 
0,02 substituição por posição de nucleotídeo. 
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 4.2. Efeito da microbiota de Spodoptera frugiperda no crescimento inicial de plantas de 

milho 

 
Os microrganismos selecionados e a forma de sua disponibilização, bio-priming e 

aplicação no solo, influenciaram, no geral, negativamente a emergência e o índice de 

velocidade de emergência (IVE) das plântulas de milho (Tabela 2). Com exceção do isolado 

IIL-Sfm05, obtido do trato digestivo de lagartas de S. frugiperda, todos os demais isolados 

reduziram significativamente a emergência das plântulas de milho, independentemente da 

forma de disponibilização (Tabela 2).  

As análises demonstraram também que o efeito das bactérias nos parâmetros 

analisados foi influenciado pela forma de disponibilização das mesmas. Esse fato pode ser 

claramente visto quando analisados os dados de IVE. Para o IVE só foi verificada ausência de 

efeito negativo das bactérias quando as mesmas foram disponibilizadas via solo, visto que 

todos os microrganismos quando disponibilizados via bio-priming reduziram 

significativamente o IVE se comparados ao controle. Apenas os isolados IIL-Sfm05 e IILSfc-

sus01, ambas isoladas do intestino de S. frugiperda, apresentaram IVE semelhantes ao do 

controle (Tabela 2). De forma geral, os valores de emergência e IVE obtidos para sementes 

que foram submetidas ao tratamento por bio-priming foram sempre superiores àqueles em 

que as sementes foram expostas aos microrganismos testados via tratamento direto do solo 

(Tabela 2).  

Os dados de IVE e emergência (%) observados para sementes inoculadas via bio-

priming são corroborados pela observação da porcentagem de emergência das plântulas de 

milho ao longo do tempo, sendo clara a emergência antecipada das sementes tratadas via 

bio-priming quando comparada àquelas tratadas pela aplicação de bactérias no solo (Figura 

6). Além disso, a quase totalidade das plântulas de sementes tratadas via bio-priming já 

haviam emergido aos 7 dias após a semeadura, sendo que sementes inoculadas pela 

disponibilização de bactérias via solo, ainda apresentavam baixa taxa de emergência 9 dias 

após a sua semeadura (Figura 6).  
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Tabela 2. Índice de velocidade de emergência (IVE) e emergência (%) de plântulas de milho 
inoculadas via semente (bio-priming) e via solo com diferentes bactérias 

Tratamento 

 Emergência (%) IVE  

Semente  

  (bio-priming) 

Solo Semente 

(bio-priming) 

Solo 

IIL-Sfm05 60,9 ± 1,35 Aab 35,9 ± 1,34 Ba 1,07 ± 0,076 Ab 0,35 ± 0,018 Ba 

IILSfc-sus01 51,8 ± 1,21 Ac 22,9 ± 1,36 Bb 1,05 ± 0,065 Ab 0,26 ± 0,015 Bab 

IIL-Sfb05 10,7 ± 1,55 Ad 10,7 ± 1,54 Acd 0,13 ± 0,018 Ac 0,11 ± 0,014 Ac 

IILzm-Idp03 59,9 ± 1,10 Ab 16,1 ± 0,52 Bc 1,20 ± 0,073 Ab 0,15 ± 0,014 Bbc 

IIL-ASP45   9,3 ± 1,10 Ad   9,9 ± 1,09 Ad 0,18 ± 0,044 Ac 0,10 ± 0,012 Ac 

Controle 66,4 ± 0,61 Aa 33,4 ± 2,02 Ba 1,61 ± 0,094 Aa 0,38 ± 0,027 Ba 

CV (%) 12,23 5,78 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas, nas linhas, ou letras minúsculas, nas colunas, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). 

 
Figura 6. Porcentagem de plântulas de milho emergidas após a semeadura. Plantas de milho 
inoculadas com diferentes bactérias via semente (bio-priming) (A) e solo (B).  

A. Bio-priming 

B. Solo 
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Os isolados bacterianos testados e a sua forma de disponibilização influenciaram no 

desenvolvimento da parte aérea de plantas de milho, enquanto o desenvolvimento de raízes 

foi influenciado apenas pela forma de disponibilização (Tabela 3 e Tabela 4).  

Os isolados IIL-Sfb05 e IILSfc-sus01, obtidos do trato digestivo de S. frugiperda, 

foram os únicos a influenciarem positivamente o crescimento da parte aérea de plantas de 

milho, quando essas bactérias foram oferecidas via tratamento de solo (IIL-Sfb05) ou 

tratamento foliar (IILSfc-sus01) (Tabela 3). A única das bactérias testadas que influenciou 

negativamente o desenvolvimento da parte aérea do milho foi o isolado IIL-Sfb05; porém, 

apenas quando disponibilizado via bio-priming (Tabela 3). A disponibilização do 

microrganismo à planta de milho também afetou a resposta da planta ao isolado IILzm-

Idp03, sendo o desenvolvimento da parte aérea bem superiores àqueles obtidos via 

tratamento de solo e foliar (Tabela 3).  

   O desenvolvimento das raízes de plantas de milho inoculadas com os diferentes 

microrganismos testados só foi influenciado pela forma de disponibilização das bactérias, 

sendo o tratamento de sementes por bio-priming o que apresentou o melhor resultado 

(Tabela 4).  

