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Resumo 
Spodoptera frugiperda, conhecida como a lagarta-do-cartucho-do-milho, é um inseto 

polífago que ataca diversas culturas, principalmente o milho e o algodão. Dados de 

literatura relatam este inseto como pouco susceptível aos produtos comerciais à 

base de Bacillus thuringiensis. Este trabalho teve como objetivo a seleção de 

subespécies de B. thuringiensis tóxicas a S. frugiperda. Foram testadas 27 

subespécies diferentes de B. thuringiensis pertencentes ao Banco de Germoplasma 

de Bacillus Entopatogênicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As 

estirpes S608, S615, S1450 e S1576, pertencentes aos sorotipos fukuokaensis, 

sotto, kurstaki e aizawai, respectivamente, foram as mais tóxicas entre todas as 

analisadas.  

                                                 
1 Bióloga  – Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 
2 Bióloga – Mestranda em Ciências Agrárias – Universidade de Brasília – Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia. 
3 Bióloga – Mestranda em Ciências Agrárias – Universidade de Brasília – Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia. 
4 Engenheira Agrônoma – Mestre em Ciências Agrárias – Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 
5 Engenheira Agrônoma – Técnica de Nível Superior – Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 
6 Bióloga – PhD - Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 
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Determination of the susceptiblety of Spodoptera 

frugiperda to differents subespecies of Bacillus 

thuringiensis 

 

 
 
 
 
 
 

Abstract 
 
Spodoptera frugiperda, known as velvet caterpillar, is a polifagous insect that attacks 

many cultures, particularly corn and cotton. The literature relate that this insect is few 

susceptible to comercial products containing Bacillus thuringiensis. The aim of this 

project was to select subespecies of B. thuringiensis belonging to the collection of 

Embrapa Genetic Resources and Biotechnology. Strains S608, S615, S1450 and 

S1576, belonging to the serotypes fukoukaensis, sotto, kurstaki and aizawai, 

respectivelly, were the most toxic strains. 

 
Key-words: Bacillus thuringiensis, Spodoptera frugiperda, bioinsecticides and 
serotypes. 
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Introdução 
 

Spodoptera frugiperda ou lagarta-do-cartucho-do-milho é uma das mais 

importantes pragas agrícolas do Brasil e das Américas. Por ser polífaga ataca 

diversas culturas como o milho, algodão e arroz (CRUZ et al., 1999). A severidade 

do ataque dessa praga vem aumentando em algumas áreas, podendo causar até 

60% de redução no rendimento de grãos (CRUZ et al., 1999; MEREGE, 2001).  

O controle deste inseto tem sido realizado através do emprego de produtos 

químicos que, além de poluírem o ambiente, podem causar a seleção de populações 

resistentes. A utilização de agentes de controle biológico é uma alternativa viável e 

bioinseticidas formulados à base de Bacillus thuringiensis vem apresentando um 

resultado satisfatório no controle de insetos-praga (MONNERAT e BRAVO, 2001).   

A toxicidade desta bactéria é devida à produção de inclusões protéicas, 

conhecidas como proteínas Cry, durante o período de esporulação da bactéria. 

Essas proteínas estão subdivididas em 49 classes, sendo codificadas por mais de 

300 genes diferentes (CRICKMORE, 2001). 

Taxonomicamente as estirpes de B. thuringiensis são agrupadas por sorotipos 

ou subespécies. Esta classificação baseia-se num método proposto por de Barjac e 

Bonnefoi (1962), que divide a espécie B. thuringiensis em 82 subespécies de acordo 

com uma reação de aglutinação flagelar.  No mercado são encontradas formulações 

à base de B. thuringiensis subespécies kurstaki e aizawai.  

Existem poucos relatos da susceptibilidade de S. frugiperda ao B. 

thuringiensis, assim são necessários estudos visando identificar novas estirpes para 

o controle deste inseto. Este trabalho teve como objetivo verificar a susceptibilidade 

de S. frugiperda a diferentes subespécies de B. thuringiensis. 

