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RESUMO 

O Nordeste tem sido pouco explorado na busca de Bacillus thuringiensis (Berliner 

1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) para o controle de pragas agrícolas como Plutella 

xylostella (L. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith 1797) 

(Lepidoptera: Noctuidae). Esta pesquisa objetivou primeiro isolar B. thuringiensis de 

amostras (solos e insetos) dos estados do Nordeste e avaliar a atividade destes isolados em 

larvas neonatas de P. xylostella e de S. frugiperda. Segundo, caracterizar a morfologia, 

bioquímica e o conteúdo genético de isolados de B. thuringiensis que apresentaram atividades 

letais e subletais às pragas. A forma bipiramidal de cristal predominou em 31% dos isolados. 

Nos testes de patogenicidade, 13 e 20 isolados provocaram mortalidade >30% para P. 

xylostella e S. frugiperda, respectivamente, enquanto 24 e 52 isolados causaram 

respectivamente >30% de inibição do crescimento das larvas. As CL50s e CE50s de 12 

isolados e dos padrões B. thuringiensis var. kurstaki (Btk) e B. thuringiensis var. aizawai (Bta) 

foram estimadas para ambas as espécies. O isolado LIIT-4311 apresentou a menor CL50 e 

CE50 tanto para P. xylostella como para S. frugiperda. O padrão Bta apresentou a menor CL50 

para P. xylostella. Já o Btk foi 1,5 vezes menos tóxico do que o isolado LIIT-4311. Para S. 

frugiperda, os isolados LIIT-4311, LIIT-4306 e LIIT-4406 foram mais ativos do que o Bta. A 
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análise de SDS-PAGE revelou que a maioria dos isolados produziu tamanho de banda de 130 

kDa, sugerindo a presença das proteínas Cry1, Cry2, Cry8 e Cry9, e de fato, os genes cry1, 

cry2, cry8 e cry9 foram amplificados dos isolados de B. thuringiensis. Esses resultados 

sugerem uma ampla distribuição do B. thuringiensis em áreas do Nordeste brasileiro, com 

isolados que apresentam alta letalidade e que podem ser explorados para o desenvolvimento 

de novas tecnologias para o manejo de P. xylostella e S. frugiperda. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Plutella xylostella, Spodoptera frugiperda, bactéria 

entomopatogênica, inseticida microbiano, controle de pragas, 

biotecnologia. 
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ABSTRACT 

The Northeast of Brazil has been little explored in the search for Bacillus thuringiensis 

(Berliner 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) to control of agricultural pest such as the Plutella 

xylostella (L. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) and Spodoptera frugiperda (J.E. Smith 1797) 

(Lepidoptera: Noctuidae). This study aimed firstly to isolate B. thuringiensis from samples 

(soils and insects) of the Northeastern states and evaluate the activities of isolates towards 

neonate larvae of P. xylostella and S. frugiperda. Secondly, to characterize the morphology, 

biochemistry, and genetic content of the B. thuringiensis isolates that presented both lethal 

and sublethal activity to those pests. The bipyramidal form of crystal prevailed in 31 % of the 

isolates. In pathogenicity tests, 13 and 20 isolates caused mortality > 30% to P. xylostella and 

S. frugiperda, respectively, while 24 and 52 isolates caused respectively > 30% inhibition of 

larval growth. The LC50s and CE50s for 12 isolates and the standards B. thuringiensis var. 

kurstaki (Btk) and B. thuringiensis var. aizawai (Bta) were estimated using both species. The 

LIIT-4311 isolate had the lowest LC50 and EC50 for both P. xylostella and S. frugiperda. The 

standard Bta had the lowest LC50 for P. xylostella. The Btk was 1.5 times less toxic than the 

LIIT-4311 isolate. For S. frugiperda, the LIIT-4311, LIIT-4306, and LIIT-4406 isolates were 

more active than the Bta. The SDS-PAGE analysis revealed that most isolates produced band 
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sizes of 130KDa, suggesting the presence of Cry1, Cry2, Cry8, and Cry9 proteins, and indeed, 

the cry1, cry2, cry8 and cry9 genes were amplified from the B. thuringiensis isolates. These 

results suggest the widespread distribution of B. thuringiensis in areas from Northeast of 

Brazil with strains that show high lethality, which can be exploited to develop new 

technologies for the management of P. xylostella and S. frugiperda. 

 

KEY WORDS: Plutella xylostella, Spodoptera frugiperda, entomopathogenic bacteria, 

microbial insecticide, pest control, biotechnology. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUÇÃO 

Estima-se que cerca de 9.000 espécies de insetos com status de praga afetam culturas de 

importância econômica no mundo, sendo a aplicação de inseticidas sintéticos a tecnologia 

mais utilizada para a proteção dessas culturas, com custo de 35 bilhões de dólares a cada ano 

em todo o mundo (Stephenson 2003). Nos últimos anos, o Brasil tem se tornado o maior 

consumidor mundial de agrotóxicos. Segundo levantamento feito pelo Sindicato Nacional da 

Indústria Vegetal (SINDAG), o emprego de agrotóxicos na proteção de plantas no mercado 

nacional totalizou 673 milhões de toneladas e as vendas somaram US$ 7,125 bilhões 

(ANDEF 2009).  

A utilização indiscriminada de inseticidas sintéticos para o controle de insetos tem 

gerado uma crescente preocupação mundial. A presença de resíduos em alimentos, no solo e 

nos lençóis d‟água, além de ressurgência de pragas, aparecimento de novas pragas, surto de 

pragas secundárias e, principalmente, resistência de pragas aos inseticidas, são consequências 

deste uso indiscriminado. 

A busca por alternativas mais seguras de controle de insetos-pragas, que não ocasionem 

problemas para o homem e o meio ambiente, é uma constante no meio científico. Os 

inseticidas biológicos, utilizados há mais de 70 anos, são alternativas práticas para o controle 

mais seletivo de insetos-pragas, que inclui principalmente, o emprego de microrganismos. 

Dentre os microorganismos empregados no controle biológico, à bactéria Bacillus 

thuringiensis (Berliner 1911) é considerada o principal agente entomopatogênico, 

respondendo por 90% de todos os biopesticidas vendidos mundialmente (Polanczyk & Alves 

2003). 
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1.1 A bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner 1911) 

1.1.1 Aspectos gerais 

O Bacillus thuringiensis (Berliner 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) é uma bactéria 

gram-positiva, catalase positiva, aeróbia, podendo crescer facultativamente em anaerobiose, 

mesófila, quimioheterotrófica, entomopatogênica e capaz de se movimentar devido à presença 

de estruturas de locomoção denominadas de flagelos peritríquios (Schnepf et al. 1998, 

Monnerat & Bravo 2000, Bobrowski et al. 2003). Possui forma de bastonete que varia de 1 a 

1,2 µm de largura e 3 a 5 µm de comprimento (Habib & Andrade 1998), cuja temperatura 

ideal de crescimento é em torno de 30°C (Aronson & Thompson 1971).  

Quando em condições ambientais adversas, essa bactéria interrompe sua divisão celular, 

dando início à fase de esporulação típica dos bacilos, gerando esporos elípticos e cilíndricos 

localizados na região central ou paracentral da célula (Bechtel & Bulla 1976). Durante os 

estágios III e IV desta fase, cristais paraesporais são sintetizados e acumulam-se na periferia 

dos esporos na forma de inclusões cristalinas sendo liberados juntamente com o esporo 

quando ocorre a lise da célula (Bechtel & Bulla 1976, Aronson 2002). 

As inclusões cristalinas são constituídas de proteínas Cry (glicoproteínas) ou proteínas 

cristais inseticidas também denominadas de δ-endotoxinas codificadas por genes localizados 

em plasmídeos conjugativos (Aronson 2002). Estas toxinas são características de cada 

variedade de B. thuringiensis, as quais apresentam propriedades entomopatogênicas a insetos 

de várias ordens como Coleoptera, Diptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Hemiptera, 

Orthoptera, e outros organismos, tais como, nematóides e ácaros (Höfte & Whiteley 1989, 

Feitelson et al. 1992).  

1.1.2 Histórico e uso 

O primeiro isolamento de B. thuringiensis foi realizado pelo bacteriologista japonês 

Shigetane Ishiwata em 1901 (Heimpel & Angus 1960), a partir de larvas mortas do bicho-da-
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seda, Bombyx mori (L., 1758) (Lepidoptera: Bombycidae), nomeando de “sotto disease 

bacillus”. Em 1908, Iwabuchi denominou-o de Bacillus sotto Ishiwata (Heimpel & Angus 

1960). Aoki e Chigasaki, em 1915, demonstraram que a atividade inseticida era devido a 

toxinas presente em culturas esporuladas ao invés de culturas jovens de células vegetativas 

(Tanada & Kaya 1993). Em 1911, na Alemanha, Ernst Berliner isolou um bacilo, causando 

doença e morte em larvas de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae), 

nomeando definitivamente em 1915 como Bacillus thuringiensis Berliner, em homenagem à 

província de Thuringia, onde foi encontrado o primeiro inseto de A. kuehniella infectado 

(Heimpel & Angus 1960). 

O primeiro bioinseticida comercializado, denominado de Sporeine, surgiu em 1938 na 

França. No entanto, só em meados de 1950, surgiu o interesse em comercializar produtos 

microbianos em larga escala para o controle de insetos (Beegle & Yamamoto 1992). Embora 

Mattes e Berliner tenham notado a presença de corpos paraesporais na célula bacteriana 

em1927, eles não os consideraram relacionados à toxicidade (Tanada & Kaya 1993). Em 

1953, foi divulgada a presença de inclusões cristalinas em culturas esporuladas de B. 

thuringiensis, relacionando-as com a patogenicidade desse bacilo (Hannay 1953). A hipótese 

que estas inclusões deviam ter alguma relação com a formação de uma substância tóxica que 

induzia septicemia em larvas de insetos foi comprovada experimentalmente em 1956 (Angus 

1956). Em 1957, nos EUA, foi produzido e disponibilizado um produto a base de B. 

thuringiensis para teste chamado de Thuricide (Beegle & Yamamoto 1992). 

Em 1967, o B. thuringiensis foi considerado pela indústria como o primeiro 

entomopatógeno a ser amplamente explorado como agente de controle biológico, devido às 

suas características de adaptação a um grande número de programas de controle biológico. 

Com a otimização das formulações, a comercialização se intensificou surgindo diversos 

produtos com base em diferentes subespécies de B. thuringiensis. Desde então, esse 
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microrganismo tornou-se o mais importante agente de controle biológico comercializado, com 

mais de 100 formulações colocadas no mercado mundial, sendo responsáveis por mais de 

90% do faturamento dos bioinseticidas (Schnepf et al. 1998, Polanczyk & Alves 2003). 

Estima-se que a aplicação mundial anual de B. thuringiensis seja de 13.000 toneladas 

(Hansen & Salamitou 2000), sendo o continente americano responsável por 50% deste 

mercado, principalmente os Estados Unidos e Canadá (Tamez-Guerra et al. 2001). A América 

Latina, Cuba e México lideram a utilização de bioinseticidas a base de B. thuringiensis, 

especialmente para o controle de pragas nas culturas do algodão (Gossypium hirsutum L.), 

banana (Musa sp.), batata (Solanum tuberosum L.), citros, hortaliças, fumo (Nicotiana 

tabacum L.), milho (Zea mays L.) e pastagens. No Brasil, cerca de 30 pragas de importância 

agrícola e mosquitos vetores de doenças são controlados por B. thuringiensis (Polanczyk & 

Alves 2003).  

A utilização desse microrganismo tem várias vantagens como sua ação restrita a insetos, 

principalmente, lepidópteros, coleópteros e dípteros, não afeta o ser humano, tem menor 

impacto ambiental, além de diminuir a utilização de inseticidas sintéticos (Whiteley & 

Schnepf 1986, Betz et al. 2000). Os bioinseticidas à base de B. thuringiensis têm 

especificidade a determinados grupos de insetos e são incluídos em cinco subespécies: B. 

thuringiensis var. kurstaki, B. thuringiensis var. morrisoni, ambos letais para larvas de 

borboletas e mariposas, B. thuringiensis var. israelensis letal para larvas de mosquitos e 

simulídeos, B. thuringiensis var. aizawai letal para larvas de mariposa, B. thuringiensis var. 

tenebrionis, (conhecido por san diego) letal para larvas de besouros (Swadener 1994, Joung & 

Côté 2000).  

Apesar das formulações à base de B. thuringiensis serem consideradas de maior sucesso 

comercial no mundo, existem diversos fatores que limitam sua utilização, como o custo, que 

na maioria das vezes é superior ao dos inseticidas químicos, a baixa persistência em campo da 
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maioria das formulações, o baixo espectro de ação, a ineficácia contra pragas de solo e 

endofíticas (Navon 2000). A radiação solar é outro fator importante que limita a utilização 

desses produtos, pois as proteínas Cry sofrem desnaturação pela ação do calor e pela luz UV 

(Navon 2000, Myasnik et al. 2001). 

Para minimizar essas limitações várias tecnologias têm sido utilizadas como a 

introdução de genes cry em outros organismos. Os genes cry introduzidos em Escherichia coli 

(Schnepf & Whiteley 1981), B. subtilis (Calogero et al. 1989), B. megaterium (Sekar & 

Carlton 1985) e Pseudomonas fluorescens (Huang et al. 2007) ampliaram as possibilidades de 

utilização dessa bactéria na agricultura.  

Processos fermentativos com Pseudomonas recombinantes têm sido utilizados para 

produzir formulações contendo inclusões cristalinas encapsuladas por células mortas. Este 

tipo de formulação aumenta a persistência em campo destes biopesticidas devido à proteção 

contra a radiação ultravioleta (Schnepf et al. 1998). Tamez-Guerra et al. (2000) e Côté et al. 

(2001) verificaram a eficiência das formulações encapsuladas e microencapsuladas, com 

consequente aumento de persistência do B. thuringiensis e incremento na mortalidade dos 

insetos-alvo. O aumento do espectro de ação das toxinas foi obtido por Park et al. (2003) e 

Wang et al. (2006), por meio de métodos de recombinação para reordenar a composição 

protéica do cristal. Essa técnica elimina as toxinas com baixa atividade inseticida e incorpora 

outras com maior potencial. Os trabalhos anteriormente mencionados, além de agrupar 

toxinas mais eficientes, têm o objetivo de explorar o sinergismo entre essas toxinas. 

Com a clonagem e a caracterização de genes de B. thuringiensis, novas perspectivas do 

uso desta bactéria e de suas proteínas inseticidas foram vislumbradas, como a possibilidade de 

se introduzir os genes de B. thuringiensis codificadores das toxinas nos genomas dos vegetais, 

permitindo a expressão contínua das proteínas em todos os tecidos da planta, atingindo, assim, 

apenas os insetos-pragas que se alimentam dos tecidos (de Maagd et al. 1999). Dessa forma, 
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programas de melhoramento de plantas têm produzido plantas resistentes a insetos, capazes de 

produzir a toxina do B. thuringiensis com intuito de minimizar as limitações para utilização 

dessa bactéria na agricultura. 

A partir da metade da década de 80, foram obtidas as primeiras plantas transgênicas 

com a incorporação dos genes codificadores das proteínas tóxicas de B. thuringiensis nas 

culturas do fumo (Barton et al. 1987) e tomate (Fischhoff et al. 1987). Várias culturas como 

repolho (Bhattacharya et al. 2002), milho (Lynch et al. 1999), algodão (Jenkins et al. 1997), 

soja (Glycine max L) (Walker et al. 2000), arroz (Oryza sativa L.) (Ye et al. 2001) e canola 

(Brassica napus L.) (Ramachandran et al. 1998) dentre outras, têm sido modificadas 

geneticamente para expressar proteínas derivadas de B. thuringiensis, e são utilizadas em 

escala comercial em vários países, atingindo uma área de cerca de 134 milhões de hectares 

(James 2009).  

No Brasil, essa tecnologia só chegou em 2005 com a regulamentação e liberação das 

plantas transgênicas (Fiúza & Pinto 2009). O algodoeiro Bollgard
®
 evento MON531 foi à 

primeira planta transgênica a ser liberada para exploração comercial. Em 2009, nosso país 

passou a ser o segundo maior produtor de plantas transgênicas do mundo com 21,4 milhões de 

hectares plantados, sendo o algodão Bt responsável por 150 mil hectares e o milho Bt por 5 

milhões de hectares plantados em diversas áreas (CIB 2010). 

As principais vantagens do uso das plantas geneticamente modificadas são aumento na 

produção, diminuição dos efeitos ambientais, persistência no meio ambiente, proteção 

relacionada à degradação por raios UV e redução na aplicação de inseticidas, principalmente, 

os de largo espectro favorecendo a manutenção de inimigos naturais, que auxiliam no controle 

de pragas e contribuem para retardar a evolução da resistência (Navon 2000, Bobrowski et al. 

2003). 
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Apesar das vantagens dessa biotecnologia, o cultivo em extensas áreas com plantas 

transgênicas, representa potenciais riscos de evolução de resistência, devido à pressão de 

seleção. Assim, estratégias de prevenção devem ser tomadas, visando retardar o 

desenvolvimento da resistência a plantas transformadas com proteínas Cry, como a adoção de 

áreas de refúgio e a utilização de materiais genéticos que possuam expressão da proteína Cry 

em alta dose (Tabashnik 1994, Gould 1998). As áreas de refúgio são áreas de plantas não 

resistentes a insetos dispostas interna ou externamente aos campos cultivados com plantas 

transgênicas (Gould 1998). Essa prática baseia-se na proposição de que populações não 

expostas a um determinado fator de seleção apresentam baixa frequência de alelos que se 

opõem a esta pressão seletiva (Perferoen 1997). 

1.1.3 Presença do Bacillus thuringiensis no ambiente 

A ecologia do B. thuringiensis tem sido bastante estudada (Chatterjee et al. 2007, 

Bizzarri & Bishop 2008), e é considerado um organismo ubíquo sendo encontrado na natureza 

predominantemente na forma de esporos, que podem se disseminar amplamente pelo 

ambiente, uma vez que esses esporos podem permanecer viáveis por longos períodos de 

tempo (de Maagd et al. 2003, Jensen et al. 2003). Essa bactéria pode ser isolada de solo 

(Martin & Travers 1989, Bernhard et al. 1997), filoplano de espécies vegetais (Smith & 

Couche 1991, Hansen et al. 1998), insetos vivos ou mortos e seus habitats (Itoua-Apoyolo et 

al. 1995, Bernhard et al. 1997), grãos estocados (Meadows et al. 1992, Bernhard et al. 1997), 

a partir de amostras de água (Iriarte et al. 2000) e sedimentos marinhos (Maeda et al. 2000).  