A razão da massa seca da parte aérea e da massa seca da raiz resultou em 

comportamento similar àquele observado na massa seca da parte aérea (Tabela 5). O 

desempenho da planta obtido com o tratamento com as bactérias IIL-Sfm05, IILSfc-sus01 e 

IIL-ASP45, não foi alterado pela forma com a qual esses microrganismos foram 

disponibilizados às plantas. Para as plantas tratadas com os isolados IIL-Sfb05 e IILzm-Idp03, 

a inoculação via solo proporcionou o melhor rendimento (Tabela 5).  

Considerando a inoculação da semente por bio-priming, todas as bactérias 

resultaram em valores semelhantes ao do controle. Diferenças na razão massa seca da parte 

aérea/massa seca da raiz só foram encontradas entre os tratamentos com as bactérias IIL-

ASP45 (maior valor) e IIL-Sfb05 (menor valor) (Tabela 5). Também não foram encontradas 

diferenças entre o controle e as plantas tratadas via solo; porém, o isolado IILzm-Idp03 

resultou em razão massa seca da parte aérea/massa seca da raiz superior àquele de plantas 

tratadas com o isolado IILSfc-sus01 (Tabela 5). Para a inoculação via foliar, as plantas 

tratadas com os microrganismos não diferiram do controle; porém, plantas tratados com 

isolado IILSfc-sus01 apresentaram razão massa seca da parte aérea/massa seca da raiz 

superior àquela de plantas tratadas com o isolado IIL-Sfb05 (Tabela 5).  
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Tabela 3. Massa seca de parte aérea de plantas de milho tratadas com diferentes bactérias via bio-
priming, disponibilização via solo ou foliar 

Tratamentos 

Massa seca de parte aérea 

bio-priming Solo Foliar 

----g---- 

IIL-Sfm05 5,60 ± 0,03 Aab 4,90 ± 0,04 Abc 4,63 ± 0,01 Abc 

IILSfc-sus01 5,30 ± 0,03 Ab 5,65 ± 0,05 Aab 5,71 ± 0,01 Aa 

IIL-Sfb05 3,73 ± 0,04 Bc 6,63 ± 0,04 Aa 3,54 ± 0,09 Bc 

IILzm-Idp03 6,74 ± 0,01 Aa 4,62 ± 0,03 Bbc 4,94 ± 0,01 Bab 

IIL-ASP45 5,10 ± 0,06 Ab 4,61 ± 0,02 Abc 4,15 ± 0,02 Abc 

Controle 5,85 ± 0,04 Aab 4,28 ± 0,03 Bc 3,58 ± 0,08 Bbc 

CV (%) 18,90 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas, nas linhas, ou letras minúsculas, nas colunas, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). 
 

Tabela 4. Massa seca da raiz de plantas de milho tratadas com diferentes bactérias via bio-priming, 
disponibilização via solo ou foliar 

Tratamentos 

Massa seca de raiz 

 bio-priming Solo Foliar 

----g---- 

IIL-Sfm05 0,812 ± 0,02   0,518 ± 0,04    0,676 ± 0,01  

IILSfc-sus01 0,791 ± 0,02   0,665 ± 0,03  0,637 ± 0,08  

IIL-Sfb05 0,656 ± 0,02   0,601 ± 0,05    0,683 ± 0,01  

IILzm-Idp03 0,806 ± 0,03   0,412 ± 0,04  0,631 ± 0,09  

IIL-ASP45 0,575 ± 0,04   0,499 ± 0,05    0,572 ± 0,01  

Controle 0,757 ± 0,02   0,471 ± 0,04    0,528 ± 0,01  

Média 0,828 ± 0,01 A 0,527 ± 0,02 B 0,621 ± 0,09 B 

CV (%) 14,27  
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas nas linhas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 
(p>0,05). 
 

Tabela 5. Razão da massa seca da parte aérea e da massa seca da raiz de plantas de milho tratadas 
com diferentes bactérias via bio-priming, disponibilização via solo ou foliar 

Tratamentos 
Razão Massa seca de parte aérea/ Massa seca de raiz 

 bio-priming Solo Foliar 

IIL-Sfm05 6,9 ± 0,35 Aab 9,5 ± 0,57 Aab 6,9 ± 0,25 Aab 

IILSfc-sus01 6,7 ± 0,32  Aab 8,7 ± 0,89 Ab 8,9 ± 0,22 Aa 

IIL-Sfb05 5,8 ± 0,72  Bb 11,9 ± 1,70 Aab 5,2 ± 0,20 Bb 

IILzm-Idp03 8,5 ± 0,44  Bab 12,2 ± 1,61 Aa 7,8 ± 0,21 Bab 

IIL-ASP45 9,3 ± 1,31  Aa 9,5 ± 0,53 Aab 7,3 ± 0,44 Aab 

Controle 7,9 ± 0,73  ABab 9,7 ± 1,38 Aab 6,8 ± 0,26 Bab 

CV (%) 28,20 
Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas, nas linhas, ou letras minúsculas, nas colunas, não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). 
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O efeito das diferentes bactérias testadas no crescimento da parte aérea das 

plantas de milho foi observado avaliando-se a massa seca da parte aérea, podendo ser 

verificado a dinâmica do crescimento das plantas. Análises da altura, do diâmetro do colmo 

e do número de folhas, em relação ao tempo de desenvolvimento após a emergência (DAE), 

de plantas de milho inoculadas com bactérias via bio-priming ou tratamento do solo, 

resultaram em curvas de crescimento que apresentaram, em sua grande maioria, 

coeficientes angulares muito semelhantes (Figura 7). No tratamento via bio-priming e solo, 

respectivamente, o comportamento dos seis tratamentos em resposta aos DAE, tanto para 

altura, diâmetro e número de folhas por planta, ajustou-se a uma função linear (Figura 7).  