  

Metodologia 
 
1. Origem das estirpes 
 

Foram utilizadas 27 estirpes de diferentes sorotipos de B. thuringiensis 

pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bacillus Entomopatogênicos da 
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Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Essas estirpes foram isoladas a partir 

de amostras de solo e água (MONNERAT et al., 2001).  
As estirpes utilizadas são pertencentes aos seguintes sorotipos: indiana 

(S18), tolworttsi (S68), israelensis (S89), kenyae (S109), morrisoni (S130), 

tohokuensis (S141), tochigiensis (S202), entomocidus (S456), galleriae (S597), 

fukuokaensis (S608), darmastadiensis (S612), sotto (S615), sooncheoon (S619), 

alesti (S655), ostriniae (S700), japonensis (S711), tenebrionis (S1022), muju (1066), 

argentiniensis (S1068), xiangiongies (S1078), selouensis (S1207), finitimus (S1267), 

canadensis (S1271), pakistani (S1365), kurstaki (S1450), kumamotoensis (S1457) e 

aizawai (S1576). 

 

2. Caracterização entomopatogênica 
 

As estirpes foram testadas contra larvas de S. frugiperda obtidas da criação 

massal estabelecida desde 1989 na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 

(SCHMIDT et al., 2001).  

Foram realizados dois tipos de bioensaios, o seletivo, que visou a seleção das 

estirpes que causaram mortalidade acima de 70% e os de dose, onde foi calculada a 

concentração letal necessária para matar 50% da população testada (CL50) das 

estirpes selecionadas. 

Para a realização dos bioensaios seletivos, 35μl da cultura de cada uma das 

estirpes cultivadas em meio líquido NYSM (YOUSTEN, 1984) a 200rpm, 28°C, 

durante 72h, foi adicionada na dieta dos insetos previamente distribuída em placas 

de cultivo de células com 24 poços. Após a absorção da cultura crescida pela dieta 

nas placas de cultivo de célula, uma larva de segundo instar foi colocada em cada 

poço. Uma placa foi deixada sem a adição da bactéria, sendo utilizada como 

testemunha.  

A primeira avaliação do teste foi feita 48h após o início do ensaio, ocasião em 

que as lagartas foram passadas para copinhos de plástico de 50mL, contendo dieta 

livre do bacilo. No sétimo dia do ensaio foi feita a segunda e última leitura 

(MONNERAT et al., 2001).   

 O bioensaio de dose foi realizado com as estirpes liofilizadas. Para isso, cada 

uma foi cultivada por 72 horas, centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos, a 4°C, 
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congelada “overnight” e liofilizada por 18h. Após liofilização, foram preparadas 

diluições de acordo com a tabela 1. 35μl de cada suspensão foi colocada sobre a 

dieta distribuída em placas de acrílico contento 24 poços. O processo de avaliação 

foi o mesmo realizado nos bioensaios seletivos. 

 
Tabela 1. Tabela de diluições e concentração final de bactéria em cada dose, para a 

realização de bioensaios contra lepidópteros. 

Suspensão I (μl) Bactéria (mg) Água (μl) Concentração (μg/ml) 

 1 1000 1000 

Suspensão II (μl) 
Suspensão I 

(μl) 
Água (μl) Concentração (μg/ml) 

 571,4 428,6 571,4 

Dose 
Suspensão II 

(μl) 
Água (μl) ng/cm2

1 200 800 2000 

2 120 880 1200 

3 72 928 720 

4 43,2 956,8 432 

5 25,9 974,1 259 

6 15,5 984,5 155 

7 9,3 990,7 93 

8 5,6 994,4 56 

9 3,4 996,6 34 

10 2,0 998,0 20 

 

 Os dados de mortalidade obtidos foram analisados através de análise de 

Probits (FINNEY, 1971) e a concentração letal foi determinada. 

 

Resultados e Discussão 
 

Das 27 estirpes testadas, apenas as estirpes S608, S615, S1450 e S1576, 

pertencentes aos sorotipos fukuokaensis, sotto, kurstaki e aizawai, respectivamente, 
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causaram mortalidade acima de 70% em bioensaios seletivos (Tabela 2). A estirpe 

S1450 foi a mais eficaz no bioensaio seletivo, apresentando a maior toxicidade entre 

todas as estirpes analisadas. 

 
Tabela 2. Resultados dos bioensaios seletivos contra S. frugiperda. 