Através dos estudos de prospecção de linhagens de B. thuringiensis, Meadows (1993) 

formulou três prováveis hipóteses para explicar sua distribuição cosmopolita e seu habitat. A 

primeira hipótese tem como base a evolução dessa bactéria com os insetos, sugerindo o B. 

thuringiensis como um entomopatógeno, pois para esse autor, seria impossível essa bactéria 

utilizar grandes quantidades de energia e nutrientes durante a esporulação para a formação de 
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um cristal que não apresentasse um grande valor adaptativo. Sem o cristal, o B. thuringiensis 

seria incapaz de colonizar o intestino médio de insetos com alto pH, devido isto ser um fator 

limitante para o desenvolvimento vegetativo da célula. A segunda hipótese sustenta o 

filoplano como o verdadeiro habitat natural de B. thuringiensis, de acordo com o trabalho de 

Smith & Couche (1991), que encontraram grandes quantidades de B. thuringiensis em uma 

série de espécies arbóreas, em frequência bastante alta para serem decorrente apenas da 

disseminação pelo vento ou pela chuva. De acordo com estes autores, o solo seria apenas um 

reservatório durante o inverno quando as chuvas caem. A terceira hipótese considera que o 

habitat natural do B. thuringiensis seja o solo. Para Meadows (1993) algumas explicações 

sustentam a hipótese que o solo seria um reservatório natural de esporos de B. thuringiensis, 

depositados a partir de cadáveres de insetos, folhas ou lagartas que descem para empupar. O 

B. thuringiensis poderia ser patogênico a insetos e outros animais habitantes comuns no solo, 

ou ainda, essa bactéria poderia crescer no solo quando nutrientes são disponíveis. 

Alguns trabalhos têm mostrado que células vegetativas de B. thuringiensis não se 

multiplicam em solo, apresentando maior taxa de mortalidade em solo não esterilizado que 

em solo esterilizado (Thomas et al. 2000, Vilas-Bôas et al. 2000, Ferreira et al. 2003). 

Segundo Ferreira et al. (2003), as células vegetativas de B. thuringiensis parecem ser 

incapazes de competir com microrganismos naturais do solo. Para Thomas et al. (2000) as 

células vegetativas de B. thuringiensis, ao entrarem no solo, não adquirem nutrientes para 

manter o crescimento e entram na fase de esporulação. Com relação aos esporos, vários 

trabalhos relatam que a germinação no solo não ocorre (Ohana et al. 1987, Thomas et al. 

2000, Vilas-Bôas et al. 2000). 

As informações sobre o destino das toxinas de B. thuringiensis no solo são limitadas e 

estimativas da persistência de sua atividade no ambiente variam muito. Segundo algumas 

pesquisas as toxinas ligam-se a ácidos húmicos, suplementos orgânicos ou com partículas de 
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solo que as protegem da degradação por microorganismos, sem, no entanto, perder sua 

atividade inseticida (Crecchio & Stotzky 1998, 2001) 

No solo, o número de células varia de 102 a 104 Unidades Formadoras de Colônias 

(UFC) por grama de solo, enquanto em plantas, esse número varia de 0 a 100 UFC cm
-2

 

(Damgaard 2000). Segundo Polanczyk & Alves (2003), a meia vida de esporos de B. 

thuringiensis, em folhas é muito menor que no solo (100-200 dias), variando, geralmente, de 

menos de um até três dias. 

1.1.4 Caracterização 

A nomenclatura das espécies pertencentes ao gênero Bacillus causa divergência entre os 

taxonomistas, devido à alta homologia genética. Esse gênero forma um grupo denominado de 

B. cereus que inclui seis espécies altamente similares: B. cereus, B. anthracis, B. 

thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides e B. weihenstephanensis. Alguns estudos 

sugerem que B. cereus sensu stricto, B. anthracis e B. thuringiensis são espécies altamente 

relacionadas, e por isso, pertencentes a um único grupo, o do B. cereus lato sensu (Daffonchio 

et al. 2000, Helgason et al. 2000). No entanto, outros estudos têm obtido a discriminação 

entre B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis (Chang et al. 2003, Cherif et al. 2003). 

A classificação das subespécies de B. thuringiensis baseada em análises sorológicas foi 

introduzida no início da década de 1960 por de Barjac & Bonnefoi (1962). No entanto, a 

determinação do sorotipo nem sempre traduz a atividade inseticida de um isolado. 

Atualmente, mais de 100 sorotipos de B. thuringiensis são listados no Genbank.  

A caracterização bioquímica não possibilita diferenciar B. thuringiensis de B. cereus e 

B. anthracis, devido essas espécies apresentarem um grau de parentesco bastante elevado, 

sendo considerado o principal critério utilizado para a distinção entre essas bactérias, a 

produção de corpos de inclusões paraesporais durante o processo de esporulação do B. 

thuringiensis (Travers et al. 1987, Drobniewski 1993, Henderson et al. 1995). 
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Com o advento das técnicas da biologia molecular, os dados moleculares começaram a 

ser usados na classificação de bactérias. A hibridização de DNA foi muito utilizada em B. 

thuringiensis (de Barjac & Frachon 1990, Carlson et al. 1994, Lecadet et al. 1999) sendo 

necessário um nível de no mínimo 70% de hibridização entre os genomas para se determinar 

que duas bactérias pudessem ser consideradas como pertencentes à mesma espécie (Wayne 

1988). Embora esse método seja lento, ainda é considerado padrão para a delimitação de 

espécies bacterianas (Stackebrandt et al. 2002), sendo as espécies B. thuringiensis, B. cereus e 

B. anthracis, indistinguíveis por esse método (Drobniewski 1993, Carlson et al. 1994).   

Desde a década de 90 até hoje, a técnica da reação em cadeia de polimerase (PCR) tem 

se mostrado uma ferramenta poderosa na detecção de genes com ação inseticida específicos, 

em diferentes cepas de B. thuringiensis (Bourque et al. 1993, Noguera & Ibarra 2010) e na 

detecção de novos genes cry (Kalman et al. 1993, Bravo et al. 1998, Ben-Dov et al. 1999, 

Santos et al. 2009). Todavia, o procedimento normal de PCR não pré-determina exatamente a 

atividade inseticida da linhagem, bem como, o nível de expressão dos genes cry presentes, 

que estão envolvidos no potencial inseticida de cada linhagem (Martínez et al. 2005).  

O uso de PCR teve um grande aperfeiçoamento para a detecção de genes cry, contudo 

este método requer um amplo número de oligonucleotídeos. Diversos oligonucleotídeos 

universais e degenerados foram delineados para amplificar os membros conhecidos de 

diferentes subfamílias de genes cry. Embora o uso destes oligonucleotídeos degenerados 

incremente a probabilidade de amplificação de novos genes, a eficiência é restrita para 

detecção de genes relativos ao mesmo grupo (Beron et al. 2005). Técnicas mais específicas de 

PCR como RFLP, ribotipagem com sequências de nucleotídeos como 16S rRNA, têm 

contribuído na identificação da diversidade de genes cry (Song et al. 2003, Vilas-Bôas & 

Lemos 2004, Baig et al. 2010). 
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1.1.5 Nomenclatura e Classificação 

Inicialmente a classificação das proteínas Cry era baseada na atividade inseticida das 

proteínas do cristal à ordem do inseto-alvo, relacionando-as com seus genes correspondentes 

(Höfte & Whiteley 1989). Assim, existiam quatro grupos: O gene cryI (codifica proteína 

tóxica a ordem Lepidoptera), cryII (codifica proteína tóxica a lepidópteros e dípteros), cryIII 

(codifica proteína tóxica a ordem Coleoptera) e cryIV (codifica proteína tóxica a ordem 

Diptera). Porém, com o aparecimento de vários outros genes cry e o cruzamento de 

especificidades, foram geradas muitas exceções e uma nova classificação foi proposta. 

A nomenclatura atual é baseada apenas em relações moleculares entre as cadeias 

primárias das proteínas em função do grau de identidade de seus aminoácidos (Crickmore et 

al. 1998). O sistema adiciona à raiz “Cry” numerais arábicos e letras ordenadas em 

hierarquias indicando o grau de divergência filogenética. As superfamílias, indicadas por 

números, como em Cry1 apresentam até 45% de identidade. Os holótipos, designados por 

letras maiúsculas (Cry1A), denotam até 78%. A terceira categoria indicada por letra 

minúscula (Cry1Aa) denota identidade de até 95%. A quarta categoria indicada por números 

arábicos representa identidade superior a 95% (Cry1Aa1) (Crickmore et al. 1998). 

1.1.6 Toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis 

Várias toxinas com atividade inseticida podem ser produzidas por B. thuringiensis 

como: α-exotoxinas, β-exotoxinas, quitinases, proteínas inseticidas vegetativas (VIP – do 

inglês “vegetative insecticidal proteins”) e as δ-endotoxinas. As α-exotoxinas, conhecidas 

também como fosfolipase C, lecitinase ou fosfatidilcolina fosfohidrolase, são enzimas com 

atividade citolíticas que agem sobre os fosfolipídeos presentes nas membranas celulares, 

sendo altamente tóxicas para alguns insetos (Wie et al. 1982, Hansen & Salamitou 2000).  

As β-exotoxinas, também conhecidas como “thuringiensina”, são produzidas durante a 

fase vegetativa e sua atividade tóxica está relacionada com a inibição da RNA polimerase 
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através da competição com ATP, apresentando toxicidade para várias ordens de insetos 

(Habib & Andrade 1998, Hansen & Salamitou 2000). Estudos sobre as quitinases têm 

demonstrado que esta enzima presente em isolados de B. thuringiensis hidrolisa a quitina na 

membrana peritrófica do inseto, causando a formação de poros e facilitando o contato entre as 

δ-endotoxinas e seus receptores no epitélio intestinal, aumentando a toxicidade de B. 

thuringiensis (Regev et al. 1996, Liu et al. 2002, Arora et al. 2003). 

As proteínas VIPs são produzidas em etapas iniciais do processo de crescimento das 

bactérias em cultura (Estruch et al. 1996). O gene vip3A, por exemplo, codifica uma proteína 

de aproximadamente 88,5 kDa, que apresenta atividade tóxica contra insetos pouco sensíveis 

à maioria das proteínas Cry (Yu et al. 1997), principalmente contra lepidópteros (Loguercio et 

al. 2002), provocando paralisia alimentar em baixas concentrações e uma degeneração 

progressiva das células epiteliais do inseto suscetível (Lee et al. 2003). 

Existem dois tipos de δ-endotoxinas, as Cyt e as Cry (Crickmore et al. 1998). As 

proteínas Cyt possuem atividade citolítica e são constituídas pelos grupos Cyt1, Cyt2 e Cyt3. 

A classe Cyt1 apresenta quatro proteínas Cyt1Aa, Cyt1Ab, Cyt1Ba e Cyt1Ca, a classe Cyt2 é 

formada pelas proteínas Cyt2Aa, Cyt2Ba, Cyt2Bb, Cyt2Bc e Cyt2Ca e a classe Cyt3 

apresenta a proteína Cyt3Aa, sendo tóxicas para dípteros e coleópteros (Crickmore et al. 

2011). Já as δ-endotoxinas Cry, também conhecidas como proteínas Cry, são proteínas 

altamente eficazes no controle de insetos, sendo consideradas as principais proteínas com 

atividade inseticida do B. thuringiensis. Mais de 450 genes cry, que codificam as proteínas 

Cry, já foram sequenciados e as proteínas Cry estão classificadas em 68 grupos organizados 

em diferentes subgrupos (Crickmore et al. 2011).  

A estrutura tridimensional das proteínas Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aa e 

Cry4Ba foram determinadas por cristalografia de raios-X (Li et al. 1991, Grochulski et al. 

1995, Galitsky et al. 2001, Morse et al. 2001, Boonserm et al. 2005, Boonserm et al. 2006). 
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Todas essas proteínas possuem alto grau de similaridade e apresentam três domínios: I, II e 

III, sugerindo similar modo de ação. 

O domínio I (terminal-N) é constituído por um feixe de sete α-hélices, em que a α-

hélice 5 é hidrofóbica e circundada por 6 hélices anfipáticas. O domínio II (terminal-N) é 

formado por três folhas β-antiparalelas e o domínio III (terminal-C) consiste de duas folhas β-

antiparalelas formando um β-sanduíche. O domínio I está envolvido na inserção da proteína 

na membrana e na formação do poro, enquanto que os domínios II e III estão envolvidos no 

reconhecimento e ligação ao receptor (de Maagd et al. 2001, Bravo et al. 2007). Acredita-se 

que o domínio III esteja também fortemente envolvido na formação de poros (Schnepf et al. 

1998). 

As características dos cristais, como o formato, têm correlação com a atividade 

inseticida das proteínas. Os cristais bipiramidais podem estar associados às proteínas do tipo 

Cry1, de aproximadamente 130 kDa, que apresentam atividade contra lepidópteros e 

coleópteros (Bradley et al. 1995, Bravo et al. 1998), enquanto que os cristais cubóides com 

peso molecular em torno de 65 kDa podem estar associados com as proteínas do tipo Cry2, 

que apresentam atividade contra lepidópteros e dípteros (Höfte & Whiteley 1989, Wu et al. 

1991). Já os cristais rombóides com peso molecular 73 a 75 kDa, podem estar associados com 

as proteínas do tipo Cry3, que apresentam atividade contra coleópteros (Lambert et al. 1992) 

e os cristais ovóides, com peso molecular de 72 a 135 kDa, são tóxicos contra dípteros e 

podem estar associados às proteínas Cry4 (Höfte & Whiteley 1989). 

1.1.7 Modo de ação das proteínas Cry 

A maioria dos estudos sobre o modo de ação das proteínas Cry foi realizado, 

principalmente, em lepidópteros. Os sintomas observados a partir do momento em que as 

larvas suscetíveis ingerem os cristais e esporos de B. thuringiensis são: perda do apetite e o 

abandono do alimento, paralisia do intestino, vômito, diarréia, paralisia total e, finalmente, a 



 

 

14 

morte (Aronson et al. 1986). As larvas infectadas por B. thuringiensis perdem sua agilidade e 

o tegumento adquire tonalidade de cor marrom-escura. Após a morte, a larva apresenta cor 

negra, característica das infecções provocadas por este microrganismo (Habib & Andrade 

1998, Monnerat & Bravo 2000).  

O mecanismo de ação das proteínas Cry é bastante complexo, caracterizado pelas etapas 

de solubilização e processamento das toxinas, reconhecimento e ligação ao receptor e inserção 

na membrana, agregação e formação do poro (Monnerat & Bravo 2000). Na etapa de 

solubilização, os cristais produzidos por B. thuringiensis, ao serem ingeridos por larvas de 

insetos suscetíveis, são solubilizados no intestino médio, liberando uma ou mais proteínas 

Cry, também conhecidas como pró-toxinas. A solubilização das proteínas depende do pH 

alcalino de lepidópteros e dípteros. Uma menor efetividade destas proteínas em coleópteros 

pode ser devida ao pH neutro ou pouco ácido, necessitando, então, de uma ativação in vitro. A 

principal protease digestiva de lepidópteros e dípteros é a serino-protease, enquanto nos 

coleópteros ocorre principalmente cisteíno-protease e aspartato-proteases (de Maagd et al. 

2001)  

Na segunda etapa, após a ativação das pró-toxinas, ocorre a ligação com receptores 

específicos localizados nas microvilosidades das membranas apicais das células colunares do 

intestino dos insetos suscetíveis (Hofmann et al. 1988, Höfte & Whiteley 1989, Bravo et al. 

1992). A cinética de união das toxinas Cry às vesículas da membrana da microvilosidade 

apical dos insetos suscetíveis é bifásica, composta de um passo reversível e outro irreversível 

(Hofmann et al. 1988, Van Rie et al. 1990, Liang et al. 1995). O primeiro passo envolve a 

interação entre a toxina e seu sítio de união (união reversível), que é um requisito básico para 

que ocorra toxicidade, mas não suficiente (Schnepf et al. 1998). No entanto, a união 

irreversível a receptores específicos e a inserção na membrana parecem estar mais ligadas 

com a toxicidade (Van Rie et al. 1989). Em geral, quatro receptores protéicos têm sido 
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descritos como possíveis moléculas para ligação das proteínas Cry às células do epitélio 

intestinal dos insetos suscetíveis: proteínas do tipo caderina (CADR), aminopeptidase-N 

ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), fosfatase alcalina ancorada a glicosilfosfatidil-

inositol (GPI) e um glicoconjugado de 270 kDa (Bravo et al. 2007, Gómez et al. 2007).  

Na última etapa, a toxina Cry se une rapidamente e de forma irreversível à membrana 

plasmática das células epiteliais, com subsequente abertura ou formação de poros, ocorrendo, 

assim, um desequilíbrio osmótico entre o meio intra e extracelular, ocasionando perda da 

integridade da membrana do intestino das larvas de insetos suscetíveis (Van Rie et al. 1990, 

Liang et al. 1995). 

Além das toxinas, os esporos também podem contribuir com a patogenicidade através 

da ação sinérgica desempenhada junto com as proteínas Cry (Johnson & McGaughey 1996, 

Tang et al. 1996). Isso ocorre quando o conteúdo das células do intestino médio mistura-se ao 

da hemolinfa, reduzindo o pH e fornecendo nutrientes para a germinação dos esporos, 

provocando um quadro de septicemia na larva. Com a germinação dos esporos, outros fatores 

patogênicos ocasionados pelas células vegetativas podem contribuir com a patogenicidade, 

devido à produção de proteínas inseticidas vegetativas (VIP) (Estruch et al. 1996). 

O complexo modo de ação do B. thuringiensis possibilita vários prováveis mecanismos 

de resistência dos insetos às toxinas, como a não ativação da toxina, devido a ausência de 

proteases específicas (Oppert et al. 1997), mudanças de pH no lúmen do intestino médio (Ma 

et al. 2005), redução na capacidade de ligação aos receptores nas microvilosidades apicais do 

mesêntero (Sayyed et al. 2004) e baixa eficiência pelo rápido reparo dos danos causados pela 

toxina às células afetadas (Loeb et al. 2001). Outro possível mecanismo da redução da 

atividade da toxina é o seu sequestro pelas proteases (Milne et al. 1995). Mutações nos genes 

que codificam os receptores para as proteínas Cry (Ballester et al. 1999). Existem 

naturalmente genes de resistência nas populações de insetos. O aumento da frequência desses 
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genes ocorre devido intensas e constantes aplicações das toxinas de B. thuringiensis, 

comprometendo a eficiência desse controle. O uso adequado desse bioinseticida com a 

utilização de diferentes toxinas é muito importante para reverter à resistência e dar 

continuidade aos programas de manejo. 

 

1.2 Traça-das-crucíferas, Plutella xylostella (L. 1785) 

1.2.1 Aspectos bioecológicos 

A traça-das-crucíferas, Plutella xylostella (L. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), é 

considerada uma praga cosmopolita, oligófaga e altamente migratória (Chapman et al. 2002, 

Campos et al. 2003), responsável por cerca de 90% de prejuízos às culturas das brássicas em 

todo mundo, com custo médio anual de controle ultrapassando um bilhão de dólares (Talekar 

& Shelton 1993, Yang et al. 1994). 

No Brasil, a presença de P. xylostella tem sido observada praticamente durante todo o 

ano, causando elevados prejuízos na produção de brássicas, particularmente em repolho, o 

segundo produto hortícola mais consumido, com redução variando de 58 a100% da qualidade 

final do produto, e seu controle pode atingir até 30% dos custos totais da produção (Barros et 

al. 1993, Imenes et al. 2002), inviabilizando a produção dessa hortaliça, que tem seu cultivo 

tanto de subsistência como em escala comercial. 