Para a altura da planta, os tratamentos inoculados via bio-priming diferiram 

significativamente entre si, quando comparados pelo coeficiente angular (F5, 47=3,67; 

p=0,018), sendo que plantas tratadas com a bactéria IILzm-Idp03 foram mais altas do que as 

dos demais tratamentos (Figura 7a). No entanto, para o diâmetro (F5, 47= 22,26; p=0,0001) e 

o número de folhas por plantas (F5, 47=7,018; p= <0,01) houve diferença estatística entre os 

tratamentos apenas para o coeficiente de intersecção (Figura 7c, e).  

Para as plantas em que os isolados foram disponibilizados via tratamento do solo, 

foi observado o inverso. Foi verificada diferença apenas no coeficiente de intersecção (F5, 47= 

3,572; p= 0,015) para a variável altura das plantas; porém, o diâmetro do colmo (F5, 47= 

9,224; p= <0,01) e o número de folhas por plantas (F5, 47=3,07; p=0,035) resultaram em 

respostas com diferentes coeficientes angulares (Figura 7b,d,f). Em plantas de milho tratadas 

com os isolados IILSfc-sus01 e IIL-Sfb05, ocorreu influência positiva no diâmetro de colmo e 

no número de folhas por planta, respectivamente (Figura 7 d). 
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Figura 7. Altura (a, b), diâmetro de colmo (c, d) e número de folhas (e, f) de plantas de milho tratadas 
com diferentes bactérias via bio-priming e disponibilização pela incorporação ao solo após diferentes 
períodos (dias) de avaliação após a emergência (DAE). 

 
Apenas o isolado IILSfc-sus01, quando inoculado via aplicação na folha, influenciou 

positivamente à altura das plantas (F5, 47 = 6,093; p= <0,01). Já os isolados IILSfc-sus01 e 

IILSfb05 influenciaram positivamente o diâmetro de colmos das plantas de milho em relação 

ao controle (F5,47 = 6,906; p= <0,01). Nenhum dos tratamentos alterou o número de 

folhas/planta (F5,47 = 1.334; p=0,269) (Figura 8). 

a) b) 

c) d) 

e) f) 

Bio-priming Solo 
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Figura 8. Altura, diâmetro de colmo e número de folha de plantas de milho inoculadas com bactérias 
via tratamento foliar. Avaliações realizadas a 12 e 30 dias após a emergência (DAE).  

 

12 DAE: F= 2,798*; gl= 5; 48; p= 0,0287 

30 DAE: F= 6,093*; gl= 5; 48; p= 0,00025 

 

12 DAE: F= 1,626ns; gl= 5; 48; p= 0,174 

30 DAE: F= 6,906*; gl= 5; 48; p= 0,00087    

 

12 DAE: F= 1,637ns; gl= 5; 48; p= 0,171 

30 DAE: F= 1.334ns; gl= 5; 48; p= 0,269   
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4.3.  Avaliação da preferência alimentar de Spodoptera frugiperda e da área foliar 

consumida de folhas de plantas tratadas com diferentes bactérias 

 
Não houve diferença significativa para o teste de preferência alimentar com 

lagartas de S. frugiperda de segundo ínstar alimentadas por 24 horas com plantas de milho 

tratadas com diferentes bactérias via bio-priming, seja pela contagem do número de lagartas 

se alimentando de folhas oriundas dos diferentes tratamentos (χ2=3,761; gl=5; p=0,5843), ou 

pelo consumo preferencial de folhas de determinado tratamento, avaliado pela área foliar 

consumida (F5, 179= 0,542; p= 0,813) (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Número médio de lagartas de Spodoptera frugiperda e área foliar consumida/lagarta (cm²) 
após 24 horas de exposição a discos foliares obtidos de plantas de milho tratadas com diferentes 
bactérias, em testes de livre chance de escolha. 

 
4.4. Sobrevivência  

 
Os testes de sobrevivência larval conduzidos do primeiro ínstar até a pré-pupa, 

mantendo as lagartas durante toda a sua fase larval se alimentando de folhas das plantas 

tratadas com as diferentes bactérias via bio-priming, demonstraram sobrevivência 

semelhante a de lagartas se alimentado de plantas controle (55%) e de plantas tratadas com 

o isolado IIL-Sfc-sus01 (50%) (Figura 10). Os tratamentos IIL-Sfm05 e IILzm-Idp03 resultaram 

em valores intermediários de sobrevivência, enquanto IIL-ASP45 resultou no menor valor de 

p = 0.813 

gl=5 
F=0.542ns 
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sobrevivência (5%). O isolado IIL-Sfb05 foi letal ao desenvolvimento larval de S. frugiperda, 

levando à completa mortalidade desse inseto em sua fase larval (Figura 10).  

 
Figura 10. Sobrevivência (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas folhas de plantas de 
milho inoculadas com diferentes bactérias. 