Estirpes Mortalidade (%) 
indiana (S18) 41,6 
tolworthi (S62) 25,0 
israelensis (S89) 50,0 
kenyae (S109) 25,0 
morrisoni (S130) 16,0 
tohokuensis (S141) 16,0 
tochigiensis (S202) 25,0 
entomocidus (S456) 33,3 
galleriae (S597) 41,6 
fukuokaensis (S608) 91,6 
darmstadiensis (S612) 8,3 
sotto (S615) 83,3 
sooncheoon (S619) 16,0 
alesti (S655) 16,0 
ostriniae (S700) 58,3 
japonensis (S711) 41,6 
tenebrionis (S1022) 0,0 
muju (1066) 8,3 
argentiniensis (S1068) 41,6 
xiangiongies (S1078) 8,3 
selouensis (S1207) 8,3 
finitimus (S1267) 8,3 
canadensis (S1271) 41,6 
pakistani (S1365) 16,0 
kurstaki (S1450) 100,0 
kumamotoensis (S1457) 0,0 
aizawai (S1576) 83,3 

 

Nos bioensaios de dose, a estirpe S608 (sorotipo fukuokaensis) apresentou 

CL50 inferior as demais testadas (Tabela 3), entretanto, analisando-se os intervalos 

de confiança, todas as quatro subespécies apresentam similaridade de efeito tóxico, 

pois são estatisticamente semelhantes.  

 É interessante mencionar que as subespécies sotto, kurstaki e aizawai estão 

relatadas como tóxicas a insetos da ordem Lepidoptera, entretanto a subespécie 

fukuokaensis está associada a toxicidade a Dípteros (GUERCHICOFF et al., 2001; 
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YU et al., 1991). Este é portanto o primeiro relato da atividade da subespécie 

fukuokaensis a um inseto da ordem Lepidoptera. 

Tabela 3. Resultados dos bioensaios de dose, realizado com as subespécies que 

mataram acima de 70% das larvas em bioensaios seletivos contra Spodoptera 

frugiperda. Sendo CL50: concentração letal para 50% da população. 

 

Estirpe CL50 (ng/cm2) 

fukuokaensis (S608) 0,55 (0,16 – 1,12) 

sotto (S615) 1,04 (0,63 – 1,65) 

kustaki (S1450) 1,34 (0,84 – 2,06) 

aizawai (S1576) 0,82 (0,39 – 10,87) 

 
 

Conclusões 
 

Este trabalho mostrou que a lagarta-do-cartucho-do-milho, S. frugiperda é 

altamente susceptível as quatro subespécies de B. thuringiensis, fukuokaensis, 

sotto, kurstaki e aizawai.  

Novos bioinseticidas são importantes no Manejo Integrado de Pragas (MIP), 

no manejo de resistência de insetos a inseticidas e na preservação dos inimigos 

naturais. Com diferentes produtos formulados é possível fazer a rotação de produtos 

contendo diferentes estirpes de Bacillus thuringiensis. 
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Resumo XE "Resumo" 

Spodoptera frugiperda, conhecida como a lagarta-do-cartucho-do-milho, é um inseto polífago que ataca diversas culturas, principalmente o milho e o algodão. Dados de literatura relatam este inseto como pouco susceptível aos produtos comerciais à base de Bacillus thuringiensis. Este trabalho teve como objetivo a seleção de subespécies de B. thuringiensis tóxicas a S. frugiperda. Foram testadas 27 subespécies diferentes de B. thuringiensis pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bacillus Entopatogênicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As estirpes S608, S615, S1450 e S1576, pertencentes aos sorotipos fukuokaensis, sotto, kurstaki e aizawai, respectivamente, foram as mais tóxicas entre todas as analisadas. 



Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Spodoptera frugiperda, bioinseticidas e sorotipos.

Determination of the susceptiblety of Spodoptera frugiperda to differents subespecies of Bacillus thuringiensis




Abstract XE "Abstract" 

Spodoptera frugiperda, known as velvet caterpillar, is a polifagous insect that attacks many cultures, particularly corn and cotton. The literature relate that this insect is few susceptible to comercial products containing Bacillus thuringiensis. The aim of this project was to select subespecies of B. thuringiensis belonging to the collection of Embrapa Genetic Resources and Biotechnology. Strains S608, S615, S1450 and S1576, belonging to the serotypes fukoukaensis, sotto, kurstaki and aizawai, respectivelly, were the most toxic strains.

Key-words: Bacillus thuringiensis, Spodoptera frugiperda, bioinsecticides and serotypes.


Introdução XE "Introdução" 

Spodoptera frugiperda ou lagarta-do-cartucho-do-milho é uma das mais importantes pragas agrícolas do Brasil e das Américas. Por ser polífaga ataca diversas culturas como o milho, algodão e arroz (CRUZ et al., 1999). A severidade do ataque dessa praga vem aumentando em algumas áreas, podendo causar até 60% de redução no rendimento de grãos (CRUZ et al., 1999; MEREGE, 2001). 