O comportamento fisiológico de P. xylostella depende de fatores como temperatura, 

fotoperíodo, umidade relativa e qualidade do alimento (Haseeb et al. 2001, Crema & Castelo 

Branco 2004). Adultos de P. xylostella têm coloração parda, sendo que nos machos a margem 

posterior das asas anteriores é branca formando, quando em repouso, uma mancha alongada 

característica sobre a face dorsal (Imenes et al. 2002), que lembra um diamante esculpido. São 

ativos no final da tarde e início da noite, quando ocorre o acasalamento e a postura (Talekar & 

Shelton 1993, Chapman et al. 2002). Os ovos são depositados isoladamente ou em grupo, na 
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parte inferior das folhas, com período médio de incubação de 2,58 a 2,87 dias, podendo cada 

fêmea ovipositar, em média, até 19 ovos por dia, alcançando em média, um total de 333 ovos 

por fêmea (Barros & Vendramim 1999, Golizadeh et al. 2009, Chagas Filho et al. 2010). A 

fase larval apresenta quatro instares com duração de 6,60 ± 0,11 a 7,82 ± 0,20 dias, e a fase de 

pupa varia de 3,31 ± 0,11 a 5,09 ± 0,24 dias (Barros & Vendramim 1999, Golizadeh et al. 

2009), dependendo da temperatura, umidade e planta hospedeira. As injúrias causadas por 

esse inseto ocorrem na fase larval. As larvas penetram no interior das folhas após eclosão 

onde ficam durante dois ou três dias alimentando-se, em seguida, abandonam a galeria e 

passam a alimentar-se da epiderme inferior da folha. Em repolho, ao se alimentarem das 

folhas, as larvas deixam-nas com aspecto rendado e furos na cabeça. Com isso, acarretam a 

depreciação do produto, o atraso no crescimento e até mesmo a morte da planta. Após o 

completo desenvolvimento larval, ocorre a formação das pupas no interior de um pequeno 

casulo de seda na face inferior da folha. 

Os adultos alimentam-se de orvalho e néctar e apresentam curto período de longevidade 

de 4,9 ± 0,13 a 8,86 ± 0,55 dias à fêmea e 5,1 ± 0,13 a 6,8 ± 0,46 dias o macho (Golizadeh et 

al. 2009, Chagas Filho et al. 2010). O ciclo da praga é relativamente curto e dependendo dos 

fatores ambientais, é encontrado maior número de gerações e maior potencial de dano da 

praga em regiões de clima quente (Talekar & Shelton 1993). 

1.2.2 Manejo 

Em todas as regiões do mundo, onde as brássicas são cultivadas, o controle de P. 

xylostella é realizado principalmente com o uso de inseticidas. No Brasil, o controle químico 

é considerado a principal forma de controle dessa praga (Barros et al. 1993, Castelo Branco et 

al. 2003), com um grande número de aplicações de diversos inseticidas em campos de 

produção de brássicas para o controle de P. xylostella, pulverizados até quatro vezes por 

semana (Castelo Branco et al. 2001, Castelo Branco & Medeiros 2001).  
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O excesso de aplicações tem contribuído para o aumento nos custos de produção, a 

intoxicação dos agricultores, produtos agrícolas com altos índices de resíduos químicos, 

poluição do meio ambiente, eliminação de inimigos naturais e seleção de populações 

resistentes de P. xylostella. Populações desse inseto são praticamente resistentes a todos os 

grupos de inseticidas usados para o seu controle, sendo esse inseto identificado como o 

lepidóptero que tem resistência a mais de 70 inseticidas sintéticos (Whalon et al. 2008). 

A ocorrência de P. xylostella em níveis elevados advém de vários fatores como ciclo 

biológico curto, grande capacidade migratória, alto potencial biótico, sobreposição de 

geração, hábito alimentar (fase larval endofítica), disponibilidade de hospedeiros, coexistindo 

durante o ano todo nas áreas, proporcionando à praga quantidade abundante e contínua de 

alimento. Além disso, o uso intensivo de produtos químicos tem proporcionado o rápido 

aparecimento de populações resistentes, o que tem dificultado o controle desse inseto em 

campo (Barros & Vendramim 1999, Imenes et al. 2002, Castelo Branco et al. 2003, Kwon et 

al. 2004, Baek et al. 2005). 

Dessa forma, o manejo integrado para o controle de P. xylostella deve ser implementado 

com a utilização de vários métodos de controle como o uso de amostragem e níveis de dano 

(Guilloux et al. 2003), uso de inseticidas seletivos, rotação de inseticidas de grupos químicos 

com modos de ação distintos (Castelo Branco et al. 2001), uso de inseticidas naturais (Torres 

et al. 2001). Além deste uso do controle químico de forma racional, outros métodos devem 

ser usados previamente ao químico ou estarem associados a ele, como por exemplo, o uso de 

feromônio sexual (Michereff et al. 2000), variedades resistentes (Andrahennadi & Gillott 

1998), plantas transgênicas e plantas armadilhas (Shelton et al. 2008) e controle biológico 

(predadores, parasitóides e patógenos) (Silva et al. 2003, Silva-Torres et al. 2010), os quais 

juntos podem minimizar as injúrias causadas pela traça-das-crucíferas e, consequentemente, 

reduzir os custos e perdas nos cultivos de brássicas. 
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Inseticidas biológicos a base da bactéria B. thuringiensis têm sido amplamente 

utilizados devido ao excelente desempenho destes produtos no controle populações de P. 

xylostella, mas também pela especificidade do produto e menor impacto ambiental. 

Atualmente, existem sete produtos à base de B. thuringiensis registrados no Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) para o controle de P. xylostella na cultura de 

repolho. No entanto, aplicações intensivas desses inseticidas têm exercido forte pressão de 

seleção, resultando no aparecimento de populações resistentes de P. xylostella em diversos 

locais do mundo (Tabashnik et al. 1990, Zhao et al. 1993, Perez & Shelton 1997). No Brasil, 

recentemente, foram identificadas populações de P. xylostella com significativos níveis de 

resistência a formulações comerciais de B. thuringiensis var. kurstaki (Dipel
®
WP) e B. 

thuringiensis var. aizawai (Xentari
®
WDG) (Zago 2008). 

A resistência de populações desse inseto tem sido verificada a várias toxinas como 

Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry2A, Cry1C (Tabashnik et al. 1993, Liu et al. 1996, Tabashnik 

et al. 1998, Sayyed et al. 2000, Sayyed & Wright 2001), além de casos de resistência cruzada 

entre raças e toxinas de B. thuringiensis como entre Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1C, 

Cry1Fa e Cry1Ja (Tabashnik et al. 1994, Granero et al. 1996, Liu et al. 2001, Zhao et al. 

2001). 

Tecnologia mais avançada, como o uso de crucíferas geneticamente modificadas 

expressando toxinas de B. thuringiensis, tem sido considerada uma alternativa bastante viável 

no manejo dessa praga. No entanto, variedades geneticamente modificadas de brócolis 

expressando toxinas Cry1Ac e Cry1C e repolho expressando a toxina Cry1Ab têm o seu 

potencial de controle comprometido, pois já foram detectadas populações expressando altos 

níveis de resistência (Tabashnik et al. 1998). 

A resistência da traça-das-crucíferas ao B. thuringiensis pode ser atribuída, 

principalmente, a uma alteração nos sítios de ligação membrana-toxina, reduzindo a afinidade 
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dos receptores da membrana com as proteínas tóxicas e ocorrência de mutações em sítios de 

ligação de toxinas (Tang et al. 1996, Luo et al. 1997, Sayyed et al. 2005). De acordo com 

Denolf et al. (1997) e Luo et al. (1997), as aminopeptidases N são os prováveis receptores das 

proteínas Cry1Ab e Cry1Ac nas células do epitélio intestinal em insetos suscetíveis de P. 

xylostella. Além disso, foram descritos mecanismos de resistência a B. thuringiensis 

envolvendo genes diferentes em P. xylostella (Tabashnik et al. 1997), tornando o controle 

desse inseto cada vez mais difícil. Com isso, há necessidade da busca por novas fontes de 

proteínas tóxicas para geração de produtos com alta eficiência para o controle de P. xylostella. 

 

1.3. Lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith 1797) 

1.3.1. Aspectos bioecológicos 

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith 1797) (Lepidoptera: 

Noctuidae), é uma praga altamente polífaga que utiliza mais de 80 plantas como hospedeiro 

(Pashley 1988, Pogue 2002, Capinera 2008). Ocasiona perdas significativas a diversas 

culturas de importância econômica, principalmente em plantas da família Poaceae 

(gramíneas), a qual tem o milho como principal hospedeiro, além de arroz e trigo (Triticum 

aestivum L.) (Cruz 1995, Busato et al. 2002, Busato et al. 2004).  No entanto, esta também 

tem ocorrido em plantas dicotelidôneas como o algodão (Luttrell & Mink 1999, Barros et al. 

2010) e é uma praga promissora para a cultura da soja, devido à intensa exposição da cultura à 

pressão populacional desse inseto (Sá et al. 2009, Barros et al. 2010).  

Apesar do hábito alimentar generalista, a S. frugiperda proporciona significativas 

perdas na produção do milho, reduzindo a produção em cerca de 50% (Cruz 1995, Cortez & 

Waquil 1997, Cruz et al. 1999), acarretando prejuízos estimados em mais de 400 milhões de 

dólares/ano (Cruz et al. 1999). Na cultura do algodoeiro S. frugiperda ocasiona perdas de até 

30% na produção (Miranda & Ferreira 2005).  
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Dentre os fatores abióticos que influenciam o desenvolvimento de S. frugiperda, a 

temperatura, provavelmente, é o mais importante, afetando praticamente todas as fases do 

ciclo de vida. Os adultos são mariposas com aproximadamente 35 mm de envergadura e com 

cerca de 15 mm de comprimento do corpo. Este inseto possui hábito noturno, com fêmeas 

apresentando asas anteriores pardo-escuras e posteriores branco-acinzentadas e machos se 

diferenciam por manchas mais clara nas asas anteriores (Cruz 1995).  

Na cultura do milho, o acasalamento ocorre cerca de três dias após a emergência e as 

fêmeas ovipositam preferencialmente nas folhas, tanto nas superfícies abaxial quanto adaxial 

(Ali et al. 1989, Beserra et al. 2002). Cada fêmea pode ovipositar mais de 1.000 ovos, durante 

todo o seu período de oviposição, com massas de até 911 ovos (Cruz et al. 1999, Barros et al. 

2010). O período de incubação varia de três a cinco dias, dependo da temperatura, e quanto à 

coloração dos ovos, estes são inicialmente verde-claros, passando a alaranjados após doze a 

quinze horas, tornando-se escurecidos próximo à eclosão das lagartas (Cruz 1995). Após a 

eclosão, as lagartas alimentam-se raspando o limbo foliar e, posteriormente, dispersam para o 

cartucho da planta, onde se alimentam perfurando as folhas jovens, causando o sinal de 

“folhas raspadas”. A partir deste momento, atacam todas as folhas centrais da região do 

cartucho, podendo destruí-lo totalmente, até completarem a fase larval (Cruz 1995, Barros et 

al. 2010).  

Dependendo do hospedeiro, o período de desenvolvimento larval de S. frugiperda pode 

variar de 12,9 a 22,3 dias (Giolo et al. 2002, Barros et al. 2010). Prestes a empupar, a lagarta 

abandona o cartucho e desce para formar a pupa no solo próximo a base da planta, 

permanecendo até a emergência do adulto. O período pupal também varia em função de 

diferentes dietas, podendo alcançar 13 dias (Giolo et al. 2002).  
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1.3.2. Manejo 

Fatores como inúmeros hospedeiros, grande capacidade de dispersão e localização da 

lagarta (dentro do cartucho) contribuem para a redução da eficácia do manejo da lagarta-do-

cartucho. O controle químico, principal medida empregada para evitar que os prejuízos 

atinjam o nível de dano econômico, muitas vezes não tem a eficácia desejada e apresenta alto 

custo, pois geralmente são necessárias várias aplicações como 10 a 14 vezes na cultura do 

milho no Brasil (Dequech et al. 2007).  

Apesar dos benefícios, o controle químico pode contaminar os grãos deixando resíduos 

nos alimentos podendo causar problemas de saúde pública e ambientais. Os agrotóxicos 

utilizados no controle de pragas de milho podem prejudicar a entomofauna benéfica, 

impedindo que o controle biológico natural atue, favorecendo a ressurgência e o surgimento 

de novas pragas. Além disso, existem várias pesquisas relatando a evolução da resistência de 

S. frugiperda a inseticidas sintéticos (Diez-Rodríguez & Omoto 2001, Morillo & Notz 2001, 

Yu 2006).  

Devido a estes fatores, a busca por alternativas que possam minimizar ou até mesmo 

substituir os inseticidas convencionais foi intensificada e novas táticas abrangem uma série de 

alternativas como plantas resistentes, inseticidas seletivos, uso de feromônio sexual, 

parasitóide e microrganismos entomopatogênicos (Malo et al. 2001, Dequech et al. 2004, 

Barreto et al. 2005, Busato et al. 2006, Murúa et al. 2009), bem como plantas geneticamente 

modificadas que expressam toxinas de B. thuringiensis para o controle da S. frugiperda e 

outros lepidópteros pragas do milho (Fernandes et al. 2003). 

Entre os microrganismos entomopatogénos, o B. thuringiensis destaca-se pela sua 

ampla utilização no combate dos insetos-pragas, especialmente lepidópteros. Entretanto, as 

espécies do gênero Spodoptera são pouco suscetíveis à maioria das δ-endotoxinas 

(Garczynski et al. 1991, Aranda et al. 1996, Luttrell et al. 1999, Monnerat et al. 2006, Santos 
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et al. 2009), sendo estes insetos de difícil controle por não serem sensíveis as linhagens 

comerciais de B. thuringiensis var. kurstaki (Moar et al. 1990, Garczynski et al. 1991, 

Bohorova et al. 1997, Sena et al. 2009). 

A dificuldade em encontrar linhagens de B. thuringiensis ativas contra S. frugiperda 

tem sido relatada por várias pesquisas. Loguercio et al. (2001), avaliaram a atividade 

inseticida de 3.408 isolados de B. thuringiensis contra larvas de primeiro instar de S. 

frugiperda e conseguiram obter apenas 3,3% dos isolados causando mortalidade acima de 

75%. Monnerat et al. (2007), avaliaram a toxicidade de 1.400 isolados de B. thuringiensis 

contra S. frugiperda e constataram que menos de 2% foram 100% ativos. Santos et al. (2009), 

em bioensaios seletivos, testaram 100 estirpes de B. thuringiensis contra S. frugiperda e 

apenas sete apresentaram toxicidade acima de 70%. 

Processos biotecnológicos, utilizando-se da tecnologia do DNA recombinante, a qual 

permite a introdução de genes exógenos em um determinado organismo, possibilitaram a 

obtenção de plantas geneticamente modificadas e têm-se mostrado uma alternativa promissora 

com a inserção e expressão de genes cry em plantas atacadas por esse inseto. Plantas 

transgênicas apresentam vantagens em relação ao uso de bioinseticidas à base de B. 

thuringiensis, tais como a persistência no meio ambiente e a proteção relacionada à 

degradação por raios UV (Schnepf et al. 1998, Riesenman & Nicholson 2000).  

O controle de S. frugiperda utilizando a tecnologia do DNA recombinante não teve no 

início o sucesso esperado, devido às primeiras plantas transgênicas, como algodão e milho, 

expressarem as proteínas Cry1Ac (Jouanin et al. 1998, Schuler et al. 1998), que é pouco 

tóxica para S. frugiperda (Adamczyk Jr. & Sumerford 2001, Perlak et al. 2001) e Cry1Ab 

(Jouanin et al. 1998, Schuler et al. 1998), que exerce apenas controle parcial sobre S. 

frugiperda (Adamczyk Jr. & Mahaffey 2008). A tolerância de S. frugiperda tem sido relatada 

em cultivo de plantas transgênicas (Williams et al. 1997, Abel & Adamczyk Jr. 2004), sendo 
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necessário aumentar o nível de proteínas inseticidas de B. thuringiensis, a inserção de genes 

piramidados para expressão também de proteínas como Cry1F tanto no algodão como no 

milho (Adamczyk Jr. & Gore 2004, Buntin 2008) ou ainda, pulverizações suplementares de 

inseticidas (Adamczyk Jr. et al. 2004), para auxiliar no controle desse inseto. Desta forma, a 

busca por novos isolados que apresentem atividade a esta espécie de inseto tem sido uma 

constante, para um manejo mais eficiente de S. frugiperda.  

 

1.4 Caracterização do problema e objetivo 

No Brasil, alguns trabalhos têm sido realizados com o objetivo de obter isolados de B. 

thuringiensis com atividade entomopatogênica (Regis et al. 2000, Valicente & Barreto 2003, 

Polanczyk et al. 2004, Vilas-Bôas & Lemos 2004, Medeiros et al. 2005, Araújo et al. 2007). 

Na região Nordeste os levantamentos têm sido muito restritos a Bacillus com atividade a 

insetos vetores de doenças (Regis et al. 2000, Medeiros et al. 2005, Araújo et al. 2007), com 

poucos trabalhos direcionados a busca de isolados ativos a pragas agrícolas em alguns estados 

do Nordeste (Valicente & Barreto 2003, Vilas-Bôas & Lemos 2004, Polanczyk et al. 2004). 

Em virtude da região Nordeste ser pouco explorada nesse sentido, e por ser formada por uma 

grande diversidade de ecossistemas, acredita-se que essa região apresenta um alto potencial 

em conter estirpes de B. thuringiensis com alta atividade entomopatogênica. 

Desta forma, o objetivo desse estudo foi inicialmente isolar e caracterizar isolados de B. 

thuringiensis oriundos de amostras de solos e de insetos infectados naturalmente, obtidos em 

diversas áreas de estados do Nordeste do Brasil, para aplicação em programas de controle de 

insetos-pragas de importância agrícola. Em consequência, a construção e manutenção de um 

banco de Bacillus spp. irá permitir posteriormente a prospecção de novos genes com potencial 

para controle de outros insetos, seja através de formulações ou de inserção em plantas através 

de engenharia genética. 
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CAPÍTULO 2 

ISOLAMENTO DE Bacillus thuringiensis (BERLINER 1911) DO NORDESTE 

BRASILEIRO E SUA ATIVIDADE A Plutella xylostella (L. 1758) E Spodoptera frugiperda 

(J.E. SMITH 1797)
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RESUMO – Plutella xylostella (L. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) e Spodoptera frugiperda 

(J.E. Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) são consideradas as principais pragas das culturas 

brássicas e milho (Zea mays L.). A região Nordeste tem sido pouco explorada na busca de 

Bacillus thuringiensis (Berliner 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) para o controle dessas 

pragas. Dessa forma, esta pesquisa objetivou isolar B. thuringiensis a partir de amostras de 

solo de insetos coletadas em estados do Nordeste e avaliar a atividade tóxica e de inibição 

larval destes isolados em larvas neonatas de P. xylostella e de S. frugiperda. Cento e quatro 

isolados foram utilizados nos bioensaios e visibilizados quanto à presença de cristais. O cristal 

bipiramidal predominou em 31% dos isolados, seguido de esférico e cubóide. Nos testes de 

patogenicidade, 13 e 20 isolados causaram respectivamente mortalidade e inibição do 

crescimento larval >30% a P. xylostella, enquanto que 20 e 52 isolados causaram 

respectivamente mortalidade e inibição do crescimento larval >30% a S. frugiperda. A razão 

da toxicidade do isolado LIIT-4311 para P. xylostella foi de 0,60 e 1,30 vezes quando 

comparada com Btk e Bta, respectivamente. Para S. frugiperda, os isolados LIIT-4311, LIIT-

4306 e LIIT-4406 foram mais ativos do que o Bta. Os isolados LIIT-4311 e LIIT-4306 

causaram altas taxas de inibição de crescimento larval a P. xylostella e S. frugiperda. Os 

resultados sugerem que ambientes nordestinos apresentam grande potencial para 

bioprospecção de bactérias como B. thuringiensis, promissoras para o desenvolvimento de 

produtos com uso em programas de manejo de pragas. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Bioprospecção, bactéria entomopatogênica, traça-das-crucíferas, 

lagarta-do-cartucho
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ISOLATION OF Bacillus thuringiensis (BERLINER 1911) FROM NORTHEAST BRAZIL 

AND ITS ACTIVITY TO Plutella xylostella (L. 1758) AND Spodoptera frugiperda (J.E. 