 
4.5. Avaliação de consumo e utilização de alimentos 

 

A taxa de consumo relativo (RCR), que representa a quantidade de alimento 

ingerido por miligrama de peso corpóreo do inseto por dia, foi significativamente inferior 

para lagartas alimentadas com plantas inoculadas com o isolado IIL-ASP45. Todos os isolados 

afetaram negativamente a taxa de crescimento relativo (RGR) de lagartas de S. frugiperda 

quando comparados ao controle (Tabela 6).  Lagartas alimentadas em plantas inoculadas 

com os isolados IILzm-Idp03 e IIL-ASP45, que apresentaram os menores valores de RGR, 

foram as que apresentaram as maiores taxas metabólicas relativa (RMR), a qual representa a 

quantidade de alimento gasto em metabolismo por miligrama de peso corpóreo. Também 

nesses tratamentos foram encontradas as menores eficiências de conversão do alimento 

ingerido (ECI), que mostra a porcentagem de alimento ingerido transformada em biomassa, 

assim como os menores valores de conversão do alimento digerido (ECD), variável essa que 

estima a conversão dos nutrientes assimilados. Finalmente, a digestibilidade aproximada 

(DA), que estima a porcentagem de alimento ingerido efetivamente assimilado pelos insetos, 

de lagartas de S. frugiperda foi influenciada negativamente por todos os tratamentos com 

microrganismos (Tabela 6).  



47 
 

 

De modo geral, os insetos alimentados com plantas inoculadas com IIL-ASP45 

tiveram menor crescimento e desenvolvimento, observado através das medidas de consumo 

e utilização de alimento, quando comparados aos insetos alimentados com folhas da planta 

controle e as dos demais tratamentos. Vale salientar que os insetos alimentados com folhas 

oriundas de plantas tratadas com o isolado IIL-Sfb05, apresentaram mortalidade total antes 

da finalização do bioensaio, não permitindo a avaliação desse tratamento. 

 

Tabela 6. Taxa de consumo relativo (RCR), taxa crescimento relativo (RGR), taxa metabólica relativa 
(RMR), eficiência de conversão do alimento ingerido (ECI), eficiência de conversão do alimento 
digerido (ECD) e digestibilidade aproximada (DA) para lagartas de Spodoptera frugiperda de segundo 
a quarto ínstar, alimentadas com folhas de plantas de milho tratadas com diferentes bactérias 

Tratamento 
RCR RGR RMR ECI ECD DA 

mg/mg/d % 
IIL-Sfm05 0,2553 ab 0,1610 b 0,0514 c 63,6893 a 76,4450 a 72,5443 ab 
IILSfc-sus01 0,2568 ab 0,1088 c  0,1125 b 42,7907 b 49,9083 b 66,1898 b 
IILzm-Idp03 0,2757 ab 0,0626 d 0,1802 a 24,0668 c 28,0183 c 40,7787 c 
IIL-ASP45 0,2418 b 0,0357 d 0,1778 a 14,9389 c 16,9906 c 22,0460 d 
Controle 0,3152 a 0,2190 a 0,0598 bc 70,6285 a 79,9925 a 83,3467 a 
C.V. % 19,4001 21,5626 39,5126 21,1918 22,0952 22,8076 
Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). 
 
 
 

A partir dos resultados relacionados com consumo e utilização de alimento foram 

realizadas as análises de componentes principais. As variáveis ECD, ECI, DA e RGR estão 

associadas positivamente entre si, assim como observado pela baixa angulação dos vetores. 

Já a variável RMR está associada negativamente com ECD, ECI, DA e RGT devido a sua 

angulação próxima de 180° (Figura 11). A RCR, por sua vez, apresentou baixa associação com 

as outras variáveis, assim como indicado pela sua angulação em relação às demais variáveis 

ser próxima de 90°. O comprimento do vetor associada a cada variável está relacionado com 

o quanto que os tratamentos variaram; sendo assim, pode-se observar que ocorreram maior 

variabilidade para RCR e RMR (Figura 11). As lagartas alimentadas com folhas de plantas 

tratadas com os isolados IIL-Sfm05 e IILSfc-sus01 estão mais associadas as variáveis ECD, ECI, 

DA, enquanto que o controle com RGR. Entretanto, os tratamentos IILzm-Idp03 e IIL-ASP45 

estão associados com a variável RMR, agrupando-se no quadrando direito do gráfico. Esses 

resultados são confirmados com o dendograma obtidos a partir das distâncias euclidianas, 

que agrupam no mesmo clado esses mesmos tratamentos, demonstrando que os isolados 
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obtidos do trato digestivo de S. frugiperda são os que se agrupam mais proximamente de 

lagartas alimentadas com folhas de plantas controle (Figura 12). 