O controle deste inseto tem sido realizado através do emprego de produtos químicos que, além de poluírem o ambiente, podem causar a seleção de populações resistentes. A utilização de agentes de controle biológico é uma alternativa viável e bioinseticidas formulados à base de Bacillus thuringiensis vem apresentando um resultado satisfatório no controle de insetos-praga (MONNERAT e BRAVO, 2001).  


A toxicidade desta bactéria é devida à produção de inclusões protéicas, conhecidas como proteínas Cry, durante o período de esporulação da bactéria. Essas proteínas estão subdivididas em 49 classes, sendo codificadas por mais de 300 genes diferentes (CRICKMORE, 2001).


Taxonomicamente as estirpes de B. thuringiensis são agrupadas por sorotipos ou subespécies. Esta classificação baseia-se num método proposto por de Barjac e Bonnefoi (1962), que divide a espécie B. thuringiensis em 82 subespécies de acordo com uma reação de aglutinação flagelar.  No mercado são encontradas formulações à base de B. thuringiensis subespécies kurstaki e aizawai. 


Existem poucos relatos da susceptibilidade de S. frugiperda ao B. thuringiensis, assim são necessários estudos visando identificar novas estirpes para o controle deste inseto. Este trabalho teve como objetivo verificar a susceptibilidade de S. frugiperda a diferentes subespécies de B. thuringiensis.

Metodologia XE "Metodologia" 

1. Origem das estirpes XE "1. Origem das estirpes" 

Foram utilizadas 27 estirpes de diferentes sorotipos de B. thuringiensis pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bacillus Entomopatogênicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Essas estirpes foram isoladas a partir de amostras de solo e água (MONNERAT et al., 2001). 


As estirpes utilizadas são pertencentes aos seguintes sorotipos: indiana (S18), tolworttsi (S68), israelensis (S89), kenyae (S109), morrisoni (S130), tohokuensis (S141), tochigiensis (S202), entomocidus (S456), galleriae (S597), fukuokaensis (S608), darmastadiensis (S612), sotto (S615), sooncheoon (S619), alesti (S655), ostriniae (S700), japonensis (S711), tenebrionis (S1022), muju (1066), argentiniensis (S1068), xiangiongies (S1078), selouensis (S1207), finitimus (S1267), canadensis (S1271), pakistani (S1365), kurstaki (S1450), kumamotoensis (S1457) e aizawai (S1576).


2. Caracterização entomopatogênica XE "2. Caracterização entomopatogênica" 

As estirpes foram testadas contra larvas de S. frugiperda obtidas da criação massal estabelecida desde 1989 na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (SCHMIDT et al., 2001). 

Foram realizados dois tipos de bioensaios, o seletivo, que visou a seleção das estirpes que causaram mortalidade acima de 70% e os de dose, onde foi calculada a concentração letal necessária para matar 50% da população testada (CL50) das estirpes selecionadas.


Para a realização dos bioensaios seletivos, 35(l da cultura de cada uma das estirpes cultivadas em meio líquido NYSM (YOUSTEN, 1984) a 200rpm, 28°C, durante 72h, foi adicionada na dieta dos insetos previamente distribuída em placas de cultivo de células com 24 poços. Após a absorção da cultura crescida pela dieta nas placas de cultivo de célula, uma larva de segundo instar foi colocada em cada poço. Uma placa foi deixada sem a adição da bactéria, sendo utilizada como testemunha. 


A primeira avaliação do teste foi feita 48h após o início do ensaio, ocasião em que as lagartas foram passadas para copinhos de plástico de 50mL, contendo dieta livre do bacilo. No sétimo dia do ensaio foi feita a segunda e última leitura (MONNERAT et al., 2001).  



O bioensaio de dose foi realizado com as estirpes liofilizadas. Para isso, cada uma foi cultivada por 72 horas, centrifugada a 10.000 rpm por 30 minutos, a 4(C, congelada “overnight” e liofilizada por 18h. Após liofilização, foram preparadas diluições de acordo com a tabela 1. 35(l de cada suspensão foi colocada sobre a dieta distribuída em placas de acrílico contento 24 poços. O processo de avaliação foi o mesmo realizado nos bioensaios seletivos.


Tabela 1. Tabela de diluições e concentração final de bactéria em cada dose, para a realização de bioensaios contra lepidópteros.