SMITH 1797) 

 

ABSTRACT - Plutella xylostella (L. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) and Spodoptera 

frugiperda (J.E. Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) are respectively the major pests of 

brassica and maize (Zea mays L.) crops in Brazil. The Northeast has been little explored in the 

search for Bacillus thuringiensis (Berliner 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) for controlling 

these pests. Thus, this research aimed to isolate B. thuringiensis from soil and insects samples 

collected in northeastern states and to assess the toxic activity and larval growth inhibition 

from these isolates against P. xylostella and S. frugiperda. One hundred and four isolates were 

used in bioassays and visualized for the presence of crystals. The bipyramidal crystal 

prevailed in 31% of the isolates, followed by spherical and cuboid. In pathogenicity tests, 13 

and 20 isolates caused respectively > 30% mortality and larval growth inhibition to P. 

xylostella, while 20 and 52 isolates caused respectively > 30% mortality and larval growth 

inhibition to S. frugiperda. The toxicity ratio of the LIIT-4311 isolate for P. xylostella was 

0.60 and 1.30 times when compared with Btk and Bta, respectively. For S. frugiperda, the 

LIIT-4311, LIIT-4306, and LIIT -4406 isolates were more active than the Bta. The LIIT-4311 

and LIIT-4306 Isolates caused high rates of larval growth inhibition to P. xylostella and S. 

frugiperda. Results suggest that northeastern environments have great potential for bacteria 

bioprospection, such as B. thuringiensis, to develop products for use in pest management 

programs. 

 

KEY WORDS: Bioprospection, entomopathogenic bacteria, diamondback moth, fall 

armyworm, pathogenicity 
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Introdução 

Entre os principais problemas que interferem na produtividade de culturas de 

importância econômica como brássicas e milho (Zea mays L.), destaca-se o ataque de insetos-

pragas. A Plutella xylostella (L. 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), mais conhecida como a 

traça-das-crucíferas, ocasiona prejuízo de 42,2 milhões de toneladas às culturas de brássicas 

em todo mundo, com custo médio anual de controle acima de um bilhão de dólares (Talekar 

& Shelton 1993). A Spodoptera frugiperda (J.E. Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), 

conhecida como a lagarta-do-cartucho, tem acarretado perdas significativas à cultura de 

milho, seu principal hospedeiro, com até 60% de perdas na produção de grão e grau de 

infestação variando de 25 até 100%, devido a sua grande ocorrência em áreas de produção 

(ANDEF 2009). 

No Brasil, a P. xylostella ocorre ao longo do ano, causando prejuízos, particularmente 

em repolho, que variam de 58 a 100% na qualidade final do produto, e seu controle pode 

atingir até 30% dos custos totais da produção (Barros et al. 1993, Castelo Branco et al. 2001), 

inviabilizando a produção dessa hortaliça, que tem seu cultivo tanto de subsistência como em 

escala comercial. A S. frugiperda, além de causar prejuízos na cultura do milho, tem 

ocasionado perda nas culturas do arroz (Oryza sativa L.), trigo (Triticum aestivum L.) e 

algodão (Gossypium hirsutum L.) (Busato et al. 2002, Sá et al. 2009, Barros et al. 2010b). 

Além disso, vem se tornando uma praga preocupante para a cultura da soja, devido à 

crescente exposição da cultura à pressão populacional desse inseto (Sá et al. 2009, Barros et 

al. 2010a). 

Além do uso de inseticidas sintéticos, os biológicos à base da bactéria Bacillus 

thuringiensis (Berliner 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) têm sido utilizados como uma 

alternativa para redução populacional de P. xylostella e S. frugiperda. No entanto, o uso 

contínuo desse microrganismo tem selecionado populações resistentes de P. xylostella em 
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várias regiões do mundo (Tabashnik et al. 1990, Syed 1992, Zhao et al. 1993, Perez & 

Shelton 1997). Wright et al. (1997) relataram pela primeira vez, altos níveis de resistência 

tanto para B. thuringiensis var. kurstaki quanto para B. thuringiensis var. aizawai em 

população de campo de P. xylostella na Malásia. No Brasil, casos de resistência de 

populações de P. xylostella a formulações comerciais de B. thuringiensis var. kurstaki (Dipel
® 

WP) e B. thuringiensis var. aizawai (Xentari
® 

WDG) foram recentemente relatados (Zago 

2008). 

Populações de S. frugiperda apresentam tolerância natural a alguns produtos comerciais 

à base de B. thuringiensis (Lambert et al. 1996, Luttrell et al. 1999), resultando em baixa 

eficiência de controle (Martínez et al. 2004, Santos et al. 2009). No entanto, algumas toxinas 

de B. thuringiensis que apresentam boa atividade a S. frugiperda têm sido usadas na 

transformação de plantas transgênicas para o controle desta praga como a toxina Cry1F 

(Buntin 2008). Contudo, em algumas áreas, populações de S. frugiperda mostraram baixa 

suscetibilidade ao milho transgênico transformado com essa toxina (Storer et al. 2010), o que 

sugere resistência ou ineficácia da toxina expressada. O algodão transgênico, que expressa à 

toxina Cry1Ac, não é efetivo contra a S. frugiperda (Jouanin et al. 1998, Schuler et al. 1998), 

pois a proteína é considerada pouco tóxica para esta praga (Garczynski et al. 1991, Luttrell et 

al. 1999, Santos et al. 2009). E, a toxina Cry1Ab expressa em plantas de milho exerce apenas 

controle parcial à S. frugiperda (Adamczyk Jr. & Mahaffey 2008). Em ambos os casos, o uso 

de outras toxinas que não apresentem resistência cruzada no mesmo evento é de particular 

interesse para se alcançar uma eficácia maior, processo conhecido como piramidação de 

proteínas (Milach & Cruz 1997). 

Este panorama revela a importância de continuar buscando por novos isolados que 

contenham toxinas que apresentem alta atividade a pragas como P. xylostella e S. frugiperda 

particularmente no Nordeste brasileiro onde a maioria dos agricultores não tem acesso a 
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tecnologias mais eficientes e baratas. Além disso, a descoberta de novas toxinas podem ainda 

representar novas fontes de recursos genéticos para o desenvolvimento de novas tecnologias 

baseadas em engenharia genética com os genes de toxinas de B. thuringiensis, através da 

inserção destes em plantas de interesse agrícola. No Brasil, vários trabalhos têm sido 

realizados com o objetivo de obter isolados de B. thuringiensis (Valicente & Barreto 2003, 

Polanczyk et al. 2004, Gobatto et al. 2010). No Nordeste, porém, os levantamentos têm sido 

restritos aos Bacillus com atividade ao grupo dos insetos vetores de doenças ou amostras 

pouco representativas têm sido testadas a pragas agrícolas (Silva-Werneck et al. 2000, Vilas-

Bôas & Lemos 2004, Gobatto et al. 2010). Desta forma, o presente estudo teve como objetivo 

o isolamento de B. thuringiensis, oriundos de amostras de solos não cultivados e de insetos 

naturalmente infectados, obtidos em áreas de estados do Nordeste Brasileiro, para aplicação 

em programas de controle de P. xylostella e S. frugiperda. Adicionalmente, a manutenção de 

um banco de B. thuringiensis no Laboratório de Interação Inseto-Tóxico (LIIT) da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) irá permitir prospecção posterior de 

novos genes com potencial para controle de outros insetos, seja através de formulações ou de 

inserção em plantas através de engenharia genética. 

 

Material e Métodos 

Coleta das Amostras de Solo e Insetos. Quarenta e cinco amostras foram obtidas em 

diversas áreas dos Estados Nordestinos, sendo 42 amostras de solo (Alagoas 02, Bahia 04, 

Ceará 02, Maranhão 03, Paraíba 06, Pernambuco 11, Piauí 03, Rio Grande do Norte 09 e 

Sergipe 02) e 03 amostras de insetos (todas em Pernambuco) (Fig. 1). As amostras de solo 

foram coletadas entre 2-5 cm abaixo da superfície, com auxílio de uma espátula estéril, 

colocadas diretamente para saco plástico estéril e armazenadas em refrigerador a 4ºC até o 

processamento. Insetos que apresentavam sintomas de ataque por microorganismos (corpo 
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amolecido e coloração escura) foram coletados em recipiente estéril e armazenados em 

freezer a -20ºC até o processamento. Cada amostra foi devidamente identificada quanto à 

localidade da coleta e o local georeferenciado. Todas as coletas foram realizadas 

preferencialmente em áreas nativas, onde jamais houve plantios comerciais, assegurando que 

as bactérias isoladas não tenham sido provenientes de produtos comerciais à base de B. 

thuringiensis. 

Isolamento de B. thuringiensis. O processamento das amostras de solo e insetos para 

obtenção de B. thuringiensis foi realizado no Laboratório de Patologia de Insetos da UFRPE. 

O isolamento das bactérias a partir das amostras de solo foi feito seguindo a metodologia de 

Travers et al. (1987), com modificações, onde 1 g de cada solo, após secagem em temperatura 

ambiente por 1 h, foi colocado em tubos esterilizados de 125 mL, com 10 mL do meio Luria 

Bertani (LB) (bacto-triptona - 5 g, extrato de levedura - 2,5 g, NaCl - 2,5 g, água ultrapura - 

0,5 L), tamponado com 0,25 M de acetato de sódio (CH3COONa). O isolamento das bactérias 

a partir de insetos foi inicialmente feito de acordo com a metodologia descrita por Alves et al. 

(1998). Os insetos foram lavados com hipoclorito de sódio a 10% e água ultrapura, imergindo 

alguns segundos em cada um dos líquidos e repetindo o procedimento três vezes. As larvas 

foram trituradas em meio LB tamponado com 0,25 M de acetato de sódio.  

Posteriormente, as amostras oriundas de solos e de insetos foram agitadas a 250 rpm por 

4 h a 30ºC e submetidas a 80ºC por 12 min e, em seguida, colocadas no gelo durante 5 min 

para eliminação de células vegetativas. As amostras foram diluídas 10 e 100
 
vezes e uma 

alíquota de 100 µL da última diluição foi distribuída em placa de Petri contendo meio ágar 

nutriente (HiMedia, Mumbai, Índia) e incubada a 30ºC por 24 h. Após incubação as colônias 

de bactérias foram selecionadas, levando-se em consideração caracteres morfológicos, típicos 

de B. thuringiensis, como a ausência de pigmentação, bordos ondulados e forma circular 

(WHO 1985). Os isolados foram denominados com a sigla do Laboratório de Interação 
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Inseto-Tóxico (LIIT), os dois primeiros números referem-se ao local de coleta e os dois 

últimos ao número da colônia da amostra. 

Caracterização Parcial de B. thuringiensis. As colônias selecionadas no item anterior foram 

inicialmente submetidas ao teste de Gram (Newprov – Biolife, Porto Alegre, RS) e, em 

seguida, plaqueadas em meio LB acrescido de penicilina G, na concentração de 100 mg/L, 

meio seletivo para B. thuringiensis e B. cereus (Sosa-Gómez et al. 1998). As colônias que 

cresceram durante a noite a 30°C foram transferidas para placas contendo meio T3-ágar 

(bacto-triptona - 1,5 g, bacto-triptose - 1 g, extrato de levedura - 0,75 g, MnCl2 - 0,0025 g, 

ágar - 3,5 g e tampão de fosfato - 0,5 L 50 mM pH 6,8) para permitir a esporulação por 72 h a 

30°C (Travers et al. 1987, Martin & Travers 1989). 

Manutenção dos Isolados de B. thuringiensis. A preservação dos isolados de B. 

thuringiensis foi inicialmente feita em meio ágar nutriente com repicagem a cada três meses 

(Braun 2000). Atualmente, os isolados são preservados em glicerol a 15% e SDS a 0,01% 

(Braun 2000) e mantidos em triplicatas em freezer de ultra baixa temperatura (-80°C) no 

LIIT. 

Criação e Manutenção dos Insetos. A criação dos insetos foi feita no Laboratório de 

Biologia de Insetos da UFRPE. A criação de P. xylostella foi estabelecida a partir de pupas 

obtidas junto à criação-estoque mantidas no LIIT, onde as larvas foram alimentadas com 

folhas de couve, Brassica oleracea var. acephala, provenientes de produção orgânica, 

seguindo procedimentos recomendados por Barros & Vendramim (1999) e os adultos 

mantidos com solução de mel a 10%. A criação de S. frugiperda foi estabelecida a partir de 

pupas obtidas junto à criação-estoque mantida no Laboratório de Ecologia de Insetos da 

UFRPE, onde as larvas foram alimentadas em dieta artificial adaptada de Greene et al. (1976) 

e os adultos mantidos com solução de mel a 10%. Os adultos foram colocados em gaiolas, 

constituídas de tubos PVC (25 x10 cm), revestidas internamente com papel contínuo para 



 

 

51 

coleta dos ovos diariamente. Dos ovos coletados de P. xylostella e S. frugiperda, cerca de 

10% foram utilizados para a manutenção da criação e o restante para a realização dos 

bioensaios. 

Condições de Cultivo e Formulação dos Esporos e Cristais. Cento e quatro isolados de B. 

thuringiensis foram selecionados com base nos caracteres morfológicos (isolados com 

colônias típicas de B. thuringiensis), teste de Gram (positivo) e crescimento positivo em 

penicilina G, para serem empregados nos bioensaios com P. xylostella e S. frugiperda. Esses 

isolados foram cultivados em 100 mL de meio T3-líquido em tubos de Erlenmeyer de 250 

mL. Esse material foi agitado por 4 dias a 250 rpm a 30ºC e em seguida centrifugado a 

1700g por 15 min a 4ºC para coleta de esporos e/ou cristais. Após descartar o sobrenadante, 

o pellet foi lavado com 5 mL de água destilada e esterilizada, centrifugado novamente e o 

processo repetido mais duas vezes. Ao final, adicionou-se 5 mL de solução de NaCl a 0,9% ao 

pellet de cada isolado, que posteriormente foi guardado a 4ºC até os bioensaios. Para a 

quantificação dos isolados foram preparadas suspensões de 10
-1 

e 10
-2

 em solução de NaCl a 

0,9%, determinando-se o número de esporos+cristais conforme metodologia descrita por 

Alves et al. (1998). 

Caracterização dos Cristais. A morfologia dos cristais dos isolados foi feita paralelamente 

aos bioensaios, onde lâminas dos 104 isolados foram preparadas utilizando a coloração azul 

de coomassie, e quando necessário, foi utilizada a coloração verde malaquita a 5% através do 

método de Wirtz-Conklin, para caracterização dos isolados quanto à presença e formato dos 

cristais protéicos, que podem ser classificados como bipiramidais, esféricos, esféricos 

irregulares, rombóides, pontiagudos irregulares e retangulares, além de formas compostas 

(Schnepf et al. 1998, WHO 1999). A observação foi feita sob microscopia de campo claro 

usando objetiva de óleo de imersão com magnificação de 2000×.  
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Avaliação da Patogenicidade dos Isolados. Para os bioensaios de patogenicidade a P. 

xylostella, suspensões de B. thuringiensis na concentração de 1 x 10
8 

esporos+cristais/mL, 

obtida com o auxílio de uma câmara de Neubauer, foram feitas em um volume final de 30 mL 

de NaCl a 0,9% com Triton X-100 a 0,01% como espalhante. Discos de folhas de couve com 

5 cm de diâmetro foram imersos nas suspensões por 10 segundos e secos posteriormente à 

temperatura ambiente. Após a secagem, os discos foram transferidos individualmente para 

placas de Petri de 6 cm de diâmetro, contendo no fundo, disco de papel filtro umedecido com 

água destilada. Dez larvas neonatas de P. xylostella foram transferidas para cada placa de 

Petri usando pincel número 0 (zero) e 5 replicações  utilizadas por isolado. Os bioensaios 

foram mantidos em câmara climatizada (tipo B.O.D.), sob temperatura de 27 ± 0,5°C, 

umidade relativa 65 ± 10% e fotofase de 12 h. 

Para os bioensaios de patogenicidade a S. frugiperda, uma alíquota de 30 µL de 

suspensões de B. thuringiensis na concentração de 1 x 10
8 

esporos+cristais/mL com Triton X-

100 a 0,01% foi aplicada na superfície da dieta artificial em bandejas de bioensaio de 128 

células (Bio-Serv, Frenchtown, NJ). Após a secagem da suspensão sobre a dieta, neonatas 

foram individualmente transferidas para cada célula e as bandejas foram cobertas com tampas 

transparentes e ventiladas (Bio-Serv, Frenchtown, NJ), sendo feitas 48 replicações por 

isolado. As bandejas de bioensaio contendo as larvas foram acondicionadas em câmara 

climatizada, regulada para 28 ± 0,5ºC, umidade relativa 65 ± 10% e 12 h de fotofase. A 

solução de NaCl a 0,9% + Triton X-100 a 0,01% foi utilizada nos bioensaios como controle 

negativo e os padrões B. thuringiensis var. kurstaki (Dipel
®
WP) (Btk) e B. thuringiensis var. 

aizawai (Xentari
®
WDG) (Bta) como controle positivo.  

Os isolados que proporcionaram mortalidade acima de 30% foram reisolados a partir 

das larvas mortas nos bioensaios (utilizando o procedimento anterior do isolamento para 

insetos) e novos bioensaios foram feitos para confirmar a atividade da bactéria sobre ambas as 
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espécies. Todos os tratamentos foram avaliados no 3º e 5º dia, depois de estabelecidos os 

bioensaios, para ambas as espécies. O critério de mortalidade larval foi baseado na ausência 

de resposta da larva depois de estimulada com um pincel número 0 (zero). Na última 

avaliação, as larvas sobreviventes foram pesadas em grupo por isolado para análise de 

inibição do crescimento. 