 
 
 
 

 
Figura 11. Análise de componentes principais das variáveis relacionadas com o consumo e utilização 
de alimento de Spodoptera frugiperda alimentada com milho inoculadas via semente com as 
bactérias IIL-Sfm05, IILSfc-sus01, IILzm-Idp03, IIL-ASP45 e controle. (RCR=taxa de consumo relativo; 
RGR= taxa de crescimento relativo; RMR= taxa metabólica relativa; ECI= eficiência de conversão do 
alimento ingerido; ECD= eficiência de conversão do alimento digerido e DA= digestibilidade 
aproximada). Proporção da variação acumulada pelos componentes principais PC1 e PC2 de 87,47% e 
98,82%, respectivamente.  
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Figura 12. Dendograma obtido a partir das distâncias euclidianas das variáveis RCR=taxa de consumo 
relativo; RGR= taxa de crescimento relativo; RMR= taxa metabólica relativa; ECI= eficiência de 
conversão do alimento ingerido; ECD= eficiência de conversão do alimento digerido e DA= 
digestibilidade aproximada, relacionadas com o consumo e utilização de alimento de Spodoptera 
frugiperda alimentada com milho inoculadas via semente com as bactérias IIL-Sfm05, IILSfc-sus01, 
IILzm-Idp03, IIL-ASP45 e controle. 
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5. DISCUSSÃO 

 
Simbiontes de isolados de insetos demonstraram afetar de forma diferencial a 

resposta de crescimento da planta de milho, o comportamento de utilização do alimento 

pelo herbívoro, assim como a sua sobrevivência, comprovando o potencial para a exploração 

desses microrganismos como endofíticos de plantas, seja o uso voltado à estimulação do 

crescimento da planta ou na proteção da planta contra a herbivoria. Duas Enterococcaceae 

isoladas do trato intestinal de S. frugiperda apresentaram capacidade de influenciar 

positivamente a resposta de crescimento da planta, enquanto uma Bacillaceae, também 

oriunda do ambiente luminal do trato digestivo de S. frugiperda, e uma Actinobacteria, 

associada à cutícula de formigas cortadeiras, apresentaram potencial biotecnológico voltado 

ao controle do herbívoro.  

Membros de Enterococcaceae são abundantes na microbiota associada ao trato 

intestinal de Lepidoptera (ALMEIDA et al., 2017; BRODERICK et al., 2004; MARTIN; MUNDT, 

1972; RAJAGOPAL, 2009; VISÔTTO et al., 2009; XIANGI et al. 2006) e de muitos outros 

insetos, como Orthoptera (DILLON et al., 2008, 2010), Coleoptera (SCHMID et al., 2014), 

Diptera (COX; GILMORE, 2007), Isoptera (HIGASHIGUCHI et al., 2006) e Hymenoptera 

(MARTIN; MUNDT, 1972), entre outros. Enterococcaceae são extremamente adaptáveis, pois 

suportam uma ampla faixa de variação de pH, bem como condições hipotônicas e 

hipertônicas, características essas que provavelmente contribuem para a sua associação ao 

ambiente intestinal de um grande número de espécies de insetos. Enterococcus se destaca 

como um dos representantes de Enterococcaceae no trato digestivo de insetos. Em 

Drosophila, Enterococcus habita diferentes regiões do trato digestivo, variando de regiões 

com pH ácido (divertículos) a regiões com pH extremamente alcalino (mesêntero), incluindo 

também regiões com pH variável, de neutro a ácido, como é o caso do proctodeu (CLARK, 

1999; COX; GILMORE, 2007). Enterococcus também tem sido relatado como o membro mais 

abundante da microbiota intestinal associada a espécies de Spodoptera, incluindo S. 

frugiperda (ALMEIDA et al., 2017; CHEN e al., 2016; TANG et al., 2012). Adicionalmente, a 

plasticidade fisiológica apresentada por essas bactérias para se adaptar ao ambiente luminal 

do intestino corroboram os dados de isolamento, quase que exclusivo, dessas bactérias 

tanto no intestino médio como nas fezes produzidas pelo inseto, visto que o pH do intestino 
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médio de lagartas de Lepidoptera é alcalino, cerca de pH=10, enquanto nas fezes o pH é 

ácido, cerca de pH= 5,0 (BERENBAUM, 1980; DOW; HARVEY, 1988).  

Em lepidópteros, as bactérias Enterococcaceae possuem diversas funções, sendo 

uma delas a proteção contra agentes patogênicos, utilizando mecanismos de exclusão 

competitiva, atenuação por antagonismo direto e indução de respostas imunes protetoras 

do hospedeiro (JOHNSTON; CRICKMORE, 2009; JOHNSTON; ROLFF, 2015; RAYMOND et al., 

2009, 2010). A função de proteção de Enterococcus é influenciado pela sua concentração e 

localização no corpo do hospedeiro. A migração dessas bactérias do lúmen intestinal para 

outras partes do corpo e/ou hemocele podem levar ao desenvolvimento de quadros 

patológicos, ocasionando a morte do inseto (CAPPELLOZZA et al., 2011; CHIBEBE JUNIOR et 

al., 2013; HANIN et al., 2010; MASON et al., 2011; NWIBO et al., 2015; ROMOLI et al., 2017). 

Porém, os isolados de Enterococcus testados nesse trabalho não estabeleceram relação 

negativa com S. frugiperda.  