		Suspensão I ((l)

		Bactéria (mg)

		Água ((l)

		Concentração ((g/ml)



		

		1

		1000

		1000



		Suspensão II ((l)

		Suspensão I ((l)

		Água ((l)

		Concentração ((g/ml)



		

		571,4

		428,6

		571,4



		Dose

		Suspensão II ((l)

		Água ((l)

		ng/cm2



		1

		200

		800

		2000



		2

		120

		880

		1200



		3

		72

		928

		720



		4

		43,2

		956,8

		432



		5

		25,9

		974,1

		259



		6

		15,5

		984,5

		155



		7

		9,3

		990,7

		93



		8

		5,6

		994,4

		56



		9

		3,4

		996,6

		34



		10

		2,0

		998,0

		20






Os dados de mortalidade obtidos foram analisados através de análise de Probits (FINNEY, 1971) e a concentração letal foi determinada.


Resultados e Discussão XE "Resultados e Discussão" 

Das 27 estirpes testadas, apenas as estirpes S608, S615, S1450 e S1576, pertencentes aos sorotipos fukuokaensis, sotto, kurstaki e aizawai, respectivamente, causaram mortalidade acima de 70% em bioensaios seletivos (Tabela 2). A estirpe S1450 foi a mais eficaz no bioensaio seletivo, apresentando a maior toxicidade entre todas as estirpes analisadas.


Tabela 2. Resultados dos bioensaios seletivos contra S. frugiperda.


		Estirpes

		Mortalidade (%)



		indiana (S18)

		41,6



		tolworthi (S62)

		25,0



		israelensis (S89)

		50,0



		kenyae (S109)

		25,0



		morrisoni (S130)

		16,0



		tohokuensis (S141)

		16,0



		tochigiensis (S202)

		25,0



		entomocidus (S456)

		33,3



		galleriae (S597)

		41,6



		fukuokaensis (S608)

		91,6



		darmstadiensis (S612)

		8,3



		sotto (S615)

		83,3



		sooncheoon (S619)

		16,0



		alesti (S655)

		16,0



		ostriniae (S700)

		58,3



		japonensis (S711)

		41,6



		tenebrionis (S1022)

		0,0



		muju (1066)

		8,3



		argentiniensis (S1068)

		41,6



		xiangiongies (S1078)

		8,3



		selouensis (S1207)

		8,3



		finitimus (S1267)

		8,3



		canadensis (S1271)

		41,6



		pakistani (S1365)

		16,0



		kurstaki (S1450)

		100,0



		kumamotoensis (S1457)

		0,0



		aizawai (S1576)

		83,3





Nos bioensaios de dose, a estirpe S608 (sorotipo fukuokaensis) apresentou CL50 inferior as demais testadas (Tabela 3), entretanto, analisando-se os intervalos de confiança, todas as quatro subespécies apresentam similaridade de efeito tóxico, pois são estatisticamente semelhantes. 


 É interessante mencionar que as subespécies sotto, kurstaki e aizawai estão relatadas como tóxicas a insetos da ordem Lepidoptera, entretanto a subespécie fukuokaensis está associada a toxicidade a Dípteros (GUERCHICOFF et al., 2001; YU et al., 1991). Este é portanto o primeiro relato da atividade da subespécie fukuokaensis a um inseto da ordem Lepidoptera.


Tabela 3. Resultados dos bioensaios de dose, realizado com as subespécies que mataram acima de 70% das larvas em bioensaios seletivos contra Spodoptera frugiperda. Sendo CL50: concentração letal para 50% da população.


		Estirpe

		CL50 (ng/cm2)



		fukuokaensis (S608)

		0,55 (0,16 – 1,12)



		sotto (S615)

		1,04 (0,63 – 1,65)



		kustaki (S1450)

		1,34 (0,84 – 2,06)



		aizawai (S1576)

		0,82 (0,39 – 10,87)





Conclusões XE "Conclusões" 

Este trabalho mostrou que a lagarta-do-cartucho-do-milho, S. frugiperda é altamente susceptível as quatro subespécies de B. thuringiensis, fukuokaensis, sotto, kurstaki e aizawai. 

Novos bioinseticidas são importantes no Manejo Integrado de Pragas (MIP), no manejo de resistência de insetos a inseticidas e na preservação dos inimigos naturais. Com diferentes produtos formulados é possível fazer a rotação de produtos contendo diferentes estirpes de Bacillus thuringiensis.
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