Toxicidade de Isolados de B. thuringiensis a P. xylostella e S. frugiperda. A toxicidade dos 

isolados de B. thuringiensis contra neonatas de P. xylostella e de S. frugiperda foi avaliada 

com aqueles que apresentaram taxas de mortalidade acima de 30% nos bioensaios de 

patogenicidade. Seis a sete concentrações de suspensões de cristais+esporos/mL de cada 

isolado foram determinadas a partir de ensaios preliminares (utilizando concentrações de fator 

10) para os bioensaios de toxicidade. Os bioensaios foram feitos similarmente àqueles de 

patogenicidade, exceto pelo número de concentrações e repetições. Foi utilizada a solução de 

NaCl a 0,9% + Triton X-100 a 0,01%, como controle negativo. As placas de Petri contendo as 

larvas de P. xylostella foram armazenadas câmara climatizada a temperatura de 27 ± 0,5°C, 

umidade relativa 65 ± 10% e fotofase de 12h e as bandejas de bioensaio contendo as larvas S. 

frugiperda foram acondicionadas em câmara incubadora (BOD), regulada para 28 ± 0,5ºC, 

umidade relativa 65 ± 10% e 12h de fotofase. Todos os tratamentos foram avaliados no 3º e 5º 

dia para P. xylostella e no 3º, 5º e 7º dia para S. frugiperda, após a aplicação dos tratamentos. 

Na última avaliação, as larvas sobreviventes foram pesadas em grupo por concentração para 

determinação da concentração efetiva que inibem 50% (CE50) do peso das larvas. Os 

bioensaios com P. xylostella foram feitos em duplicata e repetidos pelo menos duas vezes, 

com no mínimo 120 indivíduos por bioensaio, e os bioensaios com S. frugiperda foram 

repetidos pelo menos três vezes, com no mínimo 112 larvas por bioensaio. Os critérios de 

avaliação foram os mesmos utilizados na avaliação dos ensaios de patogenicidade. As CL50s e 
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CE50s dos padrões Btk e Bta foram estimadas para P. xylostella e S. frugiperda para 

comparações com os parâmetros estimados com os isolados. 

Análises Estatísticas. Os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios de patogenicidade 

foram corrigidos pela mortalidade do controle (Abbott 1925) e determinado à percentagem de 

mortalidade das larvas de ambas as espécies. Para os isolados que proporcionaram 

mortalidade superior a 30%, os dados de mortalidade foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), após serem testados para normalidade e homogeneidade (testes de Kolmogorov e 

Bartlett), respectivamente. Os dados de mortalidade, que não assumiram normalidade, foram 

transformados em arco-seno da raiz quadrada de M/100, onde M é a porcentagem de 

mortalidade obtida pela relação entre o número de larvas mortas e o número total de larvas 

utilizadas no bioensaio. As médias de mortalidade dos isolados foram comparadas pelo teste 

de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Todas as análises foram realizadas utilizando o 

programa SAS Versão 8.0 (SAS Institute Inc. 1999). Os dados de toxicidade obtidos dos 

bioensaios de concentração-mortalidade após correção Abbott (1925) foram submetidos à 

análise de Probit a P > 0,05 (Finney 1971) através do programa estatístico POLO-PC (LeOra 

Software 1987). As respostas dos isolados de B. thuringiensis testados nos bioensaios de 

concentração-mortalidade foram utilizadas para obtenção das inclinações das curvas e 

estimativas das CL50s e CL90s para P. xylostella e S. frugiperda. As razões de toxicidade dos 

isolados de B. thuringiensis foram calculadas com relação aos padrões de suscetibilidade Btk 

e Bta pelo teste de razão letal e consideradas significativas quando o intervalo de confiança 

(IC) a 95% não incluiu o valor um, como proposto por (Robertson & Preisler 1992). Os dados 

de percentagem de inibição de crescimento obtidos nos bioensaios de patogenicidade e 

toxicidade foram corrigidos pelo peso do controle e a concentração efetiva capaz de inibir 

50% da população (CE50) analisada por regressão não linear (PROC NLIN) SAS Versão 8.0 

(SAS Institute Inc. 1999) de acordo com Marçon et al. (1999). As razões de toxicidades foram 



 

 

55 

calculadas utilizando a CE50 do Btk e Bta em relação às CE50 dos isolados de B. thuringiensis 

para P. xylostella e apenas a CE50 do Btk para comparações com S. frugiperda, uma vez que 

este parâmetro não foi estimado para Bta. 

 

Resultados 

Isolamento de B. thuringiensis. Setecentos e doze colônias bacterianas foram obtidas em 

meio LB com o processamento das 45 amostras coletadas em diferentes regiões do Nordeste 

(Fig. 1), das quais 372 colônias (aproximadamente 52%) cresceram em meio seletivo 

contendo penicilina, constituindo o banco de B. thuringiensis do LIIT. Das 42 amostras de 

solo, apenas as 16 e 17 provenientes do Rio Grande do Norte (Santo Antônio e Várzea), a 20 

do Piauí (Teresina) e a 32 de Pernambuco (Petrolina) não apresentaram crescimento 

bacteriano em meio seletivo. Todas as amostras de inseto apresentaram crescimento 

bacteriano em meio seletivo. Das 372 colônias, 104 colônias foram utilizadas para os testes de 

patogenicidade e visualização do cristal. Em 81 isolados (77,88%) dos 104 isolados avaliados 

verificou-se a presença de cristais, onde a forma bipiramidal predominou em 30,77% dos 

isolados, seguida de 18,27% dos isolados que apresentaram as formas bipiramidais e esféricas 

simultaneamente (Fig. 2).  

Avaliação da Patogenicidade dos Isolados. Dos 104 isolados testados com P. xylostella, 91 

isolados (87,50%) não ocasionaram mortalidade < 30%, 11 isolados (10,58%) 

proporcionaram mortalidade ≥ 30% e < 50% a esta espécie (LIIT-0302, LIIT-2109, LIIT-

2112, LIIT-2310, LIIT-2403, LIIT-2601, LIIT-2707, LIIT-2718, LIIT-3303, LIIT-4108 e 

LIIT-4501) e 02 isolados (1,92%) proporcionaram mortalidade ≥ 50% (LIIT-4306 e LIIT-

4311) (Fig. 3 e Tabela 1). Com S. frugiperda, 84 isolados (80,77%), dos 104 isolados 

testados, proporcionaram mortalidade < 30%, 11 isolados (10,58%) demonstraram 

mortalidade ≥ 30% e < 50% (LIIT-0106, LIIT-0107, LIIT-0526, LIIT-1202, LIIT-1301, LIIT-
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1801, LIIT-1803, LIIT-2109, LIIT-2601 LIIT-4211e LIIT-4405) e 09 isolados (8,65%) 

causaram mortalidade ≥ 50% (LIIT-0105, LIIT-1411, LIIT-2204, LIIT-3303, LIIT-3509, 

LIIT-3818, LIIT-4306, LIIT-4311 e LIIT-4406) (Fig. 3 e Tabela 1). 

Os isolados que causaram mortalidade ≥ 30% para as duas espécies foram reisolados e 

novos bioensaios feitos para confirmar a atividade do patógeno. Para P. xylostella verificou-se 

que todos os isolados continuaram ativos com mortalidade ≥ 30%, com os isolados LIIT-

0302, LIIT-2310 e 2707 proporcionando mortalidade > 50%, com destaque aos isolados LIIT-

4306 e LIIT-4311, os quais ocasionaram 100% de mortalidade (Tabela 1). Para S. frugiperda, 

apenas o isolado LIIT-1301 não confirmou mortalidade > 30%. Os isolados LIIT-0105, LIIT-

1411, LIIT-2204, LIIT-3303, LIIT-3509, LIIT-3818, LIIT-4311 e LIIT-4406 proporcionaram 

mortalidade > 50%, e somente o isolado LIIT-4311 apresentou 100% de mortalidade (Tabela 

1). Os isolados LIIT-2109, LIIT-2601, LIIT-3303, LIIT-4306 e LIIT-4311 apresentaram-se 

ativos tanto para P. xylostella como para S. frugiperda (Tabela 1). 

Toxicidade de Isolados de B. thuringiensis a P. xylostella e S. frugiperda. Treze isolados 

que proporcionaram mortalidade > 30% a P. xylostella (Tabela 1) foram selecionados para 

testes de toxicidade. Com exceção do isolado LIIT-4501, os dados de concentração-

mortalidade dos demais isolados ajustaram o modelo de probit (χ
2
 não significativo, P > 0,05) 

(Tabela 2). A concentração requerida entre os isolados para ocasionar a mortalidade de 50% 

da população de P. xylostella variou de 0,02 (LIIT-4311) a 48,49 x 10
8 

(LIIT-2112) 

esporos+cristais/mL de B. thuringiensis (Tabela 2). O isolado LIIT-4311 foi de 1,5 vezes mais 

tóxico do que Btk. Já o Bta apresentou à menor CL50 0,01 x 10
8
 esporos+cristais/mL, duas e 

três vezes mais tóxico do que o isolado LIIT-4311 e Btk, respectivamente
 
(Tabela 2). A CL50 

do isolado LIIT-4306 não diferiu estatisticamente daquela do padrão Btk. As razões de 

toxicidade dos isolados a P. xylostella variaram de 0,60 (LIIT-4311) a 1485,20 (LIIT-2112) 

vezes quando comparados com Btk e de 1,30 (LIIT-4311) a 3295,70 (LIIT-2112) vezes 
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quando comparados com Bta. Os isolados LIIT-0302, LIIT-2109, LIIT-2112, LIIT-2310, 

LIIT-2403, LIIT-2601, LIIT-2707, LIIT-2718, LIIT-3303 e LIIT-4108 apresentaram razões 

de toxicidade (RT) significativas (Tabela 2).  

Os dados de mortalidade dos isolados LIIT-0106, LIIT-0107, LIIT-1202, LIIT-1301, 

LIIT-1803, LIIT-1804, LIIT-2601 e LIIT-4405 de B. thuringiensis, que proporcionaram 

mortalidade > 30% nos testes de patogenicidade com as larvas de S. frugiperda, não se 

ajustaram ao modelo de probit (χ
2
 significativo, p < 0,05), e portanto, estimativas de CL50 

foram obtidas para 12 isolados que variaram de 0,001 (LIIT-4311) a 15,84 x 10
8
 (LIIT-2109) 

esporos+cristais/mL (Tabela 3). O Bta foi utilizado como padrão de susceptibilidade, apesar 

de não ter apresentado à menor CL50 e o Btk não foi possível estimar a CL50. Os isolados 

LIIT-4311, LIIT-4306 e LIIT-4406 foram mais ativos do que o Bta, sendo cerca de 50, 50, e 5 

vezes mais tóxicos, respectivamente. Quanto à toxicidade dos demais isolados de B. 

thuringiensis testados, as razões de toxicidade à S. frugiperda variaram de 0,02 (LIIT-4311) a 

309,50 (LIIT-2109) vezes quando comparados com Bta, sendo consideradas significativas 

com exceção dos isolados LIIT-2204 e LIIT-3303 (Tabela 3).  

Inibição do Crescimento Larval de P. xylostella e S. frugiperda Frente a Isolados de B. 

thuringiensis Obtidos nos Testes de Patogenicidade. De 63 isolados avaliados com larvas 

de P. xylostella, aproximadamente 39 isolados (61,9%) causaram inibição em média > 30% 

do peso das larvas, 13 isolados (20,6%) causaram inibição ≥ 30% e < 50% e 11 isolados 

(17,5%) causaram inibição de crescimento > 50% (Fig. 4). Para as larvas de S. frugiperda, de 

104 isolados, 52 isolados (50,0%) apresentaram inibição de crescimento < 30%, 15 isolados 

(14,4%) inibiram o crescimento das larvas ≥ 30% e < 50% e 37 isolados (35,6%) causaram 

inibição de crescimento > 50% (Fig. 4). O número de isolados que causou inibição de 

crescimento > 50% em P. xylostella foi maior do que os que ocasionaram mortalidade > 50%. 

O mesmo resultado foi observado para S. frugiperda que dos 104 isolados utilizados nos 
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testes de patogenicidade 09 isolados causaram mortalidade > 50%, enquanto 37 isolados 

ocasionaram inibição de crescimento > 50%. 

Inibição do Crescimento Larval de P. xylostella e S. frugiperda Frente a Isolados de B. 

thuringiensis Obtidos nos Testes de Toxicidade. Os dados de inibição de crescimento larval 

de P. xylostella e S. frugiperda estão respectivamente apresentados nas tabelas 4 e 5. Os 

valores de concentração efetiva para inibir 50% da população de P. xylostella (CE50) variaram 

de 0,0001 (LIIT-4306 e LIIT-4311) a 2,23 x 10
8
 (LIIT-2112) esporos+cristais/mL. Os valores 

de concentração efetiva para inibir 50% da população S. frugiperda (CE50) variaram de 

0,00006 (LIIT-4306) a 3,01 x 10
8
 (LIIT-2109) esporos+cristais/mL. Os padrões Btk e Bta 

foram utilizados como comparação para P. xylostella, apesar de não apresentarem à menor 

CE50. Desta forma, as razões de toxicidade para P. xylostella variaram de 0,03 (LIIT-4311) a 

796, 43 (LIIT-2112) quando comparadas com Btk e de 0,04 (LIIT-4311) a 857,69 (LIIT-2112) 

vezes quando comparada com Bta. Apenas para Btk pode ser estimada a CE50, desta forma as 

razões de toxicidade para S. frugiperda variaram de 0,01 (LIIT-4306) a 501,67 (LIIT-2109) 

vezes quando comparadas com Btk. 

 

Discussão 

Um banco de isolados de B. thuringiensis provenientes de amostras de solos do 

Nordeste brasileiro e de insetos apresentando características de infecção por bactérias foi 

constituído após este trabalho. Cento e quatro isolados (41 amostras) crescidos em meio com 

penicilina foram avaliados quanto às suas toxicidades às espécies P. xylostella e S. frugiperda. 

Destes, 78% apresentaram alguma forma de cristal e cada amostra conteve pelo menos uma 

colônia apresentando cristal, sugerindo uma grande abundância de B. thuringiensis em solos 

do Nordeste brasileiro. Vários outros autores têm relatado a ampla distribuição desse 

patógeno em vários estados brasileiros (Marquez et al. 2000, Valicente & Barreto 2003, 
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Vilas-Bôas & Lemos 2004, Gobatto et al. 2010) e regiões do mundo, sendo encontrado 

naturalmente em solos e em criatórios de insetos (Martin & Travers 1989, Kaelin et al. 1994, 

Ejiofor & Johnson 2002, Berón & Salerno 2006). 

A morfologia do cristal de uma linhagem de B. thuringiensis pode fornecer alguma 

indicação de sua atividade inseticida (Martin & Travers 1989, Meadows et al. 1992, Tailor et 

al. 1992). A forma bipiramidal do cristal foi a mais frequente entre os isolados, como 

observado em outros estudos (Lopez-Pazos et al. 2009, Aramideh et al. 2010), sugerindo que 

a maior atividade destes isolados a estas espécies pode ser devido à presença destes cristais 

que estão associados às proteínas Cry1, ativas contra lepidópteros (Höfte & Whiteley 1989, 

Dankocsik et al. 1990, Schnepf et al. 1998, Zhong et al. 2000). 

Uma pequena proporção (<10%) dos isolados apresentou atividade inseticida acima de 

50% às espécies P. xylostella e S. frugiperda enquanto que a proporção causando redução do 

desenvolvimento larval acima de 50% foi maior, particularmente para S. frugiperda. Isto 

sugere que apesar da grande diversidade de B. thuringiensis predominante nestas áreas, 

poucos apresentaram potencial inseticida a estas espécies, talvez pelo fato de que estas 

espécies não tenham coexistido com os isolados nas áreas onde estes foram coletados. O 

baixo número de isolados ativos a P. xylostella pode ter ocorrido devido a alta plasticidade 

fenotípica que esse inseto possui (Ferré & VanRie 2002) . Ele foi o primeiro inseto a 

desenvolver resistência a B. thuringiensis em campo (Tabashnik et al. 1990). Outros estudos 

têm relatado uma dificuldade em encontrar linhagens de B. thuringiensis ativas contra a S. 

frugiperda (Silva-Werneck et al. 2000, Polanczyk et al. 2004, Monnerat et al. 2007, Santos et 

al. 2009) e este fato pode estar associado à tolerância natural que a S. frugiperda apresenta à 

maioria das -endotoxinas (Aranda et al. 1996, Monnerat et al. 2006).  

Dos vinte isolados testados quanto a toxicidade a S. frugiperda, quatro proporcionaram 

mortalidades acima de 70% aos cinco dias de avaliação (LIIT-3303, LIIT-3509, LIIT-4306 e 
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LIIT-4311), sendo que os isolados  LIIT-4306 e LIIT-4311 foram 100% eficientes a P. 

xylostella no mesmo período de avaliação, sugerindo que estes isolados podem apresentar 

toxinas com atividades simultaneamente às duas espécies ou com atividades independentes no 

mesmo isolado. Monnerat et al. (1999) relataram que Cry1C foi eficiente para P. xylostella e 

Loguercio et al. (2001) verificaram que isolados de B. thuringiensis contendo o gene dessa 

proteína foram ativos a S. frugiperda. Desta forma os isolados LIIT-2109, LIIT-3303, LIIT-

4306 e LIIT-4311 podem conter esta toxina que seja ativa a ambas as espécies, ou ainda, os 

isolados podem conter no genoma as toxinas Cry1C que tem alta atividade a P. xylostella 

(Mohan et al. 2009), e Cry1F que apresenta alta atividade a S. frugiperda (Siebert et al. 2008) 

e, neste caso, elas estariam atuando independentemente. A caracterização molecular do 

conteúdo genômico das toxinas poderá esclarecer qual a relação que existe entre as toxinas 

presentes e as respostas das espécies frente aos isolados aqui avaliados. 

A utilização de doses subletais das toxinas B. thuringiensis que ocasionam efeitos sobre 

os parâmetros biológicos de insetos como atraso no desenvolvimento larval e pupal, redução 

no peso de larva e de pupa, entre outros (Khalique & Ahmed 2003, Polanczyk & Alves 2005) 

pode ser um parâmetro importante na avaliação daqueles isolados de respostas lentas ou onde 

as respostas de mortalidade não são determinadas. Neste estudo, o alto número de isolados 

que causou inibição de crescimento nos testes de patogenicidade em P. xylostella e S. 

frugiperda, mostrou que o parâmetro CE50 é mais sensível do que o de mortalidade (Marçon 

et al. 1999, Huang et al. 2007) para a identificação de isolados usualmente subestimados 

pelos parâmetros de letalidade. Neste caso, os parâmetros baseados em inibição de 

crescimento podem ainda identificar aqueles isolados que apresentam forte atividade de 

letalidade, como observado nos testes de toxicidade, onde se verificou que todos os isolados 

apresentaram alto potencial para inibir o desenvolvimento larval de P. xylostella e S. 

frugiperda, principalmente os isolados LIIT-4306 e LIIT-4311. 
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A inibição do peso larval de insetos pragas ocasionado por B. thuringiensis pode ser 

considerada uma importante ferramenta para o controle desses insetos, uma vez que essa fase 

é a mais crítica, pois causa grandes prejuízos na produtividade das culturas. Um forte efeito de 

inibição pode contribuir na redução da quantidade de injúria e consequentemente dano 

econômico a cultura, além de tornar as larvas mais suscetíveis ao ataque de outros agentes de 

controle biológico (Polanczyk & Alves 2005, Viana et al. 2009). Em uma planta transgênica, 

por exemplo, a expressão constitutiva desta toxina teria um efeito prolongado nestes 

indivíduos, podendo levá-los à morte por falta de alimentação. Os efeitos subletais sobre os 

indivíduos sobreviventes podem além de auxiliar na avaliação da toxicidade, pode ser 

utilizado como indicador da suscetibilidade de toxinas e monitoramento da resistência de B. 

thuringiensis a insetos-pragas (Marçon et al. 1999, Marçon et al. 2000, Kain et al. 2004). 