No entanto, bactérias isoladas de insetos saudáveis podem induzir quadro 

patológicos em seu hospedeiro original, assim como demonstrado para diversos gêneros de 

bactérias isoladas de larvas de lepidópteros, incluindo bactérias dos gêneros Enterococcus, 

Pseudomonas, Proteus e Bacillus, entre outros (HALOI et al., 2016; OSBORN et al., 2002; 

THAKUR et al., 2015). Esses dados corroboram a alta patogenicidade encontrada nos ensaios 

de sobrevivência com alguns dos simbiontes testados, principalmente o isolado Sfb05, um 

representante do gênero Bacillus. O gênero Bacillus é diverso e o seu potencial 

entomopatogênico é bastante difundido entre os diferentes grupos de insetos (STAHLY et 

al., 2006). Porém, há também relatos de espécies de Bacillus que auxiliam o processamento 

de néctar em mel, a digestão e fermentação de pólen, na proteção de alimentos contra a 

degradação microbiana e proteção de abelhas contra patógenos (CANO et al., 1994; WANG 

et al., 2015). Espécies de Bacillus vêm se tornando cada vez mais importantes para a 

microbiologia aplicada, sendo algumas de grande importância para a indústria, produção de 

antibióticos, enzimas, controle de pragas das plantas cultivadas (BATTAN et al., 2007; 

BORGES et al., 2010; CHEN et al., 2008; GAVRILESCU; CHISTI, 2005; ROMEIS et al., 2006). 

Diversas espécies de Bacillus (B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. subtilis e B. velezensis) 

já foram relatadas como agentes de controle biológico de fungos fitopatogênicos (ALVAREZ 

et al., 2012; HOU et al., 2006; MARTINEZ et al., 2013;  ROH et al., 2009, TENDULKAR et al., 

2007), mas nenhuma recebeu tanto destaque quanto o entomopatógeno Bacillus 
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thuringiensis, seja pelo seu uso como agente de controle biológico de insetos ou da 

exploração de seus genes via transgenia de plantas (BRAVO et al., 2008; STAHLY et al., 2006).  

Mas o interessante da atividade entomotóxica do isolado IIL-Sfb05 foi decorrente 

do fato dela ter ocorrido após associação endofítica dessa bactéria com a planta de milho. 

Outras bactérias do gênero Bacillus, como B. subtilis, são relatados como endofíticos de 

diversas espécies vegetais, desempenhando papel fundamental no controle de doenças das 

plantas (JI et al., 2008; REN et al., 2013; SUN et al., 2006). Adicionalmente, as associações de 

simbiose de Bacillus com plantas parece ser comum, visto a diversidade de associações 

estabelecidas e o número de espécies que são relatadas como endofíticos de plantas, 

incluindo o milho (FIGUEIREDO et al., 2009, GOND et al., 2015). 

O isolado IIL-ASP45, putativamente identificado como Streptomyces hydrogenans, 

obtido da associação com formigas cortadeiras, também diminiu significativamente a 

sobrevivência de larvas de S. frugiperda se alimentando de plantas tratadas com essa 

bactéria. Espécies de Streptomyces, assim como outros gêneros de Actinobacteria, são 

conhecidas por produzirem uma alta diversidade de metabólitos com atividade biológica 

(TADDEI et al., 2006; ARASU et al., 2013). Streptomyces hydrogenans, por exemplo, foi 

demonstrado produzir extrato bruto com atividade entomotóxica a larvas de Spodoptera 

litura, resultando em mortalidade superior a 70% (KAUR  et al., 2014). 

Adicionalmente, alguns dos isolados testados, mesmo que não apresentando 

atividade entomotóxica, influenciaram negativamente o consumo e a utilização do alimento 

por lagartas de S. frugiperda. Tais efeitos negativos, principalmente a alta taxa metabólica 

apresentada por lagartas que se alimentaram de folhas de plantas tratadas com os isolados 

IILzm-Idp03 e ASP-45, podem estar associados aos custos da manutenção da associação do 

inseto com essas bactérias, principalmente devido ao investimento em processos de defesa 

imunológica, assim como demonstrado para simbiontes associados a S. litura (THAKUR et al., 

2015).  

Os isolados IIL-Sfsus1 e IIL-Sfb05 foram os únicos entre os isolados testados a 

influenciar positivamente, pelo menos um dos parâmetros de crescimento da planta 

analisados. A interação do de Bacillus (IIL-Sfb05) com a planta de milho resultou no estímulo 

do crescimento das plantas, apesar de ter influenciado negativamente a emergência de 

plântulas. Resultados semelhantes foram obtidos para B. velezensis e o seu efeito negativo 

na germinação tem  dificultado a sua aplicação comercial como estimuladores do 
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crescimento de plantas (MENG et al., 2016). Ao contrário do isolado IIL-Sfb05, o isolado IIL-

Sfsus1, uma espécie de Enterococcus, auxiliou no desenvolvimento da planta sem, no 

entanto, afetar a germinação das plântulas. A inoculação foliar da bactéria IILSfc-sus01 

proporcionou o maior desenvolvimento da parte aérea da planta, não havendo relatos na 

literatura a respeito da capacidade de Enterococcus induzirem o crescimento de plantas. 

Assim, estudos adicionais devem ser realizados para a compreensão dos fatores biológicos 

que expliquem a interação bactéria-planta. 

Os benefícios das bactérias como indutoras de crescimento já são conhecidos na 

literatura, como é o caso da interação Rhizobium - leguminosas e Azospirillum - gramíneas, 

talvez os exemplos mais conhecidos e usados comercialmente (BASHAN, 1998; PERRIG et al., 

2007; VESSEY, 2003). Microrganismos endofíticos podem estimular o crescimento da planta 

indiretamente, induzindo a produção de hormônios pela planta, como as auxinas, 

giberelinas, citocininas, etileno e ácido abscísico (HAYAT et al., 2010). Em contrapartida, 

microrganismos associados à rizosfera podem estimular diretamente o crescimento da 

planta pela solubilização de nutrientes, como fosforo, e a fixação de nitrogênio, sendo este 

efeito mais pronunciado em solos com baixa quantidade de nutrientes (EGAMBERDIYEVA, 

2007).   