Os isolados LIIT-4306 e LIIT-4311 foram os que mais proporcionaram efeitos de 

toxicidade e de inibição de crescimento larval tanto das larvas de P. xylostella quanto de S. 

frugiperda, podendo estes apresentarem potenciais para o controle desses insetos. A 

toxicidade e a ação de inibição desses isolados podem estar relacionadas com a quantidade de 

proteínas produzidas, como também pela combinação de mais de um gene presente, devido 

esses isolados apresentarem cristais compostos, onde o isolado LIIT-4306 apresentou cristal 

bipiramidal e esférico e o isolado LIIT-4311 apresentou cristal bipiramidal e cubóide.  

Os resultados mostram que pouco se conhece sobre a diversidade de B. thuringiensis em 

ambientes do Nordeste brasileiro e uma avaliação mais abrangente se faz necessário em face 

do potencial que algumas linhagens apresentam em controlar insetos com eficiência. A 

constituição do banco de bactérias possibilita a busca e a caracterização de novos genes cry 

que podem resultar em novas alternativas para avaliar a atividade a outros insetos 

lepidópteros, bem como avaliar a atividade de isolados nordestinos sobre coleópteros e 

dípteros com nenhuma ou pouca suscetibilidade às proteínas Cry a esses isolados e que 
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podem auxiliar em programas de manejo na tentativa de evitar ou minimizar o aparecimento 

de resistência a B. thuringiensis em populações de campo de insetos-alvos. 

 

Conclusão 

Os isolados LIIT- 4306 e LIIT-4311 foram os que mais proporcionaram efeitos de 

toxicidade e inibição de crescimento larval tanto para P. xylostella quanto S. frugiperda. A 

inibição do peso larval pode ser considerada uma importante ferramenta para o controle 

desses insetos, uma vez que essa fase é a mais crítica, pois causa grandes prejuízos na 

produtividade das culturas. 
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Figura 1. Locais de coletas de amostras de solo e insetos para isolamento de B. thuringiensis. 
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Figura 2. Percentagem de isolados de Bacillus thuringiensis apresentando diferentes 

morfologias de cristais. (B) – bipiramidal, (E) – esférico, (C) – cubóide, (BE) – bipiramidal + 

esférico, (CE) – cubóide + esférico, (I) – irregular e (ND) – não determinado. 
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Figura 3. Patogenicidade de isolados de Bacillus thuringiensis testados contra neonatas de 

Plutella xylostella e Spodoptera frugiperda aos 3º e 5º dias, respectivamente. 
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Figura 4. Percentagem de inibição de crescimento de larvas de Plutella xylostella e 

Spodoptera frugiperda frente a isolados de Bacillus thuringiensis. 
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 Tabela 1. Médias (±EP) do percentual de mortalidade larval de Plutella xylostella e 

Spodoptera frugiperda a isolados de Bacillus thuringiensis na concentração 10
8
 

(esporos+cristais/mL). 

Isolado 
Plutella xylostella Spodoptera frugiperda 

3º dia 5º dia 3º dia 5º dia 

LIIT-0105 ------ ------ 34,9 ± 1,52 b
1
 61,2 ± 9,66 ab 

LIIT-0106 ------ ------ 12,5 ± 4,17 b 34,4 ± 7,29 b 

LIIT-0107 ------ ------ 37,9 ± 14,93 b 48,9 ± 26,04 ab 

LIIT-0526 ------ ------ 28,1 ± 11,46 b 44,8 ± 9,37 ab 

LIIT-1202 ------ ------ 21,4 ± 6,81 b 38,6 ± 17,79 b 

LIIT-1301 ------ ------ 11,9 ± 5,63 b 28,9 ± 6,04 b 

LIIT-1411 ------ ------ 26,0 ± 3,13 b 52,1 ± 12,50 ab 

LIIT-1803 ------ ------ 22,0 ± 7,41 b 34,4 ± 15,63 b 

LIIT-1804 ------ ------ 20,2 ± 1,44 b 31,7 ± 8,81 b 

LIIT-2204 ------ ------ 36,6 ± 9,54 b 51,2 ± 5,05 ab 

LIIT-3509 ------ ------ 45,0 ± 7,50 b 74,6 ± 4,58 ab 

LIIT-3818 ------ ------ 39,0 ± 0,56 b 61,5 ± 5,13 ab 

LIIT-4211 ------ ------ 27,1 ± 6,25 b 39,6 ± 4,17 b 

LIIT-4405 ------ ------ 16,3 ± 2,43 b 30,9 ± 7,99 b 

LIIT-4406 ------ ------ 35,0 ± 2,50 b 57,3 ± 7,29 ab 

LIIT-4306 100,0 ± 0,00 a
1
 100,0 ± 0,00 a 45,4 ± 0,42 b 71,7 ± 11,67 ab 

LIIT-4311 100,0 ± 0,00 a 100,0 ± 0,00 a 86,4 ± 5,12 a 100,0 ± 0,00 a 

LIIT-3303 25,6 ± 2,67 b 44,7± 1,18 b 43,8 ± 0,08 b 81,2 ± 4,25 ab 

LIIT-2109 30,5 ± 0,09 b 37,7 ± 5,12 b 38,1 ± 5,63 b 43,3 ± 10,83 ab 

LIIT-2601 34,4 ± 2,37 b 36,4 ± 0,37 b 14,9 ± 6,64 b 42,4 ± 0,79 ab 

LIIT-0302 34,1 ± 13,71 b 51,8 ± 6,90 b ------ ------ 

LIIT-2112 9,5 ± 2,71 b 39,4 ± 7,56 b ------ ------ 

LIIT-2310 21,5 ± 13,18 b 50,5 ± 4,63 b ------ ------ 

LIIT-2403 41,4 ± 2,61 b 42,4 ± 3,61 b ------ ------ 

LIIT-2707 32,0 ± 2,00 b 52,0 ± 4,00 b ------ ------ 

LIIT-2718 24,8 ± 4,36 b 47,3± 10,98 b ------ ------ 

LIIT-4108 15,8 ± 10,70 b 42,4 ± 6,54 b ------ ------ 

LIIT-4501 21,8 ± 4,25 b 39,0 ± 11,00 b ------ ------ 
1
Médias (±EP) seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade.
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Tabela 2. Suscetibilidade da traça-das-crucíferas, Plutella xylostella, frente a isolados de Bacillus thuringiensis. 

Isolados G
1
 N

2
 Inclinação±EP

3
 CL50 (IC 95%)

4
 CL90 (IC 95%)

4
 

2
 (GL)

5
 RT50 (IC 95%)

6
 RT50 (IC 95%)

7
 

Bta F56 240 1,27 ± 0,15 0,01 (0,008-0,03) 0,13 (0,07-0,50) 4,02 (4) 0,50 (0,30-0,80)* --- 

LIIT-4311 F48 230 0,61 ± 0,08 0,02 (0,003-0,07) 2,40 (0,45-160,37) 6,45 (4) 0,60 (0,30-1,40) 1,30 (0,60-3,00) 

Btk F56 240 0,95 ± 0,10 0,03 (0,02-0,05) 0,73 (0,37-1,90) 2,43 (4) --- 2,20 (1,20-4,20)* 

LIIT-4306 F56 239 0,62 ± 0,08 0,03 (0,005-0,11) 3,48 (0,58-432,78) 7,59 (4) 0,90 (0,40-2,00) 2,00 (0,90-4,40) 

LIIT-0302 F48 229 0,55 ± 0,08 0,29 (0,13-0,62) 63,45 (16,81-597,62) 1,50 (4) 9,00 (3,70-22,00)* 20,00 (8,50-47,00)* 

LIIT-2310 F56 223 0,89 ± 0,10 0,96 (0,35-3,19) 26,07 (6,42-577,04) 7,03 (4) 29,40 (14,90-57,90)* 65,20 (33,10-128,40)* 

LIIT-2403 F56 346 0,70 ±0,10 1,74 (0,86-3,42) 120,00 (41,34-697,41) 0,11 (4) 53,30 (24,10-117,80)* 118,30 (53,50-261,40)* 

LIIT-4108 F55 239 0,53 ± 0,08 3,36 (1,50-10,36) 860,51 (144,09-21233,92) 0,58 (4) 103,00 (37,40-283,80)* 228,50 (82,90-629,80)* 

LIIT-2718 F51 223 2,90 ± 0,91 7,46 (4,97-9,77) 20,62 (13,83-91,78) 3,40 (4) 228,60 (139,80-373,70)* 507,30 (310,30-829,20)* 

LIIT-3303 F51 209 0,76 ± 0,19 9,18 (4,99-32,99) 432,11 (80,47-44332,93) 2,91 (4) 279,30 (114,50-681,20)* 619,80 (254,10-1511,70)* 

LIIT-2601 F56 327 0,98 ±0,16 9,58 (6,28-19,06) 194,40 (67,46-1465,60) 0,71 (4) 286,40 (148,10-553,90)* 635,60 (328,60-1229,10)* 

LIIT-2707 F52 233 0,87 ± 0,17 11,69 (7,29-25,24) 347,37 (100,30-5357,70) 1,21 (4) 358,40 (177,60-722,80)* 794,90 (394,00-1603,80)* 

LIIT-2109 F48 235 0,76 ± 0,19 13,68 (6,61-71,79) ** 0,41 (4) 419,00(145,90-1204,10)* 930,10 (323,80-2671,90)* 

LIIT-2112 F53 228 0,78 ± 0,24 48,49 (21,42-334,27) ** 1,05 (4) 1485,20 (499,60-4414,90)* 3295,70 (1108,70-9796,70)* 

1 
Geração. 

2 
Número total de insetos testados. 

3 
Inclinação ± Erro padrão. 

4 
Esporos+cristais×10

8
/mL de NaCl a 0,9%. 

5 
Qui-quadrado e Grau de liberdade. 

6 
Razão de toxicidade: razão das estimativas da CL50 entre Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel

®
WP) (Btk)e os isolados de B. thuringiensis testados sobre larvas 

neonatas de Plutella xylostella, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992). * Razão de toxicidade significativa para isolados de B. thuringiensis, uma vez 

que o intervalo de confiança não compreende o valor 1,0. 
7 

Razão de toxicidade: razão das estimativas da CL50 entre B. thuringiensis var. aizawai (Xentari
®
WDG) (Bta) e os isolados de B. thuringiensis testados sobre larvas 

neonatas de P. xylostella, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992). *Razão de toxicidade significativa para isolados de B. thuringiensis, uma vez que o 

intervalo de confiança não compreende o valor 1,0. 

** Não estimado. 
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Tabela 3. Suscetibilidade da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, frente a isolados de Bacillus thuringiensis. 

Isolados G
1
 N

2
 Inclinação ± EP

3
 CL50 (IC 95%)

4
 CL90 (IC 95%)

4
 

2
 (GL)

5
 RT50 (IC 95%)

6
 

Bta F37 336 0,49 ± 0,06 0,051 (0,02-0,11) 21,90 (5,70-171,14) 2,13 (5) --- 

LIIT-4311 F35 336 0,50 ± 0,06 0,001 (0,0003-0,004) 0,49 (0,14-4,31) 5,01 (5) 0,02 (0,008-0,10)* 

LIIT-4306 F37 336 0,71 ± 0,07 0,001 (0,0005-0,004) 0,09 (0,03-0,84) 9,16 (5) 0,03 (0,01-0,10)* 

LIIT-4406 F35 336 0,50 ± 0,06 0,011 (0,005-0,022) 4,05 (1,28-22,66) 3,87 (5) 0,20 (0,10-0,60)* 

LIIT-3509 F36 334 1,04 ± 0,14 0,49 (0,22-0,81) 8,41 (4,17-33,97) 6,27 (5) 9,50 (4,20-21,50)* 

LIIT-3303 F36 336 0,98 ±0,14 0,58 (0,30-0,89) 11,64 (7,07-25,82) 3,46 (5) 11,40 (0,10-1093,10) 

LIIT-3818 F36 336 0,66 ± 0,13 2,39 (0,77-4,48) 213,39 (83,11-1515,10) 3,09 (5) 46,80 (16,20-135,60)* 

LIIT-2204 F35 336 0,92 ± 0,13 2,81 (1,48-4,32) 69,90 (39,70-177,67) 2,18 (5) 54,90 (0,30-10285,70) 

LIIT-4211 F36 336 0,54 ± 0,12 2,75 (0,72-5,41) 673,81 (174,42-18662,22) 0,86 (5) 53,70 (17,50-165,40)* 

LIIT-1411 F36 336 0,72 ± 0,12 4,83 (2,47-7,67) 286,27 (115,85-1599,00) 1,47 (5) 94,30 (38,90-228,90)* 

LIIT-0105 F37 447 0,59 ± 0,10 6,33 (1,57-13,96) ---- 8,12 (5) 123,80 (51,40-297,90)* 

LIIT-0526 F36 336 0,81 ± 0,12 8,46 (5,34-12,62) 323,09 (139,14-1436,50) 4,14 (5) 165,30 (72,80-375,40)* 

LIIT-2109 F35 336 0,61 ± 0,12 15,84 (9,34-28,90) 1925,25 (451,96-44423,95) 2,76 (5) 309,50 (127,80-749,20)* 

1 
Geração. 

2 
Número total de insetos testados. 

3 
Inclinação ± Erro Padrão. 

4 
Esporos+cristais×10

8
/mL de NaCl a 0,9%.  

5 
Qui-quadrado e Grau de liberdade. 

6 
Razão de toxicidade: razão das estimativas da CL50 entre Bacillus thuringiensis var. aizawai (Xentari

®
WDG) (Bta) e os isolados de B. thuringiensis testados sobre larvas 

neonatas de Spodoptera frugiperda, calculada através do método de Robertson & Preisler (1992). * Razão de toxicidade significativa para isolados de B. thuringiensis, uma 

vez que o intervalo de confiança não compreende o valor 1,0. 
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 Tabela 4. Inibição do crescimento da traça-das-crucíferas, Plutella xylostella, frente a isolados de Bacillus thuringiensis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 
Geração 

2
 Número total de insetos testados. 

3 
Esporos+cristais×10

8
/mL de NaCl a 0,9%. 

4 
Razão de toxicidade: razão das estimativas da CE50 entre Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel

®
WP) (Btk)e os isolados de B. thuringiensis 

testados sobre larvas neonatas de Plutella xylostella. 
5
 Razão de toxicidade: razão das estimativas da CE50 entre B. thuringiensis var. aizawai (Xentari

®
WDG) (Bta) e os isolados de B. thuringiensis testados 

sobre larvas neonatas de P. xylostella. 

Isolados G
1
 N

2
 CE50

 
(IC 95%)

3
 CE95 (IC 95%)

3
 RT50

4
 RT50

5
 

Bta F56 240 0,0026 (0,0004-0,007) 0,88 (0,05-11,10) 0,93 ---- 

Btk F56 220 0,0028 (0,001-0,005) 0,29 (0,09-0,95) ---- 1,08 

LIIT-4311 F48 230 0,0001 (0,0000-0,0001) 4,48 (1,49-14,41) 0,03 0,04 

LIIT-4306 F56 239 0,0001 (0,0001-0,0003) 8,56 (2,93-25,79) 0,03 0,04 

LIIT-2403 F56 346 0,01 (0,008-0,02) 7,01 (2,59-17,81) 3,57 3,84 

LIIT- 2310 F56 223 0,02 (0,01-0,04) 11,66 (1,86-58,27) 7,14 7,69 

LIIT-4108 F55 239 0,03 (0,02-0,03) 22827,33 (7907,70-63704,17) 10,71 11,54 

LIIT-3303 F51 209 0,05 (0,02-0,10) 5577,82 (1139,73-28282,44) 17,86 19,23 

LIIT-0302 F48 229 0,06 (0,04-0,09) 16,22 (4,28-51,21) 21,43 23,08 

LIIT-2601 F56 327 0,17 (0,06-0,29) 168,80 (40,19-738,35) 60,71 65,38 

LIIT-2109 F48 235 0,40 (0,20-0,60) 7,82 (2,68-21,64) 142,86 153,85 

LIIT-2718 F51 223 0,70 (0,24-1,23) 88,14 (11,64-577,09) 250 269,23 

LIIT-2707 F52 233 0,99 (0,44-1,54) 31,06 (8,33-106,22) 353,57 380,77 

LIIT-2112 F53 228 2,23 (1,10-3,41) 260,70 (60,01-1032,35) 796,43 857,69 
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Tabela 5. Inibição do crescimento da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, frente a isolados de Bacillus thuringiensis. 

Isolados G
1
 N

2
 CE50 (IC 95%)

3
 CE95 (IC 95%)

3
 RT50

4
 

Btk F37 336 0,006 (0,005-0,007) 0,29 (0,21-0,40) ---- 

LIIT-4306 F37 336 0,00006 (0,00005-0,00007) 0,002 (0,002-0,003) 0,01 

LIIT-4311 F35 336 0,0001 (0,0000-0,0001) 0,07 (0,03-0,16) 0,02 

LIIT-4406 F35 336 0,001 (0,001-0,0001) 0,35 (0,24-0,52) 0,17 

LIIT-4211 F36 336 0,08 (0,03-0,15) 113,27 (61,36-226,73) 13,33 

LIIT-3509 F36 334 0,14 (0,11-0,17) 1,31 (0,87-1,97) 23,33 

LIIT-3818 F36 336 0,18 (0,10-0,29) 31,76 (21,24-49,65) 30,00 

LIIT-3303 F36 336 0,18 (0,14-0,22) 2,51 (1,90-3,36) 30,00 

LIIT-0105 F37 447 0,96 (0,68-1,23) 63,48 (37,95-106,43) 160,00 

LIIT-0526 F36 336 1,25 (0,84-1,66) 66,57 (33,91-129,28) 208,33 

LIIT-1411 F36 336 1,48 (1,20-1,75) 46,42 (30,39-70,13) 246,67 

LIIT-2204 F35 336 1,49 (1,26-1,70) 15,70 (11,06-21,97) 248,33 

LIIT-2109 F35 336 3,01 (2,11-3,96) 365,12 (141,94-878,68) 501,67 

1 
Geração 

2
 Número total de insetos testados. 

3
 Esporos+cristais×10

8
/mL de NaCl a 0,9%. 