Os efeitos indiretos estão relacionados com a capacidade de prevenção de 

organismos fitopatogênicos que possam prejudicar o hospedeiro. Este fato ocorre devido à 

produção de componentes como hidróxido de cianeto (HCN) (LEONG, 1986) e enzimas 

degradadores de parede celular de fungos (CHATTERTON; PUNJA, 2009).  

Foi observado que não houve diferenças estatísticas na produção de massa seca de 

raiz para os diferentes tratamentos, de modo que as diferenças na relação são devido ao 

acúmulo de massa seca de parte aérea. As bactérias que apresentaram maiores relações de 

matéria seca de parte aérea e massa seca de raiz, proporcionaram os maiores 

desenvolvimento da parte aérea, sem que ocorresse incremento na raiz, proporcionando 

uma relação de fonte:dreno mais eficiente. Indicando que para as bactérias estudadas, estas 

tiveram efeitos diretos, podendo ter alterado a absorção de nutrientes ou o balanço 

hormonal das plantas, proporcionando maior crescimento da parte aérea.  

Essa promoção de crescimento de planta através da IIL-Sfb05 pode estar 

relacionada com a produção de ácido indol-3-acetico (IAA ou auxina), amônia (NH3) e 

atividade 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (IDRIS et al., 2007; MENG et 
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al., 2016). O IAA está associado a todos os aspectos de crescimento e desenvolvimento, bem 

como nas respostas de defesa, sendo fundamental para a estrutura e funcionamento das 

plantas (SANTNER et al., 2009; TEALE et al., 2006). A produção de amônio está associada ao 

acúmulo e fornecimento de nitrogênio para a planta, promovendo o alongamento das raízes 

e, consequentemente, a produção de biomassa vegetal (MARQUES et al., 2010; RASHID et 

al., 2012). A enzima desmaseína ACC facilita o crescimento e desenvolvimento da planta, 

diminuindo a concentração de etileno. Sabe-se que níveis altos de etileno inibem o 

alongamento da raiz após a germinação das sementes; logo, a redução de etileno na planta 

resulta na indução do crescimento da raiz e com isso da planta toda (GLICK et al., 2007; 

HARDOIM et al., 2008; PENROSE; GLICK, 2003; RASHID et al., 2012).  

Como já descrito, as bactérias do gênero Rhizobium são consideradas de grande 

importância, já que muitas delas são consideradas promotoras de crescimento de plantas 

(GLICK, 2012). Em nosso trabalho foi observado que houve crescimento de plantas de milho 

inoculadas com a Rhizobacterium IILzm-Idp03, antes identificada como Agrobacterium 

larrymoorei (BOUZAR; JONES, 2001; YOUNG, 2004).  Esse crescimento foi encontrado nas 

três formas de inoculação: semente, solo e foliar, sendo que as plantas inoculas via solo 

tiveram crescimento mais pronunciado. O uso de bactérias desse gênero é mais associado às 

plantas leguminosas devido a nodulação e fixação de nitrogênio, sendo poucos os registros 

com gramíneas.  Höflich (1999) observou que a inoculação de Rhizobium leguminosarum bv. 

Trifolii em plantas de milho, trigo, colza e mostrada, estimulou o crescimento das plantas, 

devido a fatores como produção de fitormônios (citocinina e auxina) e fixação de N2. Essa 

mesma bactéria induziu ao crescimento de plantas de arroz em trabalho de Vargas et al. 

(2009), e foi relacionado a presença de ácido indolacético ou auxina e solubilização do 

fosfato.  

Em resumo, os simbiontes associados a insetos demonstraram potencial de 

utilização como endofíticos de plantas para a proteção contra herbívoros e/ou estimulação 

do crescimento de plantas. Esses resultados são extremamente promissores quanto ao 

potencial que os microrganismos testados apresentam para a sua exploração biotecnológica. 

Os resultados aqui apresentados ainda exigirão estudos adicionais, principalmente aqueles 

voltados à identificação dos mecanismos de indução de crescimento das plantas e de 

patogenicidade ao inseto. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Enterococcus predomina na microbiota intestinal cultivável de S. frugiperda; 

 

 A forma de inoculação de microrganismos influencia a interação bactéria simbionte -

planta de milho; 

 

 O isolado IILzm-Idp03 induz o maior crescimento da planta quando inoculado via bio-

priming; 

 

  Na inoculação via solo, os isolados IILzm-Idp03 e IIL-Sfb05 proporcionaram o melhor 

desenvolvimento das plantas, enquanto que o isolado IILSfc-sus01 foi o mais adequado 

para inoculação via foliar; 

 
 Os isolados IIL-Sfb05 e IIL-ASP45 são altamente patogênicos a lagartas de S. frugiperda 

quando inoculados em plantas via bio-priming; 

 
 Os isolados testados não influenciam a preferência alimentar de S. frugiperda; 

 
 O isolado IIL-ASP45 foi o que mais afetou a utilização do alimento por lagartas de S. 