4
 Razão de toxicidade: razão das estimativas da CE50 entre Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel

®
WG) (Btk)e os isolados de B. thuringiensis 

testados sobre larvas neonatas de Spodoptera frugiperda. 
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CAPÍTULO 3 

CARACTERIZAÇÃO DE ISOLADOS DE Bacillus thuringiensis (BERLINER 1911) DO 

NORDESTE BRASILEIRO ATIVOS A Plutella xylostella (L.1758) E Spodoptera frugiperda 

(J.E. SMITH 1797)
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RESUMO - Bioinseticidas à base de Bacillus thuringiensis (Berliner) e plantas geneticamente 

transformadas com genes dessa bactéria têm sido bastante utilizados no controle de Plutella 

xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) e Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: 

Noctuidae). A pressão de seleção imposta por estas tecnologias pode comprometer a 

eficiência dessa importante alternativa aos inseticidas sintéticos, devido o aparecimento de 

populações resistentes. O uso de diferentes toxinas possibilita reverter à resistência e um 

controle satisfatório desses insetos. Assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar o 

conteúdo protéico e gênico de vinte isolados de B. thuringiensis ativos a P. xylostella e S. 

frugiperda, oriundos de amostras de solo e de insetos obtidas em diversas áreas do Nordeste 

do Brasil. Os isolados de B. thuringiensis apresentaram, em sua maioria, cristais bipiramidais 

e esféricos. O perfil protéico da maioria dos isolados produziu tamanho de bandas de 130 

kDa, sugerindo a presença das proteínas Cry1, Cry2, Cry8 e Cry9. O conteúdo genético dos 

isolados de B. thuringiensis revelaram os genes cry1, cry2, cry8 e cry9, como verificado nos 

isolados LIIT-4306 e LIIT-4311 que foram os mais tóxicos a esses dois insetos. A grande 

variabilidade de formato de cristais, de toxicidade, e de conteúdo protéico e gênico 

encontrado nos isolados de B. thuringiensis sugere seus potenciais para serem utilizados no 

desenvolvimento de novos biopesticidas ou transformação de plantas para o manejo de P. 

xylostella e S. frugiperda. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Atividade entomopatogênica, cristais, proteínas Cry, genes cry, 

controle microbiano, traça-das-crucíferas e lagarta-do-cartucho 
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CHARACTERIZATION OF Bacillus thuringiensis (BERLINER 1911) ISOLATES FROM 

NORTHEAST BRAZIL ACTIVE TO Plutella xylostella (L.1758) AND Spodoptera 

frugiperda (J.E.SMITH 1979) 

 

ABSTRACT – Biopesticides based on Bacillus thuringiensis (Berliner) and genetically 

modified plants with genes of this bacterium have been extensively used in the control of 

Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) and Spodoptera frugiperda (Smith) 

(Lepidoptera: Noctuidae). The selection pressure imposed by these technologies may 

undermine the efficiency of this important alternative to synthetic insecticides, because the 

evolution of resistant populations. The use of different toxins allows the resistance reversion 

and a satisfactory control of these insects. Thus, the purpose of this study was to characterize 

the protein and gene contents of twenty B. thuringiensis isolates active against P. xylostella 

and S. frugiperda, from soil and insects samples collected in various areas of Northeast 

Brazil. The majority of the B. thuringiensis isolates harbored bipyramidal and spherical 

crystals. The protein profile of the isolate majority produced band sizes of 130 kDa, 

suggesting the presence of Cry1, Cry2, Cry8, and Cry9 proteins. The gene content of B. 

thuringiensis isolates revealed the presence of cry1, cry2, cry8, and cry9 genes, as seen in 

LIIT-4306 and LIIT-4311 isolates, which were more toxic to both insects. The great 

variability in crystal shape, toxicity, and gene and protein contents found in these B. 

thuringiensis isolates suggests their potential to be used in the development of new 

biopesticides and plant transformation to manage both P. xylostella and S. frugiperda. 

 

KEYWORDS: Entomopathogenic activity, crystals, Cry proteins, cry genes, microbial 

control, diamondback moth, fall armyworm 
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Introdução 

Os inseticidas biológicos são considerados alternativas específicas à utilização 

indiscriminada de inseticidas sintéticos, principal forma de controle contra o ataque de 

insetos-pragas como Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) e Spodoptera 

frugiperda (J.E. Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), consideradas as principais pragas das 

culturas de brássicas e milho no Brasil, respectivamente. O intenso cultivo de brássicas com 

diversos hospedeiros de P. xylostella, disponíveis em todas as épocas do ano intensifica o 

controle, principalmente, o químico com até quatro aplicações por semana (Castelo Branco et 

al. 2001). O mesmo ocorre com a cultura do milho cultivado em vários locais e épocas do 

ano, hospedeiro favorável a S. frugiperda que é responsável por 38,3 milhões de dólares 

gastos com pulverizações de inseticidas, com prejuízo aproximadamente de 250 milhões de 

dólares ao ano (Waquil & Vilela 2003). 

Dentre os inseticidas biológicos, formulações à base da bactéria gram-positiva Bacillus 

thuringiensis (Berliner 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) têm sido uma alternativa para o 

controle desses insetos, bem como a utilização de plantas transgênicas expressando proteínas 

Cry presentes nesta bactéria. As principais vantagens da utilização destas toxinas inseticidas, 

tanto na forma de formulações bacterianas quanto na forma de plantas transgênicas advêm da 

sua ação restrita a algumas ordens de insetos como as de lepidópteros, coleópteros e dípteros, 

não afetando o ser humano e não prejudicando o ambiente, além de diminuir a dependência 

do controle químico. As plantas transgênicas apresentam ainda vantagens em relação ao uso 

de formulações à base de B. thuringiensis, tais como persistência no meio ambiente e a 

proteção relacionada à degradação por raios UV (de Maagd et al. 1999, Navon 2000). 

A ação restrita dessa bactéria aos insetos é decorrente de um complexo modo de ação 

dessa bactéria. Durante o processo de esporulação essa bactéria produz inclusões cristalinas 

(Aronson 2002) que, ao serem ingeridas por insetos suscetíveis, são solubilizadas no intestino 
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médio e processadas por proteinases, liberando proteínas tóxicas chamadas de proteínas Cry 

ou δ-endotoxinas (Bravo et al. 2005). Estas proteínas, na forma ativada, atravessam a 

membrana peritrófica e interagem com receptores específicos localizados nas 

microvilosidades das células colunares do intestino dos insetos suscetíveis, com subsequente 

formação de poros, ocorrendo, assim, um desequilíbrio osmótico entre o meio intra e 

extracelular, ocasionando perda da integridade da membrana do intestino e consequentemente 

a morte do inseto (de Maagd et al. 2001, Bravo et al. 2005). 

O controle de P. xylostella e S. frugiperda utilizando esse microrganismo, como 

bioinseticida ou como planta transformada com genes cry, tem sido bastante intensificado em 

todo mundo. No entanto, relatos de resistência desses insetos as proteínas Cry (Gong et al. 

2010) ou ineficácia dos produtos tem comprometido a utilização dessas tecnologias (Storer et 

al. 2010). Além disso, apesar de conhecidas mais de 450 toxinas de B. thuringiensis 

(Crickmore et al. 2011), o número destas em produtos tecnológicos tem sido restrito, 

sugerindo um espectro de atividade muito estreito destas toxinas frente a pragas agrícolas. 

Nesse sentido a busca por novos genes que expressem proteínas tóxicas a insetos e que 

auxiliem o manejo desses tem sido uma constante entre vários pesquisadores. 

Isolados de B. thuringiensis coletados em áreas do Nordeste do Brasil e avaliados no 

estudo anterior apresentaram atividades entomocidas variáveis frente a P. xylostella e S. 

frugiperda, com alguns isolados sendo muito ativos a estas pragas. No entanto, nada se sabe 

sobre o conteúdo genético, em particular do conjunto de genes de toxinas ativas a insetos 

nestes isolados. Desta forma, o objetivo desse estudo foi caracterizar bioquimicamente e 

molecularmente os isolados de B. thuringiensis oriundos de amostras do Nordeste do Brasil 

que apresentaram atividade tóxica a P. xylostella e S. frugiperda, visando sua aplicação em 

programas de controle desses insetos. A utilização de técnicas moleculares como PCR 

(Reação em Cadeia Polimerase) tem contribuído na detecção de genes com ação inseticida 



 

 

81 

específicos em diferentes linhagens de B. thuringiensis (Bourque et al. 1993, Santos et al. 

2009) e na detecção de novos genes cry (Juarez-Perez et al. 1997, Noguera & Ibarra 2010). 

Estas técnicas foram aqui utilizadas com o propósito de identificar toxinas nos isolados 

provenientes de áreas do Nordeste do Brasil. 

 

Material e Métodos 

Origem e Manutenção dos Isolados de B. thuringiensis. Os 20 isolados analisados neste 

estudo foram provenientes do banco de Bacillus do Laboratório de Interação Inseto-Tóxico do 

Departamento de Agronomia da UFRPE. Esse isolados foram obtidos a partir de amostras de 

solo e de insetos coletados em Estados Nordestinos, de acordo com o método descrito por 

Travers et al. (1987). Os isolados são mantidos em glicerol a 15% e SDS a 0,01% a -80C. 

Como padrão foram utilizados B. thuringiensis var. kurstaki (Dipel
® WP) (Btk) e B. 

thuringiensis var. aizawai (Xentari
®
WDG) (Bta). 

Caracterização dos Cristais. A morfologia dos cristais dos isolados foi feita utilizando a 

coloração azul de coomassie, e quando necessário foi utilizada a coloração verde malaquita a 

5% através do método de Wirtz-Conklin. Estes foram observados sob microscopia de campo 

claro usando uma objetiva de óleo de imersão com magnificação de 2000×. 

Bioensaios. A toxicidade dos isolados de B. thuringiensis contra neonatas de P. xylostella e 

de S. frugiperda foi avaliada utilizando seis a sete concentrações de suspensões de 

cristais+esporos/mL de cada isolado. Para P. xylostella, discos de folhas de couve com 5 cm 

de diâmetro foram imersos nas suspensões com Triton X-100 a 0,01% (como espalhante) por 

10 segundos e secos posteriormente à temperatura ambiente. Após a secagem, os discos foram 

transferidos individualmente para placas de Petri de 6 cm de diâmetro, contendo disco de 

papel filtro umedecido com água destilada. Dez larvas neonatas de P. xylostella foram 

transferidas para cada placa de Petri usando pincel número 0 (zero) e 2 replicações por 
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concentração para cada isolado. Os bioensaios foram mantidos em câmara climatizada (tipo 

B.O.D.), sob temperatura de 27 ± 0,5°C, umidade relativa 65 ± 10% e fotofase de 12 h. Para 

S. frugiperda, uma alíquota de 30 µL de suspensões de B. thuringiensis nas diferentes 

concentrações de esporos+cristais/mL com Triton X-100 a 0,01% foi aplicada na superfície 

da dieta artificial em bandejas de bioensaio de 128 células (Bio-Serv, Frenchtown, NJ). Após 

a secagem da suspensão sobre a dieta, neonatas foram individualmente transferidas para cada 

célula e as bandejas foram cobertas com tampas transparentes e ventiladas (Bio-Serv, 

Frenchtown, NJ), sendo feitas 16 replicações por concentração para cada isolado. As bandejas 

de bioensaio contendo as larvas foram acondicionadas em câmara climatizada, regulada para 

28 ± 0,5ºC, umidade relativa 65 ± 10% e 12 h de fotofase. Foi utilizada a solução de NaCl a 

0,9% + Triton X-100 a 0,01%, como controle negativo. As CL50s dos padrões Btk e Bta foram 

estimadas para P. xylostella e S. frugiperda para comparações com os parâmetros estimados 

com os isolados. 

Os bioensaios foram repetidos pelo menos mais uma vez e a avaliação de mortalidade 

das larvas baseou-se na ausência de resposta ao serem estimuladas com leve toque de um 

pincel número 0 (zero). Os dados de mortalidade, após correção (Abbott 1925) foram 

submetidos à análise de Probit a P>0,05 (Finney, 1971), através do programa estatístico 

POLO-PC (LeOra Software 1987). As respostas dos isolados de B. thuringiensis testados nos 

bioensaios de concentração-mortalidade foram utilizadas para obtenção das inclinações das 

curvas e estimativas das CL50s para P. xylostella e S. frugiperda. As razões de toxicidade dos 

isolados de B. thuringiensis foram calculadas com relação aos padrões de suscetibilidade Btk 

e Bta pelo teste de razão letal e consideradas significativas quando o intervalo de confiança 

(IC) a 95% não incluiu o valor um, como proposto por (Robertson & Preisler 1992).  

Perfil Protéico dos Isolados de B. thuringiensis. A caracterização protéica dos isolados foi 

feita no Laboratório de Interação Inseto-Tóxico (LIIT), onde os isolados foram submetidos à 
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eletroforese de proteína em gel de poliacrilamida desnaturante, contendo dodecil sulfato de 

sódio (SDS-PAGE 12,5%), o que permitiu conhecer o perfil das proteínas produzidas. Os 

isolados foram inoculado em tubos falcon de 15 mL contendo 5 mL do meio LB líquido. 

Esses tubos foram colocados em mesa agitadora por 52 h a 30°C a 250 rpm. As proteína 

foram extraídas de acordo com a metodologia proposta por Lecadet et al. (1991). Foram 

transferidos 1,5 mL da cultura bacteriana para tubo criogênico de 2 mL previamente 

autoclavado, e, em seguida, centrifugado a 12000 x g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi ressuspendido em 2 mL de 0,5 M NaCl no vórtex e centrifugado 

12000×g por 15 min a 4°C. Em seguida, descartou-se o NaCl 0,5 M e ressuspendeu-se o 

pellet em 2 mL em solução para inibição da atividade proteolítica (1 mmol.L
-1

 PMSF 

(fluoreto de fenilmetilsulfonil) e 10 mmol.L
-1

 EDTA (ácido etilenodiamino tetracético) no 

vórtex e centrifugado a 12000×g por 15 min a 4°C, repetindo-se esse procedimento por mais 

duas vezes. Após a última centrifugação, o pellet foi ressuspendido em 500 μL da solução de 

inibidores e estocado a -20°C. Os produtos desse procedimento foram analisados por SDS-

PAGE, conforme a metodologia descrita por Laemmli (1970). Os padrões Btk e Bta foram 

utilizados como controle positivo. Foram utilizados 35 µL dos produtos para a realização da 

eletroforese sob voltagem constante de 75 V por 1 h. 

Identificação de Genes de Toxinas de B. thuringiensis Através de PCR. A caracterização 

molecular dos isolados foi realizada no LIIT e no Laboratório de Biologia Molecular da 

Fitopatologia, utilizando aneladores gerais a alguns genes, os isolados foram previamente 

cultivados em placas contendo meio LB sólido, por 12 h a 30°C. Para cada isolado uma 

colônia foi ressuspendida em 1 mL de água estéril em tubos de microcentrífuga autoclavados 

e levados à centrifugação por 1 min a 15,000×g a 20°C. Após centrifugação o sobrenadante 

foi descartado, sendo adicionados 200 µL da Matriz InstaGene Matrix (Bio-Rad) e, em 

seguida, o material foi incubado em banho-maria a 56°C por 20 min, agitado vigorosamente 



 

 

84 

em vórtex por 10 s e incubado em água fervente (100°C) por 8 min. A amostra foi novamente 

agitada em vórtex por 10 s e centrifugada a 20°C por 3 min. Finalmente, 200 µl do 

sobrenadante foram colhidos, transferidos para tubos de microcentrífuga autoclavados, os 

quais foram estocados em freezer – 20°C até o momento do uso. O DNA dos padrões Btk e 

Bta foram utilizados como controle positivo nas reações de amplificação por PCR. 

A identificação dos genes cry, cyt e vip para cada isolado foi feita em um volume de 30 

µL, contendo: 20 mM Tris-HCl, 50 mM KCl (solução tampão para reação de PCR 

Invitrogen
®

), 2,5 U da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen
®
), 50 mM MgCl2, 10 mM 

dNTP‟s, 10µM de cada iniciador, 2 µL de DNA molde e água ultrapura livre de DNAse, 

previamente esterilizada. Como controle negativo a quantidade de DNA foi substituída por 

água ultrapura livre de DNAse, previamente esterilizada. 

As reações de amplificação foram realizadas em aparelho termociclador (Termociclador 

Mastercycler Gradient – Eppendorf), onde foram utilizadas as seguintes condições para os 

iniciadores Geral-cry1, Geral-cry2, Geral-cry3 e Geral-cry4: um passo inicial de desnaturação 

de 95ºC a 2 min e 35 ciclos consistindo de um ciclo de desnaturação a 95 ºC a 1 min, 

anelamento a 52ºC a 1 min e extensão a 72ºC a 1 min e, ao final dos ciclos, um passo extra de 

extensão a 72ºC a 5 min. Ao fim do programa, foi adicionado um passo para a manutenção da 

amostra a 4ºC até a retirada dos tubos do termociclador. As condições para os outros 

iniciadores foram as mesma, com diferença na temperatura de anelamento, onde para o Geral-

cry8 foi de 49ºC, para os iniciadores Geral-cry9, Geral-cry11 e Geral-cyt foi de 51ºC e para o 

iniciador Geral-vip foi de 53ºC (Tabela 1). 

Após as amplificações, 5 μL das amostras misturados a 3 μL de tampão de amostra 

(“loading buffer” - 0,5% de azul de bromofenol em glicerol 50%) foram aplicados em gel de 

agarose a 1,5%, contendo Sybr
®
Safe (0,1 μL/mL) e submetidos à eletroforese horizontal por 2 

h, a 70 V, conduzida em tampão TBE 1X (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM com pH 8). Em 
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todas as eletroforeses foi utilizado DNA Ladder
®
 para verificação do tamanho das bandas 

obtidas nas reações de amplificação. Os géis de agarose foram visibilizados sob luz 

ultravioleta e fotodocumentados. 

 

Resultados 

Caracterização dos Cristais. A caracterização dos isolados quanto ao formato do cristal 

revelou que a maioria dos isolados tóxicos a P. xylostella e S. frugiperda apresentou formas 

compostas entre os cristais bipiramidais, esféricos e cubóides, sendo que o formato esférico 

foi o mais visibilizado, seguido do formato bipiramidal (Tabela 2). Apenas cinco isolados 

apresentaram cristais de forma cubóide (Tabela 2). 

Bioensaios. O isolado LIIT-4311 apresentou a menor concentração requerida para ocasionar a 

mortalidade de 50% das populações de P. xylostella e S. frugiperda de 0,02 x 10
8
 

esporos+cristais/mL de B. thuringiensis (Tabela 2). Esse isolado foi 1,5 vezes mais tóxico do 

que o padrão Btk para P. xylostella, já o padrão Bta apresentou o melhor resultado para esse 

inseto. Para S. frugiperda, além do isolado LIIT-4311, os isolados LIIT-4306 e LIIT-4406 

apresentaram-se mais ativos, com cerca de 50 (LIIT-4311 e LIIT-4306) e 4,6 (LIIT-4406) 

vezes mais tóxicos do que o padrão Bta. Não foi possível estimar a CL50 para o padrão Btk 

(Tabela 2). 

Perfil Protéico dos Isolados de B. thuringiensis. O perfil protéico dos vinte isolados 

selecionados no bioensaio de toxicidade foi obtido da mistura de esporo-cristal, mostrado na 

figura 1. A maioria dos isolados (85%) apresentaram banda próxima a 130 kDa similar aos 

padrões Btk e Bta. Foi possível visualizar em 50% dos isolados bandas entre 65 e 70 kDa.   