frugiperda. 
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ANEXOS 

 
ANEXO A. Valores dos coeficientes (β), erro padrão, R² e valor de P de altura de 

planta (cm) de milho inoculadas via semente (bio-priming) e solo com as bactérias IIL-Sfm05, 
IILSfc-sus01, IIL-Sfb05, IILzm-Idp03, IIL-ASP45 e controle em função da avaliação feita nos 
diferentes dias após a emergência (DAE), correspondente a Figura 7. ESALQ, Piracicaba-SP, 
2017 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos 

Altura de planta 

Semente (bio-priming)  Solo 

Coeficiente (β) 
Erro 

padrão 
R² p Coeficiente (β) Erro padrão R² p 

IIL-Sfm05 
Y=2,500x     
 -6,480 

0,1241 0,9927 0,0003 
Y=2,639x    

-9,575 
0,0722 0,9978 <0,0001 

IILSfc-sus01 
Y=2,348x      
 -5,294 

0,1285 0,9911 0,0004 
Y=2,503x   
 -7,538 

0,1247 0,9926 0,0003 

IIL-Sfb05 
Y= 2,346 x    
 -11,080 

0,1605 0,9862 0,0007 
Y= 2,710x    
-13,910 

0,1334 0,9928 0,0003 

IILzm-Idp03 
Y=2,601 x     

 -5,199 
0,0849 0,9968 <0,0001 

Y=2,492x    
 -6,960 

0,2476 0,9712 0,0021 

IIL-ASP45 
Y=1,959 x     

-5,915 
0,1069 0,9911 0,0004 

Y=2,441x    
-11,590 

0,2524 0,9689 0,0023 

Controle 
Y=2,129 x 

+1,801 
0,1217 0,9903 0,0004 

Y=2,22x     
-2,017 

0,2216 0,9705 0,0022 
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ANEXO B. Valores dos coeficientes (β), erro padrão, R² e valor de P de diâmetro 
de colmo (mm) de milho inoculadas via semente (bio-priming) e solo com as bactérias IIL-
Sfm05, IILSfc-sus01, IIL-Sfb05, IILzm-Idp03, IIL-ASP45 e controle em função da avaliação feita 
nos diferentes dias após a emergência (DAE), correspondente a Figura 7. ESALQ, Piracicaba-
SP, 2017 

 
 
 

Tratamentos 

Diâmetro de colmo 

Semente (bio-priming)  Solo 

Coeficiente 
(β) 

Erro 
padrão 

R² p 
Coeficient

e (β) 
Erro 

padrão 
R² p 

IIL-Sfm05 
Y=0,086x 

+2,358 
0,0122 0,9425 0,006 

Y=0,092x 
+1,996 

0,0090 0,9716 0,002 

IILSfc-sus01 
Y=0,086x 

+2,071 
0,0037 0,9944 0,0002 

Y=0,133x 
+1,164 

0,0019 0,9993 <0,0001 

IIL-Sfb05 
Y= 0,065x 

+2,118 
0,0078 0,9588 0,0036 

Y=0,121x 
+1,159 

0,0130 0,9662 0,0027 

IILzm-Idp03 
Y=0,105x 

+1,998 
0,0081 0,9825 0,001 

Y=0,090x 
+2,003 

0,0088 0,9719 0,002 

IIL-ASP45 
Y=0,071x 

+1,818 
0,0072 0,9698 0,0023 

Y=0,073x 
+1,973 

0,0041 0,9907 0,0004 

Controle 
Y=0,079x 

+2,283 
0,0212 0,8239 0,0332 

Y=0,078x 
+2,051 

0,0043 0,9905 0,0004 



73 
 

 

ANEXO C. Valores dos coeficientes (β), erro padrão, R² e P de número de folha 
por planta de milho inoculadas via semente (bio-priming) e solo com as bactérias IIL-Sfm05, 
IILSfc-sus01, IIL-Sfb05, IILzm-Idp03, IIL-ASP45 e controle em função da avaliação feita nos 
diferentes dias após a emergência (DAE), correspondente a Figura 7. ESALQ, Piracicaba-SP, 
2017 

 
 
 

Tratamentos 

Número de folha/ planta 

Semente (bio-priming)  Solo 

Coeficiente 
(β) 

Erro 
padrão 

R² p 
Coeficiente 

(β) 
Erro 

padrão 
R² p 

IIL-Sfm05 
Y=0,186x 

+1,512 
0,0234 0,9549 0,0041 

Y=0,217x 
+0,689 

0,0184 0,9788 0,0013 

IILSfc-sus01 
Y=0,197x 

+1,159 
0,0275 0,9447 0,0056 

Y=0,183x 
+1,504 

0,0135 0,984 0,0009 

IIL-Sfb05 
Y=0,147x 

+2,041 
0,0108 0,9844 0,0008 

Y=0,224x 
+0,629 

0,0101 0,9939 0,0002 

IILzm-Idp03 
Y=0,200x 

+1,502 
0,0162 0,9801 0,0012 

Y=0,212x 
+0,665 

0,0151 0,985 0,0008 

IIL-ASP45 
Y=0,1623x 

+1,295 
0,017 0,9681 0,0024 

Y=0,213x 
+0,410 

0,0156 0,9842 0,0008 

Controle 
Y=0,1779x 

+1,808 
0,0215 0,9578 0,0037 

Y=0,150x 
+1,850 

0,0209 0,945 0,0056 