Identificação de Genes de Toxinas de B. thuringiensis através de PCR. As análises obtidas 

por PCR, utilizando-se os pares de oligonucleotídeos iniciadores gerais cry1, cry2, cry3, cry4, 

cry8, cry9, cry11, cyt e vip com os 20 isolados de B. thuringiensis que apresentaram atividade 
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tóxica a larvas de P. xylostella e S. frugiperda (Tabela 2), permitiram verificar que dos nove 

iniciadores gerais, quatro (cry1, cry2, cry8 e cry9) apresentaram amplificação para os isolados 

de B. thuringiensis, com o tamanho da banda esperado (Tabela 2). Apenas o iniciador cry2 

apresentou banda para todos os isolados, seguido do iniciador cry9 que apresentou banda para 

19 (95%) dos isolados. Para os iniciadores cry1 e cry8 foi possível visualizar banda em 13 

(65%) e cinco (25%) dos isolados, respectivamente.  

Para P. xylostella os isolados LIIT-0302, LIIT-2109, LIIT-2112, LIIT-2310, LIIT-2403 

e LIIT-2707 apresentaram os genes cry1, cry2 e cry9, sendo que as CL50s desses isolados 

variaram de 0,29 a 48,49 x 10
8
 esporos+cristais/mL. Os isolados LIIT-2601, LIIT-4306 e 

LIIT-4311 apresentaram, além dos genes cry1, cry2 e cry9, o gene cry8. Os isolados LIIT-

4306 e LIIT-4311 apresentaram respectivamente CL50s de 0,03 e 0,02 x 10
8
 

esporos+cristais/mL, portanto os mais ativos, e o isolado LIIT-2601 apresentou CL50 de 9,58 

x 10
8
 esporos+cristais/mL. Os isolados LIIT-3303 e LIIT-3818, apesar de ter apresentado 

somente os genes cry2 e cry9 mostraram-se mais tóxico a esse inseto com CL50 de 9,18 e 3,36 

x 10
8
 esporos+cristais/mL, respectivamente, do que os isolados LIIT-2109, LIIT-2112, LIIT-

2601 e LIIT-2707. O isolado LIIT-2718 apresentou somente o gene cry2 causando 

mortalidade superior aos isolados LIIT-2109, LIIT-2112, LIIT-2601, LIIT-2707 e LIIT-3303, 

com CL50 de 7,46 x 10
8
 esporos+cristais/mL.  

Para S. frugiperda, os isolados LIIT-0105, LIIT-4306, LIIT-4311 e LIIT-4406 

apresentaram cry1, cry2, cry9 e cry8, mas com uma grande variação na suscetibilidade desse 

inseto com CL50s variando de 0,001 a 6,33 x 10
8
 esporos+cristais/mL. Já os isolados LIIT-

0526, LIIT-2112 e LIIT-2204 apresentaram os genes cry1, cry2 e cry9, também com variação 

na suscetibilidade desse inseto com CL50 variando de 2,81 a 15,84 x 10
8
 esporos+cristais/mL. 

Os isolados LIIT-1411, LIIT-3303, LIIT-3509, LIIT-3818 e LIIT-4211, apesar de 

apresentarem somente os genes cry2 e cry9, mostraram melhores resultados, principalmente 
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os isolados LIIT-3303 e LIIT-3509 com CL50 de 0,58 e 0,49 x 10
8
 esporos+cristais/mL, 

respectivamente, quando comparados com isolados que amplificaram três ou até mesmo os 

quatro genes. As linhagens padrões Btk e Bta amplificaram somente os genes cry1 e cry2. 

Essas linhagens apresentaram toxicidade para P. xylostella com CL50 de 0,03 e 0,01 x 10
8
 

esporos+cristais/mL, respectivamente. Já para S. frugiperda, somente a linhagem Bta foi 

tóxica com CL50 de 0,051 x 10
8
 esporos+cristais/mL. 

 

Discussão 

Dentre os iniciadores que não amplificaram banda para os isolados de B. thuringiensis 

apenas o gene vip codifica proteínas com atividade tóxica contra vários lepidópteros (Yu et al. 

1997, Bhalla et al. 2005). O gene cry3 é ativo contra coleópteros (Sekar et al. 1987, Sato et al. 

1994) e os genes cry4, cry11 e cyt são ativos contra dípteros (Orduz et al. 1998, Thiery et al. 

1998, Berry et al. 2002), provável razão de não terem sido identificados nos isolados 

avaliados, uma vez que esses foram selecionados com base na atividade a lepidópteros. 

A presença de bandas do gene cry8 nos isolados LIIT-0105, LIIT-2601, LIIT-4406, 

LIIT-4411 e LIIT-4306, pode ter contribuído para a toxicidade dos isolados a P. xylostella e 

S. frugiperda. No entanto, o gene cry8 codifica proteínas tóxicas contra coleópteros como as 

proteínas Cry8Ba, Cry8Ca, Cry8Da e Cry8Ea1 (Hori et al. 1994, Asano et al. 2003, Shu et al. 

2009) e a proteína Cry8Aa que apresenta atividade dupla para coleópteros e hemípteros 

(Afídeos) (Crickmore et al. 2011). Embora o gene cry8 esteja associado aos isolados 

mencionados acima, muito provavelmente não participam na resposta toxicológica verificada 

em P. xylostella e S. frugiperda. 

A relação entre a toxicidade e o conteúdo de genes dos isolados de B. thuringiensis 

estudados sugere que a toxicidade à P. xylostela esteja fortemente ligada à proteína Cry2 

tóxica a lepidópteros e dípteros, uma vez que o gene cry2 foi amplificado em 100% dos 
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isolados testados neste inseto e que o LIIT-2718 amplificou apenas essa banda e mostrou-se 

mais tóxico do que isolados que apresentaram mais de uma banda.  

O perfil protéico também sugere a presença desse gene nos isolados ativos a P. 

xylostella e S. frugiperda, uma vez que foram observados isolados produzindo bandas entre 

65 e 71 kDa, tamanho da banda da proteína Cry2 (Höfte & Whiteley 1989, Pinto & Fiuza 

2003a). Medeiros et al. (2005) caracterizaram molecularmente isolados de B. thuringiensis 

que causaram 100% de mortalidade em P. xylostella utilizando genes cry1 e cry2 e 

verificaram que um desses isolados (S390) apresentou apenas a banda  correspondente ao 

gene cry2. Resultado similar foi obtido por Praça et al. (2009). Já Monnerat et al. (2007) 

verificaram que isolados de B. thuringiensis que ocasionaram 100% de mortalidade em larvas 

de P. xylostella apresentavam em seu conteúdo genético genes cry1 e cry2. No entanto, 

Monnerat et al. (1999) testaram várias toxinas de B. thuringiensis em P. xylostella e 

obtiveram a maior CL50 para a toxina Cry2Aa, verificando assim, a baixa toxicidade dessa 

proteína a esse inseto. 

Como o gene cry1 amplificou banda para a maioria dos isolados de B. thuringiensis 

tóxicos a P. xylostella neste estudo, supõe-se que este gene esteja implementando a ação 

tóxica dos isolados em combinação com o gene cry2 amplificados juntos aos isolados LIIT-

4306 e LIIT-4311que foram os mais tóxicos a esse inseto. Vários estudos mostram que o gene 

cry1 tem sido encontrado na grande maioria dos isolados de B. thuringiensis (Ben-Dov et al. 

1997, Bravo et al. 1998, Wang et al. 2003), também observado neste estudo e, portanto, 

sugerindo que a atividade dos isolados pode estar também associada a estas toxinas. Várias 

proteínas codificadas por genes cry1 têm sido relatadas como altamente tóxicas a populações 

de P. xylostella como Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1B, Cry1C e Cry1F (Tabashnik et al. 

1994, Monnerat et al. 1999, Sayyed et al. 2000, Monnerat et al. 2007, Mohan et al. 2009). 



 

 

89 

A variabilidade na suscetibilidade em diferentes populações de P. xylostella tem sido 

relatada em diversas partes do mundo tanto para toxinas, por exemplo, Cry1 (Gonzalez-

Cabrera et al. 2001, Mohan & Gujar 2002, Sayyed et al. 2004), quanto para isolados de B. 

thuringiensis a esta espécie (Monnerat et al. 2007, Thaphan et al. 2008). É provável que 

variações genéticas entre populações de um inseto ou de um patógeno possam ditar o grau de 

interação entres estes organismos. As condições físico-químicas do lúmen intestinal, o tipo de 

protease do intestino médio, o seu papel na ativação da protoxina, a presença de receptores 

para as toxinas de diferentes B. thuringiensis e sua afinidade de ligação podem determinar a 

especificidade e toxicidade de um dado isolado de B. thuringiensis ou toxina a uma dada 

população desse inseto (Oppert 1999, Ferré & Van Rie 2002, Mohan & Gujar 2003). 

O gene cry9 codifica proteínas tóxicas contra muitos lepidópteros agronomicamente 

importantes (Lambert et al. 1996, Van Frankenhuyzen et al. 1997, Wang et al. 2003, Silva-

Werneck & Ellar 2008, Patel et al. 2009). Apesar disso, essa proteína não tem mostrado 

excelente atividade tóxica a S. frugiperda (Lambert et al. 1996, Pinto & Fiuza 2003b). A 

grande ocorrência desse gene nos isolados tóxicos a P. xylostella sugere que esta toxina possa 

também estar atuando na toxicidade desses isolados, como constatado com a proteína 

Cry9Ca1 que foi altamente tóxica a duas populações de P. xylostella, sendo que uma dessas 

populações era resistente as toxinas Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac (Lambert et al. 1996). Desta 

forma, isolados que apresentam toxinas Cry9 podem conter formas mais tóxicas, 

potencialmente substitutas daquelas que já tenham perdido suas eficiências em controlar 

algumas espécies de insetos. A análise de SDS-PAGE revelou que a maioria dos isolados 

produziram bandas variando entre 130 e 140 kDa, sendo esses tamanhos de bandas 

característicos das proteínas Cry1, Cry8 e Cry9 (Höfte & Whiteley 1989, Asano et al. 2003, 

Pinto & Fiuza 2003a, Silva-Werneck & Ellar 2008). Entretanto, a alta variabilidade dos perfis 
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protéicos observados sugere importantes diferenças entre os isolados de B. thuringiensis, que 

concordam com os diversos conteúdos gênicos encontrados nesse isolados. 

Os isolados LIIT-4306, LIIT-4311 e LIIT-4406 que contém os genes cry1, 2, 8 e 9, 

apresentaram alta atividade a S. frugiperda e dois isolados (LIIT-3303 e 3509) com relativa 

toxicidade a esta espécie. Estes dois últimos isolados diferiram dos mais ativos, sugerindo-se 

que essa relativa toxicidade pode ter ocorrido por não apresentarem toxinas Cry1 e Cry8. 

Porém, o B. thuringiensis var aizawai, que é muito ativo a esta espécie, contém genes cry1 e 

cry2. Assim, pode-se inferir que a atividade dos três isolados mais ativos, observados neste 

estudo, esteja muito provavelmente relacionada às toxinas codificadas pelos genes cry1, cry2 

ou mesmo do sinergismo ou efeito aditivo entre elas. Os genes cry1 e cry2 são comumente 

encontrados em isolados de B. thuringiensis tóxico a S. frugiperda (da Silva et al. 2004, 

Monnerat et al. 2006, Monnerat et al. 2007, Santos et al. 2009).  

Alguns estudos têm demonstrado a ação tóxica de proteínas Cry1 contra S. frugiperda, 

particularmente Cry1C e Cry1F. (Loguercio et al. 2001, Siebert et al. 2008). No entanto, 

proteínas como Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac têm sido pouco efetivas (Van Rie et al. 1990, 

Aranda et al. 1996, Luttrell et al. 1999, Santos et al. 2009), mas com grande atividade a 

outras espécies de insetos. 

Estas diferenças observadas entre isolados podem estar relacionadas a vários fatores 

comentados anteriormente. Diferenças na suscetibilidade em populações de S. frugiperda a 

isolados de B. thuringiensis têm sido verificadas com populações de S. frugiperda nativas do 

México, Brasil e Colômbia (Monnerat et al. 2006). Segundo esses autores, a variabilidade 

genética pode ocorrer em decorrência da origem geográfica e planta hospedeira, influenciando 

na seleção de diferenças genéticas. Como exemplo, estes autores verificaram que algumas 

populações brasileiras não apresentavam receptores para a toxina Cry1D e a população 

mexicana não apresentavam receptores para a toxina Cry1B, as quais foram insensíveis a 
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essas toxinas. Desta forma, a busca por isolados locais mais adaptados as espécies ou biótipos 

locais seja talvez mais promissora em encontrar toxinas mais efetivas no controle de insetos. 

No Brasil a ocorrência de populações de S. frugiperda com diferenças fenotípicas e 

genotípicas associados a plantas hospedeiras tem sido evidenciada (Busato et al. 2004). 

Adamczyk Jr. et al. (1997), verificaram que o biótipo arroz foi mais suscetível à toxina 

Cry1Ac presente no algodão Bt do que o biótipo milho. A detecção e caracterização da 

diversidade genética entre as populações de insetos é uma questão problemática para a 

implantação de estratégias de manejo, uma vez que a evolução da resistência a inseticidas em 

populações de insetos é também dependente da bio-ecologia das espécies. 

 

Conclusão 

Os isolados LIIT-4306 e LIIT-4311, que foram os mais ativos a P. xylostella e S. 

frugiperda, com as menores CL50s apresentaram cristais bipiramidais e esféricos, 

simultaneamente. A análise SDS-PAGE revelou que a maioria dos isolados produziu tamanho 

de banda sugerindo a presença das proteínas Cry1, Cry2, Cry8 e Cry9. O conteúdo genético 

de isolados Nordestinos de B. thuringiensis revelaram a presença dos genes cry1, cry2, cry8 e 

cry9. 
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Tabela 1. Sequências dos iniciadores gerais para genes cry. 

 

Iniciadores Sequências Referências TP(bp)
1
 TA(ºC)

2
 

Geral-cry1 
5‟-CTGGATTTACAGGTGGGGATAT-3‟(d) 

5‟-TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT-3‟(r) 
Bravo et al. (1998) 543-594 52 

Geral-cry2 
5‟-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG-3‟(d) 

5‟-CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT-3‟(r) 

Ben-Dov et al. 

(1997) 
689-701 52 

Geral-cry3 
5‟-CGTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC-3‟(d) 

5‟-CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT-3‟(r) 

Ben-Dov et al. 

(1997) 
589-604 52 

Geral-cry4 
5'-GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC-3'(d) 
5'-GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC-3'(r) 

Ben-Dov et al. 
(1997) 

1529-1951 52 

Geral-cry8 
5‟-AAGCAGTGAATGCCTTGTTTAC-3‟(d) 
5‟-CTTCTAAACCTTGACTACTT-3‟(r) 

Ben-Dov et al. 
(1997) 

511-679 49 

Geral-cry9 
5'-CCAGGWTTYAYAGGAGGRG-3'(d) 

5'-ASCAYRACACTAAATTTGCCGC-3'(r) 
* 497 51 

Geral-cry11 
5'-TTAGAAGATACGCCAGATCAAGC-3'(d) 

5'-CATTTGTACTTGAAGTTGTAATCCC-3'(r) 
Bravo et al. (1998) 305 51 

Geral-cyt 
5'-AACCCCTCAATCAACAGCAAGG-3'(d) 

5'-GGTACACAATACATAACGCCACC-3'(r) 
Bravo et al. (1998) 522-525 51 

Geral-vip 
5'-ACNTTYCAYGAYGTNATG-3'(d) 

5'-CCNARNGGCRTRTANAY-3'(r) 
* 840-905 53 

1
Tamanho do produto de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) esperado 

2
Temperatura de anelamento

  

*Iniciadores delineados a partir de alinhamentos de sequências dos genes cry9 e vip 

depositados no GENBANK. 
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Tabela 2. Conteúdo gênico dos isolados de Bacillus thuringiensis e das linhagens padrões, obtido por PCR. 

 

Isolados 
Genes Cristais CL50 (IC 95%)

1
 

cry1 cry2 cry3 cry4 cry8 cry9 cry11 cyt vip Bip Esf Cb Plutella xylostella Spodoptera frugiperda 

B.t. kurstaki + + - - - - - - - + + - 0,03 (0,02-0,05) - 

B.t. azawai + + - - - - - - - + + - 0,01 (0,008-0,03) 0,051 (0,02-0,11) 

LIIT-0105 + + - - + + - - - + + - - 6,33 (1,57-13,96) 

LIIT-0302 + + - - - + - - - + - + 0,29 (0,13-0,62) - 

LIIT-0526 + + - - - + - - - + + - - 8,46 (5,34-12,62) 

LIIT-1411 - + - - - + - - - - + - - 4,83 (2,47-7,67) 

LIIT-2109 + + - - - + - - - - + + 13,68 (6,61-71,79) - 

LIIT-2112 + + - - - + - - - + + - 48,49 (21,42-334,27) 15,84 (9,34-28,90) 

LIIT-2204 + + - - - + - - - + - - - 2,81 (1,48-4,32) 

LIIT-2310 + + - - - + - - - + + - 0,96 (0,35-3,19) - 

LIIT-2403 + + - - - + - - - + + - 1,74 (0,86-3,42) - 

LIIT-2601 + + - - + + - - - + + - 9,58 (6,28-19,06) - 

LIIT-2707 + + - - - + - - - - + + 11,69 (7,29-25,24) - 

LIIT-2718 - + - - - - - - - + - + 7,46 (4,97-9,77) - 

LIIT-3303 - + - - - + - - - + + - 9,18 (4,99-32,99) 0,58 (0,30-0,89) 

LIIT-3509 - + - - - + - - - - - + - 0,49 (0,22-0,81) 

LIIT-3818 - + - - - + - - - - + - - 2,39 (0,77-4,48) 

LIIT-4108 - + - - - + - - - - + - 3,36 (1,50-10,36) - 

LIIT-4211 - + - - - + - - - + + - - 2,75 (0,72-5,41) 

LIIT-4306 + + - - + + - - - + + - 0,03 (0,005-0,11) 0,001 (0,0005-0,004) 

LIIT-4311 + + - - + + - - - + + - 0,02 (0,003-0,07) 0,001 (0,0003-0,004) 

LIIT-4406 + + - - + + - - - + + - - 0,011 (0,005-0,022) 

1 Esporos+cristais (x108)/ mL de NaCl a 0,9%.  
+ presença 

- ausência
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Figura 1. Perfis protéicos obtido com SDS-PAGE de isolados de Bacillus thuringiensis ativos a 

Plutella xylostella e Spodoptera frugiperda. Mr - Marcador protéico (kDa), Btk - (controle 

positivo - B. thuringiensis var. kurstaki - Dipel
®

WP) e Bta (controle positivo - B. thuringiensis 

var. aizawai -Xentari
®
WDG). 
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Figura 2. Perfis de PCR gerados pelos iniciadores: Geral-cry1 (A), Geral-cry2 (B), Geral-cry8 

(C) e Geral-cry9 (D), com isolados de Bacillus thuringiensis ativos a Plutella xylostella e 

Spodoptera frugiperda. MM - Marcador molecular, Btk - (controle positivo - B. thuringiensis 

var. kurstaki – Dipel
®

WP) e Bta (controle positivo - B. thuringiensis var. aizawai - 

Xentari
®
WDG). 

 

 